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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 Οι ιοί του θηλώµατος του ανθρώπου (HPVs) είναι µικροί διπλής έλικας DNA ιοί, οι 

οποίοι συνιστούν µια οικογένεια από περισσότερους από 130 γενοτύπους. Οι ιοί HPVs έχουν 

παγκόσµια κατανοµή και προκαλούν ένα ευρύ φάσµα από καλοήθεις και κακοήθεις 

αλλοιώσεις στον άνθρωπο. Παρά το γεγονός πως η λοίµωξη µε τον ιό HPV θεωρείται 

σεξουαλικώς µεταδιδόµενο νόσηµα, οι ιοί HPVs µπορούν επίσης να µεταδοθούν µέσω και 

άλλων µη σεξουλικών οδών όπως η κάθετη µετάδοση, ο αυτοενοφθαλµισµός και ο 

ετεροενοφθαλµισµός και πιθανόν η έµµεση µετάδοση µέσω φοµιτών. Πρόσφατες µελέτες 

προτείνουν ότι η περιγενετική λοίµωξη και ο αυτοενοφθαλµισµός ή ο ετεροενοφθαλµισµός 

συµβαίνουν πολύ πιο συχνά από ό,τι πιστευόταν στο παρελθόν. Έχει βρεθεί πως η κάθετη 

µετάδοση του ιού HPV από HPV-θετικές µητέρες στα νεογέννητα βρέφη οδηγεί σε 

επιµένουσα λοίµωξη στα πρώτα 3 χρόνια της ζωής τους. Οι λοιµώξεις στα νεογέννητα 

προκαλούνται κυρίως από τους τύπους ΗPV 16 και 18 και ανιχνεύονται τόσο στη γενετική 

περιοχή όσο και στη στοµατική τους κοιλότητα. Ωστόσο είναι ασαφές πόσο συχνά οι 

περιγεννητικές λοιµώξεις εξελίσσονται σε κλινικές αλλοιώσεις. 

 Οι ιοί HPV µπορούν να ταξινοµηθούν σε δερµατικούς και βλεννογόνιους ανάλογα 

µε τη θέση της λοίµωξης. Οι δερµατικοί HPV τύποι προσβάλλουν το επιθήλιο του δέρµατος 

και προκαλούν καλοήθη δερµατικά θηλώµατα, όπως το κοινό θήλωµα, το ακροχορδώδες 

θήλωµα και το επίπεδο θήλωµα. Οι βλεννογόνιοι HPV τύποι προσβάλλουν το βλεννογόνο 

του τραχήλου της µήτρας, του ανώτερου αναπνευστικού σωλήνα και του οισοφάγου και 

αποτελούν τον κύριο αιτιολογικό παράγοντα για την ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και τον 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Ωστόσο, παρά το γεγονός πως η παρουσία «υψηλού 

κινδύνου» ιών HPV έχει προταθεί ως αναγκαία συνθήκη για την αθανατοποίηση των 

επιθηλιακών κυττάρων, πειράµατα in vitro έχουν δείξει πως η µόλυνση από µόνη της δεν 
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είναι ικανή να οδηγήσει στον κακοήθη µετασχηµατισµό του τραχήλου της µήτρας. Οι 

παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώνονται στην κλινική πράξη λόγω τόσο της χαµηλής επίπτωσης 

του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας σε σχέση µε την ευρεία διασπορά του ιού HPV 

παγκόσµια, όσο και λόγω του µεγάλου χρονικού διαστήµατος που διαρκεί η εξέλιξη της 

HPV-επαγώµενης νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας. Επιπρόσθετοι περιβαλλοντικοί και 

γενετικοί παράγοντες, όπως η ενεργοποίηση ογκογονιδίων του κυττάρου ξενιστή είναι 

πιθανόν να συµµετέχουν στην εξέλιξη της HPV λοίµωξης σε καρκίνο του τραχήλου της 

µήτρας.  

 Η οικογένεια των ογκογονιδίων ras αποτελείται από τρία καλά χαρακτηρισµένα 

γονίδια, το Harvey (H)-ras, το Kirsten(K)-ras και το Neuroblastoma (N)-ras, τα οποία 

κωδικοποιούν µια πρωτεΐνη µεγέθους 21 kDa (p21) µε ενεργότητα GTPάσης, η οποία 

συµµετέχει στην µετάδοση κυτταρικών µηνυµάτων. Η υπερέκφραση των ογκογονιδίων ras 

παίζει σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία της καρκινογένεσης και έχει παρατηρηθεί σε αρκετά 

είδη καρκίνου στον άνθρωπο, όπως στο καρκίνο του µαστού, του παχέος εντέρου, της 

κεφαλής-τραχήλου, της ουροδόχου κύστης και του πνεύµονα. Στόχος της παρούσας 

διατριβής ήταν να εκτιµηθούν οι ποσοτικές και οι ποιοτικές αλλαγές στην έκφραση των 

ογκογονιδίων ras σε γυναίκες µε φυσιολογικό τράχηλο, µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN 

και µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και να εξεταστεί η σχέση των αλλαγών αυτών µε 

την παρουσία του ιού HPV. Η έκφραση των επιπέδων mRNA των ογκογονιδίων ras 

εξετάστηκε µε τη µέθοδο της αντίστροφης µεταγραφής-αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυµεράσης RT-PCR. Επιπλέον, µελετήθηκε η συχνότητα ανεύρεσης σηµειακών 

µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των ογκογονιδίων ras µε τη χρήση της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυµεράσης PCR και της ανάλυσης πολυµορφισµού µεγέθους 

περιοριστικών θραυσµάτων RFLP. Η ανίχνευση και η τυποποίηση των ιών HPV έγινε µε 

PCR µε τη χρήση κατάλληλων γενικών και ειδικών εκκινητών. Τα επίπεδα έκφρασης mRNA 
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των ογκογονιδίων H-ras και N-ras ήταν στατιστικώς σηµαντικά υψηλότερα στην οµάδα 

ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου σε σχέση µε τις οµάδες ασθενών µε CIN και φυσιολογικό 

τράχηλο, ενώ τα αντίστοιχα επίπεδα έκφρασης mRNA του ογκογονιδίου Κ-ras δεν 

παρουσίαζαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές στις τρεις οµάδες των ασθενών της µελέτης. 

Στις HPV θετικές ασθενείς, τα επίπεδα έκφρασης των ογκογονιδίων H-, K- and N-ras ήταν 

µεγαλύτερα σε γυναίκες µε καρκίνο της µήτρας θετικές για τους ιούς «υψηλού κινδύνου» 

HPV 16 ή 18. ∆ιαφορές παρατηρήθηκαν επίσης στην έκφραση των ογκογονιδίων ras σε 

ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας µεταξύ γυναικών µε πολλαπλή και µονήρη 

HPV λοίµωξη. Τα ευρήµατα της µελέτης µας παρουσιάζουν την έκφραση σε µεταγραφικό 

επίπεδο των ογκογονιδίων ras στον τράχηλο της µήτρας και υποδεικνύουν την πιθανή 

συµµετοχή της στην παθογένεια του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας. Τα αποτελέσµατα 

µας ενισχύουν την υπόθεση της αλληλεπίδρασης των ογκονιδίων ras του κυττάρου ξενιστή 

µε τους ιούς «υψηλού κινδύνου» HPV 16 ή 18. Περαιτέρω έρευνα απαιτείται για τη µελέτη 

του ρόλου της ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras στη επιµονή και την εξέλιξη της HPV 

λοίµωξης. 

 Επίσης, µελετήσαµε τη συχνότητα της ΗPV λοίµωξης σε παιδιά µε καλοήθη 

υπερπλασία των αδενοειδών ή/και των αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων. Μέχρι σήµερα 

αρκετοί ερευνητές έχουν αξιολογήσει την παρουσία του ιού HPV στην στοµατική κοιλότητα 

στην παιδική ηλικία µελετώντας το σάλιο ή στοµατικά εκπλύµατα, ωστόσο τα δεδοµένα 

σχετικά µε την HPV λοίµωξη σε βιοψιακό υλικό του µη καρκινικού βλεννογόνου της 

στοµατικής κοιλότητας είναι περιορισµένα. Στη µελέτη µας, το DNA του ιού HPV 

ανιχνεύτηκε µε τη χρήση της αντίδρασης PCR µε γενικούς εκκινητές και η τυποποίηση του 

ιού πραγµατοποίηθηκε µε PCR µε τη χρήση ειδικών εκκινητών. Ο ιός HPV ανιχνεύτηκε σε 9 

(8,5%) από τα 106 δείγµατα που µελετήθηκαν. Ο ιός HPV 16 ήταν κυρίαρχος, ενώ ο ιός 

HPV 11 ανιχνεύτηκε λιγότερο συχνά. Η µέση ηλικία των παιδιών µε HPV–θετικά δείγµατα 
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ήταν µικρότερη σε σχέση µε τα HPV–αρνητικά παιδιά. ∆εν παρουσιάστηκε στατιστικά 

σηµαντική διαφορά στη συχνότητα ανίχνευσης του ιού ανάµεσα στις αδενοειδείς και τις 

αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις. Οι επιπτώσεις της παρουσίας του ιού HPV, παρά το γεγονός 

της χαµηλής της συχνότητας, στις αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις στα παιδιά 

αποµένει να διευκρινισθεί. Περαίτερω έρευνα όσον αφορά τη λοίµωξη µε τον ιό στα παιδία 

θα µας βοηθήσει στο να κατανοήσουµε τη φυσική ιστορία του ιού και τον πιθανό ρόλο του 

στην ανάπτυξη καλοήθους υπερπλασίας των αδενοειδών και των αµυγδαλοειδών 

εκβλαστήσεων στα παιδιά. 
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ABSTRACT 

 

 Human Papilloma Viruses (HPVs) are small double-stranded DNA viruses, which 

comprise a family of more than 130 genotypes. HPVs occur worldwide and induce a broad 

spectrum of benign and malignant epithelial lesions in humans. Although HPV infection is 

considered as a sexual transmitted infection, HPVs may also be transmitted by other non-

sexual routes including vertical transmission, autoinoculation and heteroinoculation, and, 

possibly, indirect transmission via fomites. Recent studies suggest that perinatal infection and 

autoinoculation or heteroinoculation may be much more likely than originally thought. It has 

been found that vertical HPV transmission from HPV positive mothers to their infants results 

in persistent infection in their first 3 years of life. Neonatal infections seem to be caused 

predominantly by HPV types 16 and 18 in the genital area as well as in buccal cavity. 

However, it is still unclear how frequently perinatal infections progress to clinical lesions. 

 HPVs can be classified into cutaneous or mucosal types according to their site of 

infection. Cutaneous HPV types infect the squamous epithelium of the skin and produce 

benign skin warts including common warts, plantar warts and flat warts. Mucosal HPV types 

infect the mucous membranes of the cervix, the upper respiratory tract and esophagus and 

have been considered as the principal etiologic factors of the development of cervical 

intraepithelial neoplasia and cervical carcinoma. However, although the presence of ‘high 

risk’ HPV types is proposed as a virtually necessary cause of primary epithelial cells 

immortalization, in vitro experiments have shown that HPV infection alone is not sufficient 

to engender a full tumorigenic conversion of cervical tissue. This is illustrated by the rare 

occurrence of cancer compared with the wide distribution of HPV infection worldwide and 

the long latency of HPV-induced cervical neoplasia. Additional environmental and genetic 
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factors, such as the activation of host cellular oncogenes are likely to be involved in the 

persistence and progression of HPV infection to cervical cancer.  

 The family of ras oncogenes consists of three well-characterized genes, Harvey 

(H)-ras, Kirsten(K)-ras and Neuroblastoma (N)-ras, genes that encode for a 21 kDa (p21) 

protein with GTPase activity which participates in cellular signal transduction. 

Overexpression of the ras oncogenes has also been suggested to play an important role in 

carcinogenesis and has been implicated in several human cancers including breast, colon, 

head and neck, bladder and lung. The purpose of this study was to evaluate the quantitative 

and qualitative changes of expression of the ras family oncogenes in women with normal 

cervix, with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and with cervical cancer and to 

investigate their relationship with HPV infection. The expression of ras mRNA levels was 

examined using reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). In addition, we 

studied the incidence of point mutations in codon 12 of each ras gene using polymerase chain 

reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis. HPV 

detection and typing was performed using PCR with general and specific primers. The 

transcript levels for H-ras and N-ras were significantly higher in cancer cases compared to 

normal cervical tissues and CIN lesions, while the transcript levels for K-ras were similar in 

normal cervical tissue, CIN and cervical cancer. Among HPV positive patients, H-, K- and N-

ras expression levels were higher in HPV 16/18-associated cases with cervical cancer. 

Differences in ras mRNA expression between multiple HPV and single HPV infection were 

also detected in patients with cervical cancer. Our findings indicate the expression pattern of 

the three ras oncogenes in cervical tissue and the involvement of H- and N-ras upregulation 

in the pathogenesis of cervical cancer. Our results support the hypothesis of a potential 

interactive effect between high-risk’ HPV 16/18 and transcriptional activation of ras 



 xiv

oncogenes in cervical carcinogenesis. Further investigation is needed to determine the 

influence of ras oncogenes activation on HPV persistence and progression. 

 We also determined the frequency of HPV infection in children with benign adenoid 

or/and tonsillar hyperplasia. To date several researchers have evaluated the presence of HPV 

DNA in children’s buccal cavity by studying oral swabs or washings of healthy children, 

however data on HPV infection in biopsy specimens of tumor free oral mucosa are limited. 

HPV DNA was detected using PCR with general primers and HPV typing was performed by 

PCR by using specific primers. HPV DNA was detected in 9 (8.5%) of 106 specimens. HPV 

16 was predominant, while HPV 11 was detected less frequently. The mean age of children 

with HPV-positive specimens was lower than HPV-negative children. There was observed no 

statistical important difference in the prevalence of HPV infection between adenoid and 

tonsillar tissues. The consequences of the presence of HPV, although at low frequency, in 

children’s tonsils and adenoids remain to be elucidated. Further research on oral HPV 

infection in children will enable as to understand HPV natural history and its possible role in 

the development of tonsillar and adenoid hyperplasia in children. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

                                                      

 

Η «Μοριακή Ιατρική» αποτελεί έναν νέο ταχύτατα εξελισσόµενο κλάδο της σύγχρονης 

ιατρικής επιστήµης, ο οποίος έχει ως στόχο τη µελέτη της µοριακής βάσης κληρονοµικών και µη 

νοσηµάτων, τα οποία παρουσιάζονται τόσο στους ενήλικες όσο και στα παιδιά. Στην πρόοδο 

αυτή έχουν συµβάλει σηµαντικά τα πρόσφατα επιτεύγµατα της µοριακής βιολογίας, ιδιαίτερα τις 

τελευταίες δύο δεκαετίες, γεγονός που είχε ως αποτέλεσµα την προαγωγή της γνώσης σε επίπεδο 

βασικής έρευνας καθώς και την εφαρµογή στην κλινική πράξη νέων µοριακών τεχνικών και 

µεθόδων. Στο µέλλον η νέα γνώση για την παθοφυσιολογία των νοσηµάτων σε µοριακό επίπεδο 

αναµένεται να προκαλέσει σηµαντικές εξελίξεις στη διάγνωση και την πρόληψη των 

νοσηµάτων. Επιπλέον οι εφαρµογές της «Μοριακής Ιατρικής» σε θεραπευτικό επίπεδο 

αναµένεται να οδηγήσουν στην αναθεώρηση αρκετών σηµερινών θεραπευτικών προσεγγίσεων 

ιδιαίτερα σε περιπτώσεις νοσηµάτων, όπως ο καρκίνος όπου η παραδοσιακή ιατρική αδυνατεί να 

προσφέρει αποτελεσµατική θεραπεία. 

Οι εξελίξεις της µοριακής Ιατρικής στο πεδίο της Ιολογίας έχουν ήδη καθιερωθεί τα 

τελευταία χρόνια στην καθηµερινή κλινική πράξη. Σε διαγνωστικό επίπεδο, οι µοριακές τεχνικές 

εφαρµόζονται ευρέως για την ανίχνευση ιών σε διάφορα βιολογικά υγρά, κυρίως στο αίµα και το 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό, παρέχοντας σηµαντική βοήθεια για τη διαφορική διάγνωση και τη 

θεραπεία νοσηµάτων, όπως η ιογενής µηνιγγίτιδα. Στο µέλλον, η βελτίωση της ευαισθησίας και 
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της ειδικότητας των µοριακών τεχνικών καθώς και η καθιέρωση νέων µεθόδων, όπως η µέτρηση 

του ιικού φορτίου, αναµένεται να βοηθήσουν ακόµα περισσότερο τον κλινικό ιατρό µε στόχο 

την αποτελεσµατικότερη διαγνωστική και θεραπευτική προσέγγιση των ασθενών. Επίσης έχουν 

πραγµατοποιηθεί σηµαντικά βήµατα στην κατανόηση των ιικών γονιδιωµάτων καθώς και των 

µηχανισµών αλληλεπίδρασής σε µοριακό επίπεδο των ιών µε το κύτταρο ξενιστή. Η κατανόηση 

των µηχανισµών αυτών έχει αποκαλύψει νέους µοριακούς στόχους για τη θεραπεία των ιογενών 

λοιµώξεων τόσο στους ενήλικες, όσο και στα παιδιά, όπου οι δυνατότητες της παραδοσιακής 

ιατρικής δυστυχώς είναι ιδιαίτερα περιορισµένες. Τέλος η καλύτερη κατανόηση των ιών σε 

µοριακό επίπεδο θα επιτρέψει την πιο αποτελεσµατική εφαρµογή τους στη γονιδιακή θεραπεία 

και την αντιµετώπιση των προβληµάτων που καθιστούν σήµερα τη γονιδιακή θεραπεία 

ανεπιτυχή. 

Το εργαστηρίο της Ιολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου της Κρήτης ήταν το 

πρώτο στον ελληνικό χώρο, όπου εφαρµόστηκε η τεχνική της PCR για την ανίχνευση του ιού 

του θηλώµατος του ανθρώπου HPV. Ο ιός HPV αποτελεί ένα ερευνητικό αντικείµενο ιδιαίτερα 

ενδιαφέρον τόσο λόγω της επιβεβαιωµένης πλέον συσχέτισης της παρουσίας του ιού HPV µε 

τον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, όσο και της συσχέτισής του µε καρκινικές και 

προκαρκινικές αλλοιώσεις και σε άλλες ανατοµικές θέσεις, όπως ο οισοφάγος, το ανώτερο και 

το κατώτερο αναπνευστικό σύστηµα. Ο τράχηλος της µήτρας αποτελεί άριστο ιστικό µοντέλο 

για την in vivo µελέτη του ιού HPV και του ρόλου του στην κακοήθη εξαλλαγή του κυττάρου 

ξενιστή. Η αλληλεπίδραση του ιού µε το κυτταρικό γονιδίωµα φαίνεται πως αποτελεί σηµαντικό 

παράγοντα εξέλιξης της HPV λοίµωξης και εµφάνισης καρκίνου. Ο ιός στην παιδική ηλικία 

ενοχοποιείται για την εµφάνιση θηλωµάτων στο δέρµα καθώς και στο λάρυγγα (θηλωµάτωση 

του λάρυγγα), ενώ τα τελευταία χρόνια γίνεται προσπάθεια να κατανοηθούν καλύτερα οι τρόποι 
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µετάδοσης και η φυσική ιστορία της HPV λοίµωξης στα παιδιά. Η εφαρµογή του εµβολίου για 

τον ιό HPV στην κλινική πράξη µετά την επιτυχή ολοκλήρωση των πρώτων κλινικών δοκιµών 

σχετικά µε την ασφάλεια και την αποτελεσµατικότητα του εµβολίου, αναµένεται τα επόµενα 

χρόνια να αναπολήσει το ενδιαφέρον των ερευνητών. 

Στην παρούσα διατριβή µελετήθηκαν τόσο οι ποσοτικές και όσο και οι ποιοτικές αλλαγές 

στην έκφραση των ογκογονιδίων ras και εξετάστηκε η συσχέτισή τους µε την ανίχνευση του ιού 

στην ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και τον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Επιπλέον 

ανιχνεύτηκε ο ιός HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά µε καλοήθη 

υπερπλασία των αµυγδαλοειδών και των αδενοειδών τους εκβλαστήσεων, γεγονός που 

αναδεικνύει νέα ερωτήµατα σχετικά µε τη µετάδοση και τη φυσική πορεία της HPV λοίµωξης 

στην παιδική ηλικία. Τα αποτελέσµατα της διατριβής έχουν δηµοσιευτεί στα αναγνωρισµένα 

διεθνή περιοδικά International Journal of Biological Markers (2006) και Gynecologic Oncology 

(2004) και έχουν παρουσιαστεί σε διεθνή συνέδρια συµπεριλαµβανοµένων των 8th World 

Congress on Advances in Oncology and 6th International Symposium on Molecular Medicine, 

Hersonissos, Crete, 16-18 October, 2003 και 18th Meeting of the European Association for 

Cancer Research, Innsbruck, Austria 3-6 July 2004. 

 

 

Η παρούσα ∆ιδακτορική ∆ιατριβή αποτελείται από δύο µέρη, το γενικό και το ειδικό. Το 

Γενικό Μέρος αναφέρεται διεξοδικά: 

α. στην εισαγωγή στην Κλινική Ιολογία, (Κεγάλαιο 1), όπου περιγράφονται τα γενικά 

γνωρίσµατα των ιών και των λοιµώξεων που προκαλούν στον άνθρωπο, 
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β. στον ιό του θηλώµατος του ανθρώπου HPV (Κεφάλαιο 2), όπου περιγράφεται η HPV 

λοίµωξη και ο ρόλος του ιού στην αιτιοπαθογένεια της νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας, 

γ. στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας (Κεφάλαιο 3), όπου παρουσιάζονται οι 

παράγοντες που έχουν ενοχοποιηθεί για την πρόκλησή του, η διάγνωση, η πρόγνωση και η 

θεραπευτική αντιµετώπισή του, 

δ. στη µοριακή βάση του καρκίνου (Κεφάλαιο 4), όπου παρουσιάζεται ο ρόλος των 

ογκογονιδίων και των ογκοκατασταλτικών γονιδίων, 

ε. στην οικογένεια των ογκογονιδίων ras (Κεφάλαιο 5), όπου περιγράφονται τα γονίδια 

H-, K-και N-ras, η πρωτεΐνη Ras που κωδικοποιούν καθώς και ο διπλός τους ρόλος ως 

ογκογονιδία και ως ογκοκατασταλτικά γονίδια και 

στ. στη σηµασία του ιού HPV στην παιδική ηλικία (Κεφάλαιο 6), όπου περιγράφεται ο 

τρόπος µετάδοσης του ιού στην παιδική ηλικία και η ενοχοποίησή του στην εµφάνιση 

δερµατικών και γεννητικών θηλωµάτων καθώς και την πρόκληση της θηλωµάτωσης του 

λάρυγγα.  

 

 

Το Ειδικό Μέρος αναφέρεται: 

α. στο αντικείµενο της διατριβής (Κεφάλαιο 7), όπου περιγράφονται οι στόχοι της 

µελέτης, 

β. στο υλικό και τη µεθοδολογία που ακολουθήσαµε (Κεφάλαιο 8), όπου περιγράφονται 

οι ασθενείς που συµπεριλήφθησαν στη µελέτη καθώς και η µεθοδολογία που χρησιµοποιήθηκε 

κατά το πειραµατικό µέρος και κατά τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων, 

γ. στην παρουσίαση των αποτελεσµάτων (Κεφάλαιο 9), και 
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δ. στη συζήτηση των αποτελεσµάτων (Κεφάλαιο 10), όπου αυτά αναλύονται, 

τεκµηριώνονται επιστηµονικά και συσχετίζονται µε βάση τη διεθνή βιβλιογραφία. 

Στη Βιβλιογραφία-Αναφορές παρουσιάζεται το σύνολο των βιβλιογραφικών αναφορών 

που έχουν χρησιµοποιηθεί στην ανασκόπηση της βιβλιογραφίας στο γενικό µέρος καθώς και για 

την ερµηνεία των αποτελεσµάτων στο ειδικό.  

Τέλος στο τµήµα Λεξιλόγιο-Συντοµογραφίες έχουν συµπεριληφθεί ορισµοί βασικών 

εννοιών και όρων που συναντώνται και διαπραγµατεύονται στη µελέτη. 
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1.1. Εισαγωγή-Ιστορική Αναδροµή 
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1.3. Ταξινόµηση 

1.4. Αναπαραγωγή των ιών 

 1.4.1. Το στάδιο της προσρόφησης  

 1.4.2. Το στάδιο της διεισδύσης 

 1.4.3. Το στάδιο της απέκδυσης 

 1.4.4. Το στάδιο της µεταγραφής 

 1.4.5. Το στάδιο της σύνθεσης 

 1.4.6. Το στάδιο της συναρµολόγησης 

 1.4.7. Το στάδιο της απελευθέρωσης 

1.5. Αλληλεπίδραση ιού µε το κύτταρο ξενιστή 

 1.5.1. Μετάδοση των ιογενών λοιµώξεων 

 1.5.2. Ανοσολογική απάντηση του ξενιστή 

 1.5.3. Επίδραση του ιού στον ξενιστή  

1.6. ∆ιάγνωση ιογενών λοιµώξεων 

1.7. Πρόληψη και θεραπεία ιογενών λοιµώξεων 

 1.7.1. Ενεργητική και παθηθητική ανοσοποίηση 

 1.7.2. Τα αντιικά φάρµακα 

 

1.1. Εισαγωγή-Ιστορική Αναδροµή 

 Οι ιοί αποτελούν τους µικρότερους γνωστούς λοιµoγόνους οργανισµούς, οι οποίοι 

προσβάλλουν τον άνθρωπο προκαλώντας µια σειρά από ποικίλης βαρύτας ασθένειες. Οι 

βασικές ιδιότητες που διακρίνουν τους ιούς από τους άλλους οργανισµούς είναι το µικρό τους 

µέγεθος, η απλή κατασκευή τους και η µεταβολική τους αδράνεια. Το µέγεθος τους κυµαίνεται 
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από 10nm µέχρι 300nm σε αντίθεση µε τα βακτήρια, τα οποία έχουν διάµετρο περίπου 1000nm. 

Το ιικό γονιδίωµα περιέχει ένα µόνο είδος πυρηνικού οξέος, το οποίο µπορεί να είναι 

δεοξυριβονουκλεοτίδιο (DNA) ή ριβονουκλεοτίδιο (RNA). Οι ιοί δεν παρουσιάζουν καµία 

µορφή κυτταρικής οργάνωσης και δε διαθέτουν ριβοσώµατα ή άλλο µηχανισµό σύνθεσης 

πρωτεϊνών µε αποτέλεσµα να µην έχουν καµία µεταβολική δραστηριότητα έξω από τα κύτταρα 

ξενιστές. 

 Με βάση τη µικροβιακή θεωρία της ασθένειας, η οποία διατυπώθηκε το δεύτερο µισό 

του 19 αιώνα, για κάθε ασθένεια θα ήταν δυνατόν να βρεθεί ένας µικροοργανισµός, ο οποίος θα 

ήταν ορατός στο µικροσκόπιο, θα µπορούσε να καλλιεργηθεί σε ένα θρεπτικό υλικό και θα 

ήταν δυνατόν να κατακρατηθεί µε τη βοήθεια φίλτρων. Ωστόσο το 1892 ο Iwanowski και λίγα 

χρόνια αργότερα ο Bejerinck έδειξαν ότι το αιτιολογικό µέσο που προκαλούσε τη µωσαϊκή 

στον καπνό περνούσε από φίλτρα που συγκρατούσαν βακτήρια, δεν ήταν δυνατόν να 

παρατηρηθεί στο µικροσκόπιο, ούτε να καλλιεργηθεί όπως ένα βακτήριο. Οι παρατηρήσεις 

αυτές υποδείκνυαν την παρουσία ενός νέου τύπου µολυσµατικού µέσου, το οποίο αρχικά 

ορίστηκε εντελώς µε αρνητικούς όρους, των ιών, οι οποίοι όπως αποδείχθηκε αργότερα παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στη νοσολογία στον άνθρωπο τόσο στην παιδική όσο και στην ενήλικη ζωή. Ο 

πρώτος ιός, ο ιός της µωσαϊκής του καπνού, αποµονώθηκε το 1933 από τον Schlessinger µε τη 

µέθοδο της διαφορικής φυγοκέντρησης, ενώ το 1935 ο Stanley αποµόνωσε τον ιό σε 

παρακρυσταλλική µορφή. Η ανάπτυξη της ιολογίας ήλθε µετά το Β' Παγκόσµιο Πόλεµο µε την 

εφεύρεση του ηλετρονικού µικροσκοπίου, ενώ τις τελευταίες δύο δεκαετίες η εφαρµογή των 

αρχών της Μοριακής Βιολογίας στο χώρο της Ιολογίας έχει οδηγήσει στην άναπτυξη ενός νέου 

διαρκώς εξελισσόµενου κλάδου, εκείνου της Μοριακής Ιολογίας. 
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1.2. ∆οµή των ιών 

 Το σωµατίδιο των ιών αποτελείται από το πυρηνικό οξύ (γονιδίωµα) και το πρωτεϊνικό 

περίβληµα (καψίδιο), το οποίο περιβάλλει το πυρηνικό οξύ του ιού. Το ιικό γονιδίωµα είναι 

DNA ή RNA και περιέχει όλες τις γενετικές πληροφορίες, οι οποίες αφορούν τον 

πολλαπλασιασµό και τη λοιµογόνο δύναµη του ιού. Μπορεί να είναι είτε µονόκλωνο, είτε 

δίκλωνο και να υπάρχει ως ένα ή και περισσότερα ευθύγραµµα τεµάχια ή µε κυκλική µορφή. 

Το καψίδιο προστατεύει το γονιδίωµα του ιού από περιβαλλοντικούς παράγοντες, οι οποίοι το 

απενεργοποιούν, ενώ έχει αντιγονικές ιδιότητες, στις οποίες οφείλεται η ανοσολογική απάντηση 

του οργανισµού ξενιστή. Το καψίδιο του ιού αποτελείται από µορφολογικές µονάδες που 

ονοµάζονται καψοµερίδια, κάθε ένα από τα οποία περιέχει µια ή και περισσότερες 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Σε ορισµένους ιούς το πρωτεϊνικό περίβληµα του ιού περιβάλλεται 

από τον φάκελο ή έλυτρο, το οποίο αποτελείται από δύο στιβάδες, µια λιπιδική, η οποία 

προέρχεται από την κυτταρική µεµβράνη και µια γλυκοπρωτεϊνική, η οποία παράγεται από τον 

ίδιο τον ιό. Οι γλυκοπρωτεΐνες του ιού προβάλλουν στην εξωτερική επιφάνεια του ιού και 

λαµβάνουν µέρος στο µηχανισµό προσκόλλησης του ιού στους κυτταρικούς υποδοχείς. 

 Τα σωµατίδια των ιών παρουσιάζουν τρεις τύπους συµµετρίας: την κυβική, την 

ελικοειδή και τη σύνθετη.Στους ιούς µε κυβική συµµετρία, το πυρηνικό οξύ περιβάλλεται από 

καψοµερίδια, τα οποία είναι διευθετηµένα σε εικοσάεδρα. Στους ιούς µε ελικοειδή συµµετρία, 

το πυρηνικό οξύ έχει υποστεί επιµήκυνση και περιέλιξη µε τη µορφή έλικας ή σπείρας, ενώ τα 

καψοµερίδια είναι διατεταγµένα κατά µήκος της σπείρας του πυρηνικού οξέος. Οι ιοί µε 

σύνθετη συµµετρία δεν παρουσιάζουν ούτε κυβική ούτε ελικοειδή συµµετρία. 
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1.3. Ταξινόµηση 

 Η ονοµασία των ιών προέρχεται συνήθως από τη νόσο που προκαλούν (π.χ. ιός του 

θηλώµατος του ανθρώπου, ιός της παρωτίτιδας, ιός της ιλαράς), από την τοποθεσία όπου 

αποµονώθηκε για πρώτη φορά ο ιός (ιοί Coxsackie και Norwalk) καθώς και από το όνοµα των 

επιστηµόνων που αποµόνωσαν για πρώτη φορά τον ιό (ιός Epstein-Barr). Η ταξινόµησή τους 

γίνεται µε βάση τα χαρακτηριστικά του πυρηνικού τους οξέος -τύπος (DNA ή RNA), το 

Μοριακό Βάρος, τη µονόκλωνη ή δίκλωνη µορφή, τον αριθµό των ευθυγράµµων τεµαχίων και 

την ύπαρξη ενζύµων.  

 

Πίνακας 1.1. DNA ιοί και νόσοι που προκαλούν. 
Οικογένεια Ιοί Ασθένεια 

Ποξ-ιοί  Ιός ευλογιάς Ευλογιά 

 Ιός µολυσµατικής τερµίνθου Μολυσµατική τέρµινθος 

Ερπητοϊοί Ιοί HSV-1 και HSV-2 Έρπητας (επιχείλιος, οφθαλµικός, 

γεννητικός, νεογνικός) 

Ερπητική µηνιγγοεγκεφαλίτιδα 

 Ιός VZV Ανεµοβλογιά, Έρπητας ζωστήρα 

 Ιός CMV ( κυτταροµεγαλοϊός) Λοιµώδης µονοπυρήνωση, 

εγκεφαλοµηνιγγίτιδα, 

ηπατίτιδα, µόλυνση σε 

ανοσοκατεσταλµένους 

 Ιός Εpstein -Barr Λοιµώδης µονοπυρήνωση, 

εγκεφαλοµηνιγγίτιδα 

 Ιός ΗΗ6 ∆ερµατικό εξάνθηµα 

Αδενοϊοί Αδενοϊοί Λοίµωξη ανώτερου αναπνευστικού 

συστήµατος 

Ηπαντνα-ιοί Ιός HBV Ηπατίτιδα 

Παποβα-ιοί Ιόι HPV Θηλώµατα δέρµατος και 

βλεννογόνων, καρκίνος του 

τραχήλου της µήτρας 

 Ιός JC Προοδευτική πολυεστιακή 

λευκοεγκεφαλοπάθεια 

Παρβο-ιοί Ιός B19 Μολυσµατικό ερύθυµα, 

Απλασία ερυθράς σειράς 

Πηγή: ∆.Α. Σπαντίδος, Κλινική Ιολογία-Αρχές, κλινικά και µοριακά στοιχεια, Εκδόσεις Λυχνία, Κρήτη 1998. 
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Πίνακας 1.2. RNA ιοί και νόσοι που προκαλούν. 
Οικογένεια Ιοί Ασθένεια 

Ορθοµυξο-ιοί Ιοί Ιnfluenza Aκαι B  Γρίπη 

Παραµυξο-ιοί Ιός Parainfluenza Λοίµωξη αναπνευστικού 

συστήµατος 

 Ιός Ιλαράς Ιλαρά 

 Ιός Παρωτίτιδας Παρωτίτιδα 

Κορονα-ιοί Κορονα-ιός Λοίµωξη αναπνευστικού 

συστήµατος 

Ραβδο-ιός Ιός λύσσας Λύσσα 

Πικορνα-ιοί Εντερο-ιοί Μηνιγγοεγκεφαλίτιδα  

 Ρινο-ιοί Λοίµωξη αναπνευστικού 

συστήµατος 

 Ιός HAV Ηπατίτιδα 

Καλισι-ιοί Ιοί SRSV Γαστρεντερίτιδα 

 Ιός HEV Ηπατίτιδα 

Αρµπο-ιοί Αρµπο-ιοί Εγκεφαλίτιδα, Αιµορραγικός 

πυρετός 

Τογκα-ιοί Ιός ερυθράς Ερυθρά 

Φλαβι-ιοί Ιός HGV ηπατίτιδα 

 Ιός HCV ηπατίτιδα 

Μπουνια-ιοί Ιός Χαϊντυ Μηνιγγοεγκεφαλίτιδα 

Ρεο-ιοί Ροτα-ιός Γαστρεντερίτιδα 

Αρένα-ιοί Ιός Lassa Αιµορραγικός πυρετός 

Ρετρο-ιοί HTLV-1 T-Λευχαιµία 

 Ιός HIV Σύνδροµο της επίκτητης 

ανοσοανεπάρκειας του ανθρώπου 

(AIDS) 

Φιλο-ιοί ΙόςMarburg Ασθένεια Marburg 

 Ιός Ebola Αιµορραγικός πυρετός Ebola 

Πηγή: ∆.Α. Σπαντίδος, Κλινική Ιολογία-Αρχές, κλινικά και µοριακά στοιχεια, Εκδόσεις Λυχνία, Κρήτη 1998. 

 

1.4. Αναπαραγωγή του ιού 

 Η αναπαραγωγή των ιών συνίσταται στον αναδιπλασιασµό του γενετικού τους υλικού 

και τη δηµιουργία νέων ιικών σωµατιδίων µε τη χρήση των µεταβολικών συστηµάτων του 

κυττάρου ξενιστή. Περιλαµβάνει έξι στάδια: την προσρόφηση, τη διείσδυση, την απέκδυση, τη 

σύνθεση, τη συναρµολόγηση και την απελευθέρωση. 
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1.4.1. Το στάδιο της προσρόφησης  

 Στο στάδιο της προσρόφησης, ο ιός προσκολλάται σε ειδικούς υποδοχείς της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης του κυττάρου ξενιστή. Ο αριθµός των ειδικών υποδοχέων σε 

κάθε κύτταρο µπορεί να ανέλθει σε 500.000 και στις περισσότερες περιπτώσεις η µόλυνση του 

κυττάρου είναι πολλαπλή. Οι κυτταρικοί υποδοχείς είναι συνήθως γλυκοπρωτεΐνες και έχουν 

καθοριστική σηµασία στην παθογένεια των νόσων που οφείλονται σε ιούς. 

 

1.4.2. Το στάδιο της διείσδυσης 

 Η προσκόλληση του ιού στους ειδικούς µεµβρανικούς υποδοχείς έχει ως αποτέλεσµα 

την είσοδο του ιικού σωµατιδίου στο εσωτερικό του κυττάρου. Στην περίπτωση παρουσίας 

ιικού ελύτρου, το έλυτρο ενσωµατώνεται στην κυτταρική µεµβράνη και το νουκλεοκαψίδιο του 

ιού απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασµα. Όταν ο ιός δεν περιβάλλεται από έλυτρο, το 

νουκλεοκαψίδιό του εισέρχεται στο εσωτερικό του κυττάρου µε εγκόλπωση της κυτταρικής 

µεµβράνης και σχηµατισµό πινοκυτταρικής ενδοσωµατικής φυσαλίδας, µέσα στην οποία 

βρίσκεται το σωµατίδιο του ιού. 

 

 1.4.3. Το στάδιο της απέκδυσης 

 Στο στάδιο αυτό, το σωµατίδιο του ιού αποβάλλει το καψίδιο και το πυρηνικό οξυ του 

ιού απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασµα. Η απελευθέρωση του πυρηνικού οξέος οφείλεται 

κυρίως στην επίδραση κυτταρικών λυσοσωµιακών ενζύµων στις πρωτεΐνες του καψιδίου. 

 

 1.4.4. Το στάδιο της µεταγραφής 

 Στο στάδιο αυτό παράγεται το αγγελιοφόρο RNA (mRNA) του ιού. Τα αρχικά mRNA 

που προκύπτουν από τη µεταγραφή υφίστανται µάτισµα, όπου αποµακρύνονται ορισµένες 
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αλληλουχίες βάσεων και παραµένουν οι περιοχές εκείνες που εκφράζονται σε πρωτεΐνη. Τα 

πρότυπα της µεταγραφής διακρίνονται σε πρώιµο και όψιµο στάδιο µε βάση την περιοχή του 

νουκλεϊκού οξέος του ιού που µεταγράφεται κάθε φορά. Το πρώιµο mRNA παράγεται πριν τη 

σύνθεση του ιικού γονιδιώµατος και κωδικοποιεί συνήθως µη δοµικές πρωτεΐνες-ένζυµα που 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στη σύνθεσή του. Το όψιµο mRNA παράγεται µετά τη σύνθεση του 

ιικού γονιδιώµατος και κωδικοποιεί κυρίως τις δοµικές πρωτεΐνες του ιού. Η παραγωγή του 

mRNA του ιού είναι η σπουδαιότερη λειτουργία του ιού και ο βασικός µηχανισµός που 

επιτρέπει στον ιό να κατευθύνει τις λειτουργίες του κυττάρου. 

 

 1.4.5. Το στάδιο της σύνθεσης 

 Το αγγελιοφόρο RNA (mRNA) του ιού µεταφράζεται στα ριβοσώµατα του κυττάρου σε 

δύο τύπους πρωτεϊνών: τις δοµικές, οι οποίες απαρτίζουν το ιικό σωµατίδιο και τις µη δοµικές, 

οι οποίες δεν βρίσκονται στο ιικό σωµατίδιο, είναι όµως απαραίτητες για την αντιγραφή του 

ιικού γονιδιώµατος. Στη συνέχεια ακολουθεί η σύνθέση του νουκλεϊκού οξέος του ιού 

χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο το πυρηνικό οξύ του ιού, DNA ή RNA, µε τη βοήθεια των 

κατάλληλων πολυµερασών που κωδικοποιούνται από τον ιό ή από το κύτταρο. 

 

 1.4.6. Το στάδιο της συναρµολόγησης 

 Η συναρµολόγηση των θυγατρικών ιικών σωµατιδίων του ιού συνίσταται στην 

ενσωµάτωση του πυρηνικού οξέος του ιού µέσα στο καψίδιο του. Στην περίπτωση των ιών µε 

φάκελλο, το πλήρες ιικό σωµατίδιο σχηµατίζεται κατά τη δίοδο του νουκλεοκαψιδίου από την 

κυτταρική µεµβράνη του κυττάρου ξενιστή. 
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 1.4.7. Το στάδιο της απελευθέρωσης 

 Στο στάδιο αυτό τα ήδη σχηµατισµένα θυγατρικά ιικά σωµατίδια απευθερώνονται στο 

περιβάλλον είτε µε σύντηξη του ιού µε την κυτταρική µεµβράνη στην περίπτωση των ιών µε 

φάκελλο, είτε µε κυτταρόλυση, στην περίπτωση των ιών χωρίς φάκελλο. 

 

1.5. Αλληλεπίδραση ιού µε το κύτταρο ξενιστή 

 1.5.1. Μετάδοση των ιογενών λοιµώξεων 

 Η µετάδοση των ιογενών λοιµώξεων γίνεται είτε οριζόντια, από άτοµο σε άτοµο, είτε 

κάθετα, από τη µητέρα στο βρέφος. Στην οριζόντια µετάδοση, πύλες εισόδου του ιού στον 

ανθρώπινο οργανισµό είναι η αναπνευστική οδός, η στοµατική-γαστρεντερική οδός, η 

γεννητική οδός και το δέρµα. Η αναπνευστική οδός αποτελεί ίσως τη συχνότερη οδό µετάδοσης 

των ιογενών λοιµώξεων από άνθρωπο αε άνθρωπο, ενώ η στοµατική-γαστρεντερική οδός είναι 

δεύτερη κατά σειρά συχνότητας πύλη εισόδου των ιών στον άνθρωπο. Η γεννητική οδός αφορά 

κυρίως νόσους που µεταδίδονται µε τη σεξουαλική επαφή µέσω λύσης της συνέχειας του 

βλεννογόνου.  

Το δέρµα αποτελεί κύρια πύλη εισόδου για πολλούς ιούς µέσω αµυχών µε ετερο-

ενοφθαλµισµό ή αυτο-ενοφθαλµισµό, δηγµάτων από αρθρόποδα ή ζώα, µέσω φοµιτών και 

ενοφθαλµισµό µε βελόνες ή άλλα αιχµηρά αντικείµενα. Οι ιογενείς λοιµώξεις µεταδίδονται 

στον άνθρωπο και µε µετάγγιση µολυσµένου αίµατος ή παραγώγων του. Ορισµένοι ιοί 

διέρχονται τον πλακούντα και µπορούν να προκαλέσουν συγγενείς λοιµώξεις στο έµβρυο. 

Κάθετη µετάδοση της νόσου µπορέι να συµβεί επίσης κατά τη διάρκεια του τοκετού σε 

περιπτώσεις λοίµωξης του τραχήλου της µήτρας ή ακόµα και από το γάλα της µητέρας κατά το 

θηλασµό. 
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 1.5.2. Ανοσολογική απάντηση του ξενιστή 

 Η άµυνα του ανθρώπινου οργανισµού στις ιώσεις διακρίνεται σε µη ειδική και ειδική 

(Biron, 1999). Η µη ειδική άµυνα προστατεύει τον οργανισµό όταν αυτός απειλείται από τους 

διάφορους παθογόνους παράγοντες, όµως δεν κατευθύνεται συγκεκριµένα έναντι των ιικών 

στελεχών που προκαλούν λοίµωξη. Στη µη ειδική άµυνα ανήκει η συνέχεια του δέρµατος, το 

κροσσωτό επιθήλιο της αναπνευστικής οδού, η βλέννη, το όξινο περιβάλλον του στοµάχου 

καθώς και η διαδικασία της φαγοκυττάρωσης, η οποία επιτελείται από δύο τύπους κυττάρων, τα 

ουδετερόφιλα πολυµορφοπύρηνα και τα µακροφάγα. Ιδιαίτερα σηµαντικός είναι ο ρόλος των 

ιντερφερονών, κυτταροκινών, οι οποίες παράγονται από κύτταρα του οργανισµού 

(λευκοκύτταρα, ινοβλάστες και Τ-λεµφοκύτταρα) και παρεµποδίζουν τόσο τη µεταγραφή όσο 

και την πρωτεϊνική σύνθεση του ιού. Η ειδική άµυνα πραγµατοποιείται τόσο µε την παραγωγή 

αντισωµάτων (χυµική ειδική ανοσία), τα οποία συνδέονται µε τον ιό και τον εξουδετερώνουν, 

όσο και µέσω των κυτταροτοξικών Τ-λεµφοκυττάρων (κυτταρική ειδική ανοσία), τα οποία 

έχουν ως στόχο την καταστροφή των µολυσµένων µε τον ιό κυττάρων. Η άµυνα του ξενιστή 

εξαρτάται από την ηλικία, τη διατροφή καθώς και από γενετικούς παράγοντες, π.χ. το σύστηµα 

ιστοσυµβατότητας HLA, παράγοντες που καθορίζουν την απόκριση του οργανισµού και την 

έκβαση της λοίµωξης. 

 

 1.5.3. Επίδραση του ιού στον ξενιστή  

 Η µόλυνση ενός κυττάρου από έναν ιό µπορεί να παραµείνει λανθάνουσα, χωρίς να  

επηρεάζει τη λειτουργία του κυττάρου. Μπορεί όµως να οδηγήσει στο θάνατο του κυττάρου ή 

ακόµα στην κακοήθη εξαλλαγή του και τη µετατροπή του σε καρκινικό. Στον Πίνακα 1.3 

παρουσιάζονται ιοί που έχουν ενοχοποιηθεί για την πρόκληση καρκινογένεσης στον άνθρωπο. 
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Οι ιογενείς λοιµωξεις στον άνθρωπο ποικίλουν σε βαρύτητα, ανάλογα µε τη λοιµογόνο δύναµη 

του ιού καθώς και την ειδική και µη ειδική άµυνα του προσβληθέντος οργανισµού.  

Πίνακας 1.3. Ιοί και η σχέση τους µε την πρόκληση καρκίνου στον άνθρωπο. Ο ιός HIV θεωρείται πως 

προκαλεί καρκίνο όχι λόγω της απευθείας επίδρασής του στην κακοήθη εξαλλαγή του κυττάρου του 

ξενιστή αλλά έµµεσα µέσω της ανοσοκαταστολής που προκαλεί. 

Άµεσα καρκινογόνοι ιοί 

 Ιός EBV (λέµφωµα Burkitt, καρκίνος ρινοφάρυγγα, νόσος Hodgkin) 

 Ιός HHV-8 (σάρκωµα Kaposi)) 

 Ιοί HPV ‘υψηλού κινδύνου’ (καρκίνος του τραχήλου της µήτρας) 

 Ιός HBV (ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα) 

 Ιός HBV (ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα) 

 Ιός HTLV-1 (T-λευχαιµία) 

Έµµεσα καρκινογόνοι ιοί 

 HIV (καρκίνος του δέρµατος, σάρκωµα Kaposi, άλλοι καρκίνοι) 

 

Η ιογενής λοίµωξη µπορεί να είναι τοπική ή συστηµατική. Στην τοπική νόσο ο ιός 

προσβάλλει τους ιστούς που γειτονεύουν µε την πύλη εισόδου του ιού, ενώ στις συστηµατικές ο 

ιός εισέρχεται στην κυκλοφορία του αίµατος και προσβάλλει πολλά όργανα και ιστούς. Στους 

παράγοντες που επιδρούν στην εξέλιξη µιας ιογενούς λοίµωξης περιλαµβάνονται παράγοντες 

που αφορούν το στέλεχος του ιού και τη λοιµογόνο του δράση, την άµυνα του ξενιστή καθώς 

και γενετικοί παράγοντες. 

 

1.6. ∆ιάγνωση ιογενών λοιµώξεων 

 Η διάγνωση µιας ιογενούς λοίµωξης στηρίζεται στην κλινική υποψία, επιβεβαιώνεται 

όµως µε την εργαστηριακή διερεύνηση του ασθενή. Η εργαστηριακή διάγνωση των ιογενών  

λοιµώξεων, την τελευταία δεκαετία έχει εξελιχθεί µε τη βελτίωση των υπαρχόντων τεχνικών 
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διάγνωσης των ιογενών λοιµώξεων και την καθιέρωση των τεχνικών της Μοριακής Βιολογίας 

στην καθηµερινή κλινική πράξη (Storch, 2000, Read και συν, 2000, Niesters, 2004). Συνίσταται 

άµεσα στην ανίχνευση του γονιδιώµατος ή των αντιγόνων του ιού είτε έµµεσα στην ανίχνευση 

των αντισωµάτων που δηµιουργούνται στον οργανισµό ξενιστή λόγω της ανοσολογικής 

απάντησης του οργανισµού σ'αυτόν (Πίνακας 1.4). Ο προσδιορισµός των αντισωµάτων έναντι 

του ιού κατά τον χρόνο της παρουσίας των συµπτωµάτων της νόσου ή αµέσως µετά 

πραγµατοποιείται κυρίως µε τη µέθοδο ELISA. Τα αντισώµατα του ιού µπορούν να είναι α) 

IgG, τα οποία είναι κοινά στον ανθρώπινο πληθυσµό και συνήθως παραµένουν υψηλά αρκετά 

χρόνια µετά τη µόλυνση, β) IgM, τα οποία αποτελούν τα πρώτα αντισώµατα που εµφανίζονται 

σε µια ιογενή λοίµωξη και γιάυτό αποτελούν δείκτη πρόσφατης µόλυνσης ή γ) IgA.  

 

Πίνακας 1.4. ∆ιαγνωστική Ιολογία. 

Άµεση ανίχνευση του ιού 

                 Ανίχνευση γονιδιώµατος DNA ιού µε τη µέθοδο PCR  

                 Ανίχνευση γονιδιώµατος RNA ιού µε τη µέθοδο RT-PCR 

                 Ανίχνευση αντιγόνων του ιού (ELISA, ανοσοφθορισµός) 

                 Ηλεκρονική µικροσκοπία 

                 Ιστολογική ανίχνευση (ανοιστοχηµεία, in situ υβριδισµός) 

                 Καλλιέργεια 

Έµµεση ανίχνευση του ιού 

                  Προσδιορισµός IgG αντισωµάτων (ELISA) 

                  Προσδιορισµός IgM αντισωµάτων (ELISA) 

                  Προσδιρισµός IgA αντισωµάτων (ELISA) 

 

Η ανίχνευση των αντισώµατων είναι ενδεικτική για την παρουσία πρόσφατης ιογενούς 

λοίµωξης ή προ-υπάρχουσας ανοσίας, ενώ ιδιαίτερη διαγνωστική σηµασία έχει η αύξηση των 

επιπέδων των αντισωµάτων καθώς και η επιµονή υψηλών τίτλων. Οι δοκιµές των ιικών 

αντιγόνων, οι οποίες περιλαµβάνονται στις άµεσες διαγνωστικές µεθόδους ενός ιού, µπορούν 
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να γίνουν είτε µε ELISA είτε µε ανοσοφθορισµό. Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης 

(PCR) έχει ως στόχο την ανίχνευση του ιικού γονιδιώµατος των DNA ιών, ενώ στην περίπτωση 

των RNA ιών µπορεί να χρησιµοποιηθεί η µέθοδος της αντίστροφης µεταγραφάσης-αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης (RT-PCR), όπου µε τη χρήση της αντίστροφης µεταγραφάσης 

αρχικά το RNA γονιδίωµα του ιού µετατρέπεται σε DNA για να ακολουθήσει στη συνέχεια η 

αντίδραση PCR (Elnifro και συν, 2000). Στον Πίνακα 1.5 παρουσιάζονται εφαρµογές της 

πολλαπλής αντίδρασης PCR στην κλινική πράξη κατά τη διαγνωστική διερεύνηση των 

ασθενών, όπου ταυτόχρονα ανιχνεύονται περισσότεροι του ενός ιοί (multiplex PCR). 

 

Πίνακας 1.5. ∆ιαγνωστική Ιολογία µε τη µέθοδο της πολλαπλής (multiplex) αντίδρασης της 

Πολυµεράσης (PCR). 

Νόσος ∆είγµα Ανίχνευση ιών µε PCR 

Μηνιγγίτιδα, εγκεφαλίτιδα, 

µηνιγγοεγκεφαλίτιδα 

Εγκεφαλονωτιαίο υγρό HSV-1, HSV-2, CMV, VZV, 

HHV-6, HHV-7 EBV, EVs 

Λοιµώξεις ανώτερου και 

κατώτερου αναπνευστικού 

Φαρυγγικά, ρινικά, 

ρινοφαρυγγικά, τραχειακά, 

βρογχοκυψελικδικά εκπλύµατα 

Influenza A και B, PIV 1,2 &3, 

RSV A&B, Αδενοϊός  

Επιπεφυκίτιδα, κερατίτιδα Οφθαλµικά εκπλύµατα HSV-1, HSV-2, Αδενοϊός 

Φυσαλιδώδης ∆ερµατίτιδα Φυσαλιδικό υγρό HSV, VZV 

Αλλοιώσεις γεννετικού 

συστήµατος 

Κολπικά, τραχηλικά εκπλύµατα HSV-1, HSV-2, HPVs 

Ηπατίτιδα Ορός, πλάσµα HBV, HCV, HGV, GB 

Ανοσοκαταστολή Ορός, πλάσµα HIV-1, HIV-2, HTLV-1, HTLV-

2 

 

Τα τελευταία χρόνια τόσο ερευνητικά όσο και στην κλινική πράξη εφαρµόζεται η 

αντίδραση της real time-PCR, η οποία στο µέλλον αναµένεται να αντικαταστήσει την 

παραδοσιακή αντίδραση PCR (Mackay και συν, 2002). Στο Κεφάλαιο 8 παρουσιάζονται 

αναλυτικά οι βασικές αρχές της αντίδρασης PCR καθώς και ο τρόπος µε τον οποίο ανιχνεύονται 
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µε τη χρήση της αντίδρασης PCR οι ιοί του θηλώµατος του ανθρώπου HPV. Η αποµόνωση των 

ιών µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε τη χρήση κυτταρικών καλλιεργειών, εµβρυοφόρων αυγών 

όρνιθας και σε πειραµατόζωα, ωστόσο οι µέθοδοι αυτοί στην κλινική πράξη έχουν 

περιορισµένη αξία. Ιδιαίτερη επίπονη και µη ευαίσθητη στην κλινική πράξη είναι και η 

ηλεκτρονική µικροσκοπία, µε την οποία η άνιχνευση του ιού απαιτεί την παρουσία τουλάχιστον 

1.000 ιικών σωµατιδίων /µl. 

 

1.7. Πρόληψη και θεραπεία ιογενών λοιµώξεων 

1.7.1. Ενεργητική και παθητική ανοσοποίηση 

Πάνω από έναν αιώνα µετά την παρασκευή του πρώτου εµβολίου, εναντίον του ιού της 

λύσσας, από τον Paster το 1885, η ανοσοποίηση του ανθρώπινου οργανισµού µε τη χρήση των 

εµβολίων εξακολουθεί να αποτελέι στη σύγχρονη εποχή τον κύριο τρόπο πρόληψης έναντι των 

ιογενών λοιµώξεων (Chabot και συν, 2004, Scholtz και Dulcos, 2005). Η εξάλειψη της 

ευλογιάς, ως αποτέλεσµα διεθνούς και συστηµατικής προσπάθειας µαζικής ανοσοποίησης του 

ανθρώπινου πληθυσµού, αποτελεί το καλύτερο παράδειγµα περιορισµού µιας ιδιαίτερα 

σοβαρής µολυσµατικής ασθένειας για τον άνθρωπο.  

Η εφαρµογή προγραµµάτων µαζικής ανοσοποίησης τις τελευταίες δεκαετίες οδήγησε 

στον έλεγχο ιογενών λοιµώξεων όπως της ιλαράς, της ερυθράς και της πολιοµυελίτιδας στον 

ανεπτυγµένο κόσµο, ενώ µέχρι σήµερα πάνω από 168 χώρες παγκόσµια έχουν εφαρµόσει 

µαζικά προγράµµατα εµβολιασµού κατά της ηπατίτιδας Β (Francois και συν, 2005). Η 

ανάπτυξη αποτελεσµατικών και ταυτόχρονα ασφαλών εµβολίων τα τελευταία χρόνια µε την 

τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA και τη χρήση εξελιγµένων τεχνικών της µοριακής 

βιολογίας αποτελεί µια από τις σηµαντικότερες επιτυχίες της σύγχρονης βιοϊατρικής έρευνας. Η 

ανεύρεση και νέων εµβολίων και η εφαρµογή τους στην κλινική πράξη αναµένεται στο µέλλον 
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να προσφέρει λύση και σε άλλες περιπτώσεις επικίνδυνων για τη ζωή του ανρθώπου ιογενών 

λοιµώξεων, όπως είναι ο ιός της επίκτητης ανοσοανεπάρκειας του ανθρώπου (HIV). 

 Εκτός από τα εµβόλια στη µάχη κατά των ιών χρησιµοποιείται και η παθητική 

ανοσοποίηση µε τη χρήση της φυσικής ανοσοσφαιρίνης, ενώ τα τελευταία χρόνια υπάρχει η 

δυνατότητα χρήσης στην κλινική πράξη και ειδικών ανοσοσφαιρινών για ιούς όπως ο ιός HBV, 

ο ιός VZV και ο ιός CMV. (Πίνακας 1.6). 

 

Πίνακας 1.6. Ενεργητική και παθητική ανοσοποίηση έναντι των ιών. 

Ιός Τρόπος ανοσοποίησης 

Ιός παρωτίτιδας Εµβόλιο Sabin 

 Εµβόλιο Salk 

Ιός Ιλαράς ΜΜR 

 Φυσική ανοσοσφαιρίνη HNIG 

Ιός Ερυθράς MMR 

 Φυσική ανοσοσφαιρίνη HNIG 

Ιός παρωτίτιδας MMR 

Ιός HAV Εµβόλιο για τον ιό HAV 

 Φυσική ανοσοσφαιρίνη HNIG 

Ιός HBV Εµβόλιο για τον ιό HBV 

 Ειδική ανοσοσφαιρίνη HBIG 

Ιοί Influenza Α και Β Εµβόλιο για τον ιό HAV 

Ιός VZV Εµβόλιο για τον ιό VZV 

 Ειδική ανοσοσφαιρίνη κατά του ιού VZV 

Ιός CMV Ειδική ανοσοσφαιρίνη κατά του ιού CMV 

Ιός ευλογιάς Εµβόλιο για τον ιό της ευλογιάς 

Ιός κίτρινου πυρετού Εµβόλιο για τον ιό του κίτρινου πυρετού 

Ιός της λύσσας Εµβόλιο για τον ιό της λύσσας 

 Ειδική ανοσοσφαιρίνη κατά του ιού της λύσσας 

Πηγή: Εθνκό Συνταγολόγιο, ΕΟΦ, 2003 και BNF for children 2005. 

 

1.7.2. Τα αντιικά φάρµακα 

Την τελευταία εικοσαετία µια σειρά από αντιιικά φάρµακα είναι πλέον διαθέσηµα και 
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χρησιµοποιούνται σε ένα σηµαντικό βαθµό έναντι των ιογενών λοιµώξεων (Πίνακα 1.7). Το 

πεδίο της φαρµακολογίας του ιού HIV αποτελεί ένα διαρκώς εξελισσόµενο ερευνητικό κλάδο, ο 

οποίος την τελευταία δεκαετία είχε ως αποτέλέσµα την άυξηση του προσδόκιµου επιβίωσης 

των ασθενών µε HIV. Η ακυκλοβίρη αποτελεί το φάρµακο εκλογής για την αντιµετώπιση των 

ερπητικών λοιµώξεων και χορηγείται είτε τοπικά (επιχείλιος έρπης) έιτε συστηµατικά σε 

περιπτώσεις ανοσοκατεσταλµένων ασθενών, γεννητικού έρπητα, νεογνικού έρπητα, έρπητα 

ζωστήρα και ερπητικής µηνιγγοεγκεφαλίτιδας. Η γανσικλοβίρη είναι πιο αποτελεσµατική για 

την αντιµετώπιση του ιού CMV, όµως σε σχέση µε την ακυκλοβίρη είναι πιο τοξική. Η 

ιντερφερόνη α, η πεγινερφερόνη α και η ριµπαβιρίνη χρησιµοποιούνται για τη θεραπεία 

ασθενών µε χρόνια ηπατίτιδα C. Η οσελταµιβίρη και η ζαναµιβίρη µπορούν να 

χρησιµοποιηθουν για τη θεραπεία ασθενών υψηλού κινδύνου µε γρίπη λόγω των ιών Influenza 

A και Β και η χορήγησή τους πρέπει 

 

Πίνακας 1.7. Αντιικοί παράγοντες. 

Ιοί Αντιικοί 

παράγοντες 

 Ιοί Αντιικοί παράγοντες 

Ιοί HSV-1, HSV-2, VZV   Ιός HIV  

 ακυκλοβίρη   αβασαβίρη 

 βαλακυκλοβίρη   ντιντανοσίδη 

Ιός CMV    εµπτρισιταβίνη 

 γανσικλοβίρη   λαµιβουντίνη 

 φωσκαρνέτη   σταβουντίνη 

Ιοί HBV και HCV    ζιντοβουντίνη 

 ιντερφερόνη α   αµπρεναβίρη 

 πεγιντερφερόνη 

α 

  αταζαναβίρη 

 ριµπαβιρίνη   φοσαµπρεναβίρη 

Ιοί Influenza A και B    ινδιναβίρη 

 οσελταµιβίρη   νελφιναβίρη 

 ζαναµιβίρη   ριτοναβίρη 
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 αµανταδίνη   σακουιναβίρη 

Ιός RSV    νεβιραπίνη 

 ριµπαβιρίνη   ενφουβιρτίδη 

 παλιβιζουµάβη    

     

Πηγή: Εθνκό Συνταγολόγιο, ΕΟΦ, 2003 και BNF for children 2005. 

να γίνεται εντός 48 ωρών µετά την έναρξη των συµπτωµάτων. Στην περίπτωση παιδιών µε RSV 

θετική βρογχιολίτιδα δεν έχει αποδειχθεί κλινικά η χρησιµότητά της ριµπαβιρίνης, για το λόγο 

αυτό η χρήση της σήµερα είναι περιορισµένη και αφορά επιπλεγµένες περιπτώσεις 

βρογχιολίτιδας. Η παλιβιζουµάβη είναι µονοκλωνικό αντίσωµα, το οποίο µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για την πρόληψη RSV βρογχιολίτιδας σε περίοδο αυξηµένης επίπτωσης της σε 

παιδιά υψηλού κινδύνου. 
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KEΦΑΛΑΙΟ 2 

 

Ο ΙΟΣ ΤΟΥ ΘΗΛΩΜΑΤΟΣ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΟΥ HPV 

2.1. Γενικά 

2.1.1. Ταξινόµηση 

2.1.2. Ιστορική Αναδροµή 

2.2. Ο ιός του θηλώµατος του ανθρώπου HPV 

2.2.1. Η δοµή του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου HPV 

2.2.2. Γονιδιακή έκφραση HPV 

2.2.3. Ο κύκλος αναπαραγωγής των ιών HPV 

2.3. Από τη µόλυνση στη φλεγµονή 

2.3.1. H µετάδοση του ιού ΗPV στο κύτταρο ξενιστή 

2.3.2. Η εξέλιξη της µόλυνσης σε λοίµωξη 

2.3.3. Η λανθάνουσα µόλυνση από τον ιό HPV 

2.3.4. Μη παραγωγική και παραγωγική φλεγµονή 

2.3.5. HPV και καρκινογένεση  

2.4. Παραγοντες εξέλιξης της µόλυνσης 

2.4.1. Ανοσο-απόκριση 

2.4.2. Γενετικοί παράγοντες 

2.4.3. Άλλοι παράγοντες 

2.5. ∆ιάγνωση HPV µόλυνσης 

2.5.1. Έµµεσες και άµεσες διαγνωστικές προσεγγίσεις 

2.5.2 Τεχνικές υβριδισµού και HPV 

2.5.3. Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης και HPV 

2.6. Θεραπευτικές προσεγγίσεις- Πρόληψη 

 

2.1. Γενικά 

2.1.1. Ταξινόµηση 

Oι ιοί του θηλώµατος ανήκουν στην οικογένεια των Papοvaviridae ιών. Οι ιοί του 

θηλώµατος έχουν κοινά χαρακτηριστικά από άποψη δοµής (διπλή κυκλική έλικα DNA 

περιβεβληµένη από εικοσάεδρη δοµή) και ίδιες επιδράσεις στους διάφορους ξενιστές 

προκαλώντας όγκους και υπερπλασίες στο δέρµα και τους βλεννογόνους (Εικόνες 2.1, 2.2 

και 2.3).  
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Εικόνα 2.1. Θήλωµα παλάµης σε νέο ενήλικα. 

 

 
Εικόνα 2.2. Θήλωµα προσώπου σε νέο ενήλικα. 

 

 
Εικόνα 2.3. ∆ιηθητικός καρκίνος του τραχήλου της µήτρας. 

 

 

Εικόνα 2.4. Θήλωµα λάρυγγα σε ασθενή µε θηλωµάτωση του λάρυγγα. 
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Η ονοµασία τους οφείλεται στην ιδιότητα τους να προκαλούν θηλώµατα στον 

άνθρωπο και στα υπόλοιπα θηλαστικά. Ωστόσο παρουσιάζουν ειδίκευση στον ξενιστή, µε 

αποτέλεσµα οι ιοί του θηλώµατος του ανθρώπου HPV (Human Papilloma Viruses) να µην 

προσβάλλουν τα ζώα και αντιστρόφως (Arends και συν, 1990). 

Μέχρι σήµερα έχουν περιγραφεί περισσότεροι από 130 γονότυποι HPV, οι οποίοι 

προκαλούν πλήθος αλλοιώσεων, καλοήθων και κακοήθων, στο δέρµα και τους βλεννογόνους 

(Πίνακας 2.1). 

 

Πίνακας 2.1. Τύποι HPV σε διάφορες αλλοιώσεις του δέρµατος και των βλεννογόνων. 
Αλλοίωση  

Συχνά 

 

Σπάνια  

∆έρµατος   

-ακροχόρδωνες, θηλώµατα 1, 2, 3, 5 ,8,10,17, 20, 27 4, 6, 7, 10, 14, 15, 16, 19, 21, 22, 23, 24, 

25, 26, 28, 29, 36, 38, 41, 46, 47, 49, 50, 

57, 60, 65 

-∆υσπλασία επιδερµίδας ΕV 5, 8 14, 17, 20, 47 

-Νόσος Bowen στο δέρµα  2, 16, 34 

-Κακοήθεις όγκοι δέρµατος  1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 14, 15, 16, 18, 

19, 20, 23, 24, 25, 27, 29, 36, 38, 41, 47, 

48  

Γεννητικής και περιπρωκτικής χώρας   

-οξυτενή κονδυλώµατα 6, 11 2,16, 30, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 54, 55, 

61 

-CIN, VIN, PIN 6, 11, 16, 18, 31  30, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 

52, 56, 57, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 

69 

-Kαρκίνος τραχήλου µήτρας 16, 18, 31, 45 6, 10, 11, 26, 33, 35, 39, 51, 52, 55, 56, 

58, 59, 66, 68 

-Καρκίνος κόλπου, αιδοίου, περιπρωκτικής 

χώρας 

16, 18 11, 31, 33 

Αναπνευστικού/πεπτικού συστήµατος   

-Θηλώµατα, λευκοπλακία στόµατος 2, 6, 11, 16 7 

-Θηλώµατα λάρυγγα , επιπεφυκότα 6, 11  

-Θηλώµατα µύτης  6, 11, 57 

-Καρκίνος λάρυγγα  6, 11, 16, 18, 35 

-Καρκίνος στόµατος  3, 6, 11, 16, 18, 57 

-Καρκίνος γλώσσας, φάρυγγα  16, 18, 33 

-Καρκίνος οισοφάγου  6, 11, 16, 18 

-Καρκίνος µύτης  16, 57 
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Ο χαρακτηρισµός ενός γονοτύπου συνίσταται στην ανεύρεση  αλληλουχίας που 

διαφέρει περισσότερο από 10% σε συγκεκριµένες περιοχές του γονιδιώµατός του ιού σε 

σχέση µε οποιοδήποτε άλλο γνωστό γονότυπο (Xi και συν, 1997). Οι ιοί, των οποίων το 

γονιδίωµα διαφέρει 2-10%, χαρακτηρίζονται ως υπότυποι, ενώ εκείνοι που διαφέρουν 

λιγότερο από 2% χαρακτηρίζονται ως ενδότυποι. Για τον ιό HPV 16 διακρίνονται 5 

ενδότυποι µε βάση τη µακρά περιοχή ελέγχου (LCR), οι οποίοι παρουσιάζουν διαφορετική 

γεωγραφική και φυλογενετική προέλευση (Yamada και συν, 1997, Stewart και συν, 1996). 

Οι ενδότυποι αυτοί είναι ο Ευρωπαϊκός (Ε), ο Ασιατικός (Α), ο Ασιατικο-Αµερικανικός 

(ΑΑ), ο Αφρικανικός-1 (Αf-1) και ο Αφρικανικός-2 (Af-2). 

 

Πίνακας 2.2. Ταξινόµηση ιών HPV µε βάση τον κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας. 
Κατηγορία 

 

Τύποι HPV 

 

«Υψηλού κινδύνου» ΗPV 

 

 

16, 18, 45, 56 

«ενδιάµεσου κινδύνου» HPV 

 

31, 33, 35, 51, 52, 58 

«χαµηλού κινδύνου» HPV 

 

6, 11, 42, 43, 44 

 

Οι ιοί HPV µπορούν να διακριθούν σε βλεννογόνιους και σε δερµατικούς 

(Scanclemente και Gill, 2002). Οι βλεννογόνιοι προσβάλλουν κυρίως το βλεννογόνο της 

γεννητικής περιοχής και του αναπνευστικού συστήµατος, ενώ οι δερµατικοί προσβάλλουν 

κυρίως το επιθήλιο του δέρµατος και ανευρίσκονται σπάνια στη γεννητική περιοχή. 

Εξαίρεση αποτελούν ορισµένοι τύποι ιών που απαντούν κυρίως σε παιδιά τόσο στο 

βλεννογόνο της γεννητικής περιοχής όσο και στο δέρµα. Οι βλεννογόνιοι ιοί µπορούν να 

διαιρεθούν περαιτέρω µε βάση τη συσχέτισή τους µε την ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου 
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της µήτρας σε «υψηλού κινδύνου», σε «ενδιάµεσου κινδύνου» και σε «χαµηλού κινδύνου» 

HPV (Πίνακας 2.2).  

Οι «υψηλού κινδύνου» HPV ανευρίσκονται κυρίως στον καρκίνο του τραχήλου της 

µήτρας, ενώ οι «χαµηλού κινδύνου» HPV αποτελούν συχνό εύρηµα σε καλοήθεις 

αλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας (Lonincz και συν, 1992). Στον Πίνακα 2.3 

παρουσιάζεται η συχνότητα ανίχνευσης παγκόσµια των διάφορων τύπων HPV ιών σε 

ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας (Clifford και συν, 2003). 

 

2.1.2. Ιστορική Αναδροµή 

Η µολυσµατική φύση των ανθρώπινων θηλωµάτων για πρώτη φορά δείχθηκε στις 

αρχές του 20ου αιώνα µε βάση παρατηρήσεις για τη δηµιουργία θηλωµάτων στον άνθρωπο 

µετά από ενδοδερµική ένεση µολυσµένων εκχυλισµάτων που είχαν απαλλαγεί από κύτταρα 

(Ciuffo, 1907). Τις δεκαετίες 1930-1940 στο Ινστιτούτο Ροκφέλλερ των Η.Π.Α. 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σε πειραµατόζωα, στα οποία συσχετίστηκε η παρουσία των 

ιών του θηλώµατος µε το φαινόµενο της καρκινογένεσης µε τη βοήθεια συνεργών 

παραγόντων, όπως η πίσσα, το χλωραθένιο και η υπεριώδης ακτινοβολία (Rous και Beard, 

1934, Rous και Kidd, 1938, Rous και Friedewald, 1944). Το 1949 αναφέρθηκε η πρώτη 

οπτικοποίηση σωµατιδίων ιών του θηλώµατος µε µεθόδους ηλεκτροµικροσκοπίας από τους 

Strauss και συν (Srauss και συν, 1949), ενώ το 1963 αναπτύχθηκε η δοµή του γονιδιώµατος 

(DNA) των ιών του θηλώµατος (Crawford, 1963). 

Το 1974 πρώτος ο zur Hausen διατυπώνει τη υπόθεση πως οι ιοί του θηλώµατος του 

ανθρώπου σχετίζονται µε την αιτιοπαθογένεια του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας (zur 

Hausen και συν, 1974, zur Hausen, 1976). Μέχρι τότε, ενώ υπήρχαν παρατηρήσεις από τον 

προηγούµενο ακόµα αιώνα (Rigoni και Stern, 1842) πως ο καρκίνος του τραχήλου της 



 27

µήτρας έχει χαρακτήρες λοιµώδους νοσήµατος, δεν είχε µελετηθεί ο ιός ΗPV ως πιθανός 

αιτιολογικός παράγοντας της νόσου.  

 

Πίνακας 2.3. Συχνότητα (%) εµφάνισης HPV τύπων σε δείγµατα καρκίνου του τραχήλου της µήτρας 

από διάφορες γεωγραφικές περιοχές του πλανήτη. 
Περιοχή ΗPV 

(+) 

 

16 

 

18 

 

45 

 

31 

 

33 

 

58 

 

52 

 

35 

 

59 

 

56 

 

51 

 

6 

 

68 

 

39 

 

82 

 

73 

 

66 

 

70 

                    

Αφρική 88,8 50,2 14,1 7,9 2,6 3,1 1,6 1,6 1,4 0,6 1,6 1,2 0,4 0,8 0.0 0,3 0,7 0.2 0,0 

                    

Ασία 83,1 43,4 15,3 4,5 2,0 3,4 5,4 4,2 1,0 1,1 0,4 1,0 0,5 0,5 0,2 0,4 0,1 0,3 0,3 

                    

Ευρώπη 85,9 56,0 17,5 2,9 4,2 4,4 0,8 0,5 0,5 0,1 0,6 0,0 0,3 0,4 0,3 0,0 0,3 0,1 0,0 

                    

ΗΠΑ/  

Αυστραλία 

87,5 54,9 22,1 3,3 3,9 3,2 0,2 0,6 0,4 0,0 0,2 0,0 1,1 0,2 0,1 0,0 0,2 0,1 0,0 

Κεντρική/  

Νότια 

Αµερικη 

89,3 51,7 10,6 5,5 7,0 4,0 2,9 3,3 2,0 1,9 0,7 0,7 0,5 0,5 1,7 0,4 0,0 0,4 0,4 

 

 

 

Η διερεύνηση της σχέσης HPV και νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας είχε ως 

αποτέλεσµα τη σταδιακή ανάπτυξη ιδιαίτερου ενδιαφέροντος για τον ιό HPV. Το 1976 οι 

Meisels και Fortin (Meisels και Fortin, 1976) συσχέτισαν την εµφάνιση κοιλοκυτταρικής 

ατυπίας µε τον ιό του θηλώµατος. Ωστόσο η παρουσία του ιού κυρίως σε καλοήθεις 

κονδυλωµατώδεις αλλοιώσεις και σε µετρίου βαθµού δυσπλασίες του τραχήλου είχε ως 
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αποτέλεσµα να προταθεί αρχικά ο διαχωρισµός των προκαρκινικών αλλοιώσεων σε 

καλοήθεις «ιογενείς», οι οποίες δεν εξελίσσονται σε καρκίνο και σε «µη-ιογενείς», οι οποίες 

εξελίσσονται. 

Τα επόµενα χρόνια η ανάδειξη της ετερογένειας της οικογένειας των ιών του 

θηλώµατος καθώς και η βελτίωση των µεθόδων της µοριακής βιολογίας είχαν ως 

αποτέλεσµα την αναθεώρηση της αρχικής υπόθεσης. Το 1978 ανακαλύπτονται από την 

οµάδα του Οrth νέοι τύποι ιών σε καρκινώµατα και σε ακροχορδονώδη δυσπλασία της 

επιδερµίδας (Orth και συν, 1978), ενώ το 1980 αποµονώνονται από γεννητικές βλάβες οι 

τύποι ΗPV 6 και 11 (Gissmann 1980).  

Το 1983 και το 1984 αποµονώνται για πρώτη φορά οι ΗPV τύποι 16 και 18 απευθείας 

από βιοψιακό υλικό καρκίνου του τραχήλου της µήτρας (Durst και σύν, 1983, Βοshart και 

συν, 1984). Οι διεξοδικές µελέτες που ακολούθησαν ανέδειξαν το ρόλο της ενσωµάτωσης 

του ιικού γονιδιώµατος στο γονιδίωµα του κυττάρου ξενιστή (Schwarz και συν, 1985) και 

της έκφρασης των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7 (Munger και συν, 1989, von Knebel Doeberitz 

και συν, 1992) στην αθανατοποίηση και την κακοήθη εξαλλαγή των τραχηλικών κυττάρων. 

Μεγάλες επιδηµολογικές µελέτες επιβεβαίωσαν τα αποτελέσµατα της βασικής έρευνας και 

ανέδειξαν τον ιό HPV ως τον κύριο αιτιολογικό παράγοντα του καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας (Μunoz και συν, 1992, Bosch και συν, 1995). 

Σήµερα το ερευνητικό ενδιαφέρον εστιάζεται στην καλύτερη κατανόηση των 

µηχανισµών της HPV-επαγώµενης καρκινογένεσης, στη µελέτη του ρόλου του HPV σε 

άλλες νεοπλασίες όπως του αναπνευστικού συστήµατος και του οισοφάγου, καθώς και στη 

διερεύνηση και εφαρµογή στην κλινική πράξη του εµβολίου, το οποίο αναµένεται να 

αποτελέσει επανάσταση στην κατοπολέµηση του ιού HPV και των αλλοιώσεων που 

προκαλεί. 
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2.2. Ο ιός του θηλώµατος του ανθρώπου ΗPV 

2.2.1 Η δοµή του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου HPV 

Το σωµατίδιο ενός ιού ΗPV έχει διάµετρο περίπου 55-60nm και αποτελείται από το 

γονιδίωµα και την κάψα (Σχήµα 2.1). Το γονιδίωµα του ιού βρίσκεται εσωτερικά και 

αποτελείται από διπλής αλυσίδας κλειστό κυκλικό DNA. Το µέγεθος του είναι περίπου 

7.200-8.000 ζεύγη βάσεων και περιέχει περίπου 20 «ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης». Ως 

«ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης» (Open Reading Frame-ORF) ορίζεται κάθε σειρά κωδικονίων 

στο DNA του γονιδιώµατος του ιού, που κωδικοποιεί για την παραγωγή ενός πολυπεπτιδίου.  

 

Σχήµα 2.1. ∆οµή του ιού HPV. 

 

 
 

 

Το γονιδίωµα των ιών HPV µπορεί να χωριστεί σε τρείς περιοχές: α) τη µακρά 

περιοχή ελέγχου (LCR), που αποτελεί περίπου το 10% του γονιδιώµατος, β) την πρώιµη (Ε) 

και γ) την όψιµη (L) περιοχή (Σχήµα 2.2). 
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Σχήµα 2.2. Οργάνωση γονιδιώµατος ιού HPV. 

 

 
 

Τα γονίδια της περιοχής L κωδικοποιούν για την παραγωγή των δοµικών πρωτεϊνών 

του ιικού σωµατιδίου, ενώ η περιοχή E κωδικοποιεί για την παραγωγή πρωτεϊνών που είναι 

απαραίτητες για την αντιγραφή του DNA και την ενεργοποίηση του λυτικού κύκλου (Σχήµα 

2.3). Η πρώιµη περιοχή Ε αποτελείται από τα επιµέρους «ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης» Ε1, 

Ε2, Ε3, Ε4, Ε5, Ε6 και Ε7, ενώ η όψιµη περιοχή L αποτελείται από τα επιµέρους «ανοιχτά 

πλαίσια ανάγνωσης» L1 και L2. Η περιοχή LCR βρίσκεται ανάµεσα στις περιοχές Ε και L 

και έχει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης του ιού. 
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Σχήµα 2.3. Ιικό γονιδίωµα ιού HPV και ιικές πρωτεΐνες. 

 

 
 

 

Το ιικό DNA γονιδίωµα σχετίζεται µε πρωτεΐνες παρόµοιες µε ιστόνες και 

περιβάλλεται από πρωτεϊνική κάψα. Η πρωτεϊνική κάψα του ιού HPV αποτελείται από 72 

καψοµερίδια µε εικοσάεδρη συµµετρία. Η κύρια πρωτεΐνη του καψιδίου κωδικοποιείται από 

το L1 ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης του ιικού γονιδιώµατος, έχει µοριακό βάρος περίπου 

55.000 και έχει υψηλό βαθµό συντήρησης στους διαφορετικούς ιούς τους θηλώµατος. Η 

δεύτερη δοµική πρωτεΐνη του καψιδίου L2 κωδικοποιείται από το ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης L2, έχει µοριακό βάρος περίπου 75.000 και είναι λιγότερο συντηρηµένη. Η µη 

εισαγωγή τους σε φάκελο καθιστά τους ιούς HPV ανθεκτικούς στη θερµότητα και στους 

οργανικούς διαλύτες. 
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2.2.2. Γονιδιακή έκφραση HPV 

Η πρωτεΐνη Ε6 του ιού HPV 16 περιέχει 151 αµινοξέα και εµφανίζει τέσσερα µοτίβα 

Cys-X-X-Cys µεσολαβώντας σε πρόσδεση µε ψευδάργυρο που καταλήγει στο σχηµατισµό 

δύο δοµών «δακτύλων ψευδαργύρου» (Kanda και συν, 1991). Η πρωτεΐνη Ε6 αλληλεπιδρά 

µε την πρωτεΐνη p53, όπως φαίνεται στο Σχήµα 2.4 και επάγει την αποικοδόµησή της µέσω 

του συστήµατος µε ουµπικουτίνη (Werness και συν, 1990).  

 

Σχήµα 2.4. Ο ιός HPV και η πρωτεΐνη p53. Η ιική πρωτεΐνη Ε6 αλληλεπιδρά µε την κυτταρική 

πρωτεΐνη p53 και επάγει την αποικοδόµησή της µέσω του συστήµατος µε ουµπικουτίνη. 

 

 
 

Η πρωτεΐνη p53 δρα ως µεταγραφικός ενεργοποιητής µε την πρόσδεσή της σε ειδικές 

αλληλουχίες DNA και είναι απαραίτητη για την καθήλωση των κυττάρων στη φάση G1 του 

κυτταρικού κύκλου και την παύση της αύξησης που ακολουθεί την καταστροφή του 
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κυτταρικού DNA. Η αποικοδόµηση της p53 καθώς και της πρωτεΐνης ΒΑΚ που προκαλείται, 

έχουν ως αποτέλεσµα την αντίσταση των κυττάρων στον µηχανισµό της απόπτωσης καθώς 

και την χρωµατοσωµιακή αστάθεια των µολυσµένων κυττάρων (Jackson και συν, 2000). 

Επιπρόσθετα η Ε6 επάγει των κυτταρικό πολλαπλασιασµό προκαλώντας την ενεργοποίηση 

της τελοµεράσης και αναστέλλοντας την αποδόµηση των κινασών της οικογένειας SRC 

(Veldman και συν, 2001, Oda και συν, 1999).  

Η πρωτεΐνη Ε7 του ιού HPV 16 αντιπροσωπεύει µια φωσφοπρωτεΐνη προσδεδεµένη 

µε ψευδάργυρο σε δύο περιοχές Cys-X-X-Cys και αποτελείται από 98 αµινοξέα.  

 

Σχήµα 2.5. Ο ιός HPV και η πρωτεΐνη pRb. Η πρωτεΐνη Ε7 σχηµατίζει σύµπλοκο µε την πρωτεΐνη 

του ρετινοβλαστώµατος pRB και την αδρανοποιεί. 

 

 
 



 34

Η πρωτεΐνη Ε7 παρουσιάζει δοµικές οµοιότητες µε την πρωτεΐνη Ε6 

στοιχειοθετώντας µια πιθανή εξελικτική συσχέτιση των δύο πρωτεϊνών. Η πρωτεΐνη Ε7 

σχηµατίζει σύµπλοκο, όπως φαίνεται στο Σχήµα 2.5, µε την πρωτεΐνη του 

ρετινοβλαστώµατος pRB και την αδρανοποιεί (Park και συν, 1995, Dyson και συν, 1989).  

H αδρανοποίηση της πρωτεΐνης pRB έχει ως αποτέλεσµα την αποδόµηση του 

συµπλέγµατος της µε το µεταγραφικό παράγοντα Ε2F και την υπερέκφραση της INK4A 

(Kiyono και συν, 1998). Ο µεταγραφικός παράγοντας Ε2F ευοδώνει τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό, ενώ η ανεξέλεκτη δράση του λόγω της αποδόµησης του συµπλόκου του µε 

την pRB προκαλεί την αθανατοποίηση των κυττάρων. Εχει βρεθεί πως η ικανότητα 

πρόσδεσης της Ε7 των ιών «υψηλού κινδύνου» στην pRB είναι περίπου 10 φορές 

µεγαλύτερη από αυτή των «χαµηλού κινδύνου» (Huibregde και συν, 1994). Επιπλέον η 

πρωτεΐνη Ε7 οδηγεί σε συνεχή έκφραση των γονιδίων της κυκλίνης Ε και της κυκλίνης Α σε 

απουσία εξωτερικών αυξητικών παραγόντων, ενώ µπλοκάρει τη λειτουργία των αναστολέων 

των κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών WAF1 και KIP1 (Zerfass και συν, 1995, Funk και συν, 

1997, Zerfass-Thome και συν, 1996 ).  

Στον Πίνακα 2.4 παρουσιάζονται συνοπτικά οι ιικές πρωτεΐνες και οι λειτουργίες 

κάθε µιας από αυτές. Στον Πίνακα 2.5 παρουσιάζονται µε βάση τη βιβλιογραφία οι 

πρωτεΐνες του κυττάρου ξενιστή, µε τις οποίες προσδένονται απευθείας οι πρωτεΐνες Ε6 και 

Ε7 των ιών HPV υψηλού κινδύνου. 

Οι ιικές πρωτεΐνες Ε1 και Ε2 ρυθµίζουν τον αναδιπλασιασµό του ιικού γονιδιώµατος 

και ελέγχουν τη µεταγραφή των «ανοιχτών πλαίσιων ανάγνωσης» Ε6 και Ε7. Κατά την 

χρωµοσωµιακή ενσωµάτωση του ιικού κυκλικού DNA στο κύτταρο ξενιστή, το γονιδίωµα 

του ιού διασπάται συνήθως στο «ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης» Ε2. Το γεγονός αυτό οδηγεί 

στην αδρανοποίηση των Ε1 και Ε2 µε αποτέλεσµα την ανεξέλεγκτη µεταγραφή των Ε6 και 

Ε7 (Turek και Smith, 1996). 
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Πίνακας 2.4. Λειτουργίες πολυπεπτιδίων ιού HPV κωδικοποιούµενες από τα «ανοιχτά πλαίσια 

ανάγνωσης του ιικού γονιδιώµατος. 

 
Πολυπεπτίδιο Λειτουργία 

 

 

Ε1 

 

 

Ενεργότητα DNA ελικάσης. DNA-εξαρτώµενη ATP πρόσδεση, δράση ΑΤPάσης. Συµµετοχή 

στην αντιγραφή του ιού και στη µεταγραφική καταστολή. Ρόλος στην καταστολή της 

ικανότητας αθανατοποίησης. 

  

Ε2 

 

Ρυθµιστής της αντιγραφής και της µεταγραφής του ιού. Έλεγχος της έκφρασης των πρώιµων 

«ανοιχτών πλαίσιων ανάγνωσης». Απαραίτητη για την αντιγραφή του ιού σε συνεργασία µε Ε1. 

 

Ε3 

 

Άγνωστη λειτουργία. Παρούσα µόνο σε µικρό αριθµό HPV τύπων. 

Ε4 

 

Έκφραση όψιµα κυρίως στο διαφοροποιηµένο επιθήλιο. Ρόλος στην παραγωγική φάση της 

HPV φλεγµονής. Αλληλεπίδραση µε την κερατίνη του κυτταροσκελετού. Πιθανός ρόλος στον 

καθορισµό της ιστοειδικότητας των διαφόρων HPV τύπων. 

 

Ε5 

 

Ρόλος στη ρύθµιση του κυτταρικό πολλαπλασιασµό σε καλοήθεις αλλοιώσεις. Συµµετοχή στον 

κυτταρικό µετασχηµατισµού κατά τα πρώιµα στάδια της εξαλλαγής. 

 

Ε6 

 

Ικανότητα κυτταρικού µετασχηµατισµού. Συµµετοχή στη µεταγραφική ενεργοποίηση. 

Αποδόµηση πρωτείνης p53. Συνέργεια µε Ε7. 

 

Ε7 

 

Ικανότητα κυτταρικού µετασχηµατισµού. Απενεργοποίηση πρωτείνης Rb. Συνέργεια µε Ε6. 

 

Ε8 

 

Άγνωστη λειτουργία. Παρούσα µόνο σε µικρό αριθµό HPV τύπων. 

L1 

 

Η κύρια πρωτείνη της ιικής κάψας του ώριµου ιικού σωµατιδίου. 

L2 

 

∆οµική πρωτείνη ιικής κάψας του ώριµου ιικού σωµατιδίου. Ρόλος στη σταθεροποίηση της της 

δοµής του. 
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Πίνακας 2.5. Πρωτεΐνες κυττάρου ξενιστή, µε τις οποίες προσδένονται απευθείας οι πρωτεΐνες Ε6 

και Ε7 των ιών HPV υψηλού κινδύνου. 

 

Ερευνητική οµάδα HPV ογκοπρωτεΐνη Πρωτεΐνη πρόσδεσης κυττάρου ξενιστή 

 

Werness και συν, 1990 Ε6 p53 

Nagpal και συν, 2002 Ε6 p53 

DeFilippis και συν, 2003 Ε6 p53 

Scheffner και συν, 1993 Ε6 E6-συσχετιζόµενη πρωτεΐνη 

Cehn και συν, 1995 Ε6 ERC55  

Kiyono και συν, 1997 Ε6 hDLG 

Tong και Howley, 1997 Ε6 Παξιλλίνη 

Vande Pol και συν, 1998 Ε6 Παξιλλίνη 

Rnonco και συν, 1998 Ε6 Ρυθµιστκός παράγοντας Ιντερφερόνης 3 

Thomas και Banks 1999 Ε6 Bak 

Gao και συν, 1999 Ε6 E6TPI 

Masumoto και συν 2003, Ε6 P16 (INK4A) 

Dyson και συν, 1989 Ε7 pRb 

Salcedo και συν, 2002 Ε7 pRb 

DeFilippis και συν, 2003 Ε7 pRb 

Dyson και συν, 1992 Ε7 Rb-συσχετιζόµενες πρωτεΐνες 

Arroyo και συν, 1993 Ε7 Ε2F/κυκλίνη Α σύµπλοκο 

Davies και συν, 1993 Ε7 Κινάση ιστόνης H1 

Massimi και συν, 1996 Ε7 TATA box-συνδεόµενη πρωτεΐνη 

McIntyre και συν, 1996 Ε7 Κυκλίνη Ε 

Berezutskaya και συν, 1997 Ε7 Υποµονάδα S4 τριφωσφατάσης  της 

αδενοσίνης 

Nead και συν, 1998 Ε7 c-jun 

Schilling και συν, 1999 Ε7 hTid-1 

Zwerschke και συν, 1999 Ε7 Mi2-κινάση πυρουβικού 

Barnard και συν,1999 Ε7 p48 

Τροποποιηµένο από Motoyama και συν, 2004 
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Παρά το γεγονός πως το «ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης» Ε4 βρίσκεται στην πρώιµη 

περιοχή Ε, ενεργοποιείται παράλληλα µε την όψιµη περιοχή του ιικού γονιδιώµατος. 

Συντελεί στην αποδιοργάνωση του δικτύου της κυτταροκερατίνης στις ανώτερες στιβάδες 

του επιθηλίου µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση των νέων ιικών σωµατιδίων. Πιστεύεται 

πως το φαινόµενο της κοιλοκυττάρωσης οφείλεται στη συνδυασµένη δράση των Ε1 και Ε4. 

Η πρωτεΐνη Ε5 παρεµβαίνει στη ρύθµιση των κυτταρικών διαιρέσεων λόγω της επίδρασης 

που ασκεί στην κυτταρική µεµβράνη. Οι πρωτεΐνες L1 και L2 αποτελούν δοµικά συστατικά 

της ιικής κάψας και έχουν ιδιαίτερη σηµασία στην παρασκευή εµβολίου κατά των ιών HPV. 

Η ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης των ιών HPV είναι πολύπλοκη και ελέγχεται 

από ιικούς και κυτταρικούς µεταγραφικούς παράγοντες. Στην περιοχή LCR του 

γονιδιώµατος του ιού HPV εδράζονται cis-active στοιχεία που ρυθµίζουν τη µεταγραφή των 

«ανοιχτών πλαίσιων ανάγνωσης» Ε6 και Ε7. Έχει βρεθεί πως η πρωτεΐνη Ε2 παίζει 

σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης των Ε6 και Ε7, µέσω της πρόσδεσης της µε την 

περιοχή LCR. Η περιοχή LCR του ιού HPV 16 περιέχει τέσσερεις περιοχές πρόσδεσης της 

Ε2, µια στην περιοχή 5΄ της LCR, δύο εκατέρωθεν του κεντρικού τµήµατος και µία στο 3΄ 

άκρο. Η πρωτεΐνη Ε2 προσδένεται σε δύο επιπλέον θέσεις πρόσδεσης στα εγγύς 90 ζεύγη 

βάσεων που αλληλοεπικαλύπτουν ένα ΤΑΤΑ κουτί και τροποποιεί τη λειτουργία του 

υποκινητή των «ανοιχτών πλαίσιων ανάγνωσης» Ε6 και Ε7 (Τan και συν, 1994). Στους 

κυτταρικούς µεταγραφικούς παράγοντες περιλαµβάνονται οι παράγοντες ΑΡ-1, yin yang-1, 

ΝF-1, KRF-1. Oct-1, SP-1 και ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών (Saunders και Frazer, 

1998, Andersen και συν, 1997, Bauknecht και συν, 1992). Οι περισσότεροι παράγοντες 

προσδένονται στην κεντρική περιοχή LCR, και ρυθµίζουν τη µεταγραφή του υποκινητή των 

«ανοιχτών πλαίσιων ανάγνωσης» Ε6 και Ε7 που εδράζει στο 3’-άκρο της περιοχής LCR. 

Έχει βρεθεί πως ορισµένοι παράγοντες διεγείρουν τον υποκινητή, ενώ άλλοι, όπως η 
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πρωτεΐνη ΥΥ-1 έχουν διττή διεγερτική και ανασταλτική επίδραση στον υποκινητή 

(Bauknecht και συν, 1995). 

 

2.2.3. Ο κύκλος αναπαραγωγής των ιών HPV 

Στο Σχήµα 2.6 παρουσιάζεται ο κύκλος αναπαραγωγής του ιού, ο οποίος 

περιλαµβάνει τα ακόλουθα στάδια: 

α. Προσήλωση σε κυτταρικούς υποδοχείς. Ο ιός HPV εισέρχεται στη βασική στιβάδα 

του επιθηλίου µέσω µικροαµυχών και προσδένεται σε υποδοχείς της κυτταροπλασµατικής 

µεµβράνης του κυττάρου ξενιστή. Παρά το γεγονός πως δεν έχουν βρεθεί ειδικοί υποδοχείς 

για τον ιό HPV, υπάρχουν ενδείξεις για τη συµµετοχή των πρωτεϊνών της οικογένειας της 

α6-ιντεγκρίνης και της θειικής ηπαρίνης (Giroglou και συν, 2001, Evander και συν, 1997). 

β. ∆ιείσδυση του ιού στο κύτταρο ξενιστή, µε εγκόλπωση του σωµατιδίου του ιού 

από την κυτταρική µεµβράνη. 

γ. Απέκδυση του ιικού DNA από το πρωτεϊνικό του περίβληµα µε τη δράση 

κυτταρικών ενζύµων που βρίσκονται στα λυσοσώµατα. 

δ. Πρώιµη µεταγραφή, µε αποτέλεσµα την παραγωγή πρώιµου mRNA του ιού. 

ε. Πρώιµη µετάφραση, µε αποτέλεσµα την παραγωγή των πρώιµων πρωτεϊνών του 

ιού, οι οποίες δρούν ως ένζυµα στη διαδικασία αναδιπλασιασµού του ιικού γονιδιώµατος. 

στ. Αναδιπλασιασµός του ιικού γονιδιώµατος. 

ζ. Όψιµη µεταγραφή, µε αποτέλεσµα την παραγωγή όψιµου mRNA του ιού. 

η. Όψιµη µετάφραση, µε αποτέλεσµα την παραγωγή των δοµικών πρωτεϊνών του ιού 

για την κατασκευή της κάψας. 

θ. Συναρµολόγηση των νέων ιικών DNA µαζί µε τις νεοπαραχθείσες πρωτεΐνες και το 

σχηµατισµό νέων ιικών σωµατιδίων. 

ι. Απελευθέρωση των απογόνων HPV από το κύτταρο ξενιστή. 
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Σχήµα 2.6. Ο κύκλος αναπαραγωγής του ιού HPV στο κύτταρο ξενιστή. 
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2.3. Από τη µόλυνση στη φλεγµονή 

2.3.1. H µετάδοση του ιού ΗPV στο κύτταρο ξενιστή 

Στόχο του ιού ΗPV αποτελεί η βασική στιβάδα του επιθηλίου, όπου 

πραγµατοποιούνται οι κυτταρικές διαιρέσεις. Η πρόσβαση των ιών στη στιβάδα αυτή 

εξασφαλίζεται µέσω µικροτραυµατισµών του δέρµατος ή του βλεννογόνου που έχουν ως 

αποτέλεσµα τη λύση της συνέχειας του επιθηλίου. Ο τραυµατισµός του επιθηλίου δίνει την 

ευκαιρία στον ιό να διεισδύσει στα κύτταρα της βασικής στιβάδας, ενώ επιπλέον διευκολύνει 

τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων λόγω της διαδικασίας επούλωσης και αποκατάστασης 

του ιστού που ακολουθεί (Ferenczy και Jenson, 1996).  

Η µετάδοση του ιού στο δέρµα και στους βλεννογόνους γίνεται τόσο µέσω της 

σεξουαλικής επαφής, όσο και µέσω ετερο-ενοφθαλµισµού, αυτο-ενοφθαλισµού ή φοµιτών. 

Έχει επίσης περιγραφεί η κάθετη µετάδοση του ιού σε βρέφη από τη µητέρα τους κατά τον 

τοκετό (Hadlich και Kohl, 1998). Στους παράγοντες που σχετίζονται µε τη µετάδοση του ιού 

HPV στον τράχηλο της µήτρας περιλαµβάνονται ο αριθµός των σεξουαλικών συντρόφων, η 

παρουσία γεννητικών θηλωµάτων στους συντρόφους καθώς και το ιστορικό σεξουλικά 

µεταδιδόµενης νόσου στο παρελθόν (Friis και συν, 1997). Στο Κεφάλαιο 6 παρουσιάζονται 

αναλυτικότερα οι τρόποι µετάδοσης του ιού στην παιδική ηλικία. 

 

2.3.2. Η εξέλιξη της µόλυνσης σε λοίµωξη 

Η µόλυνση του επιθηλίου από τον ιό HPV µπορεί είτε να παραµείνει λανθάνουσα 

είτε να εξελιχθεί σε λοίµωξη µε τη δηµιουργία κλινικής ή υποκλινικής νόσου (Σχήµα 2.7). 

Ως κλινική νόσος ορίζεται η ύπαρξη οποιαδήποτε αλλοίωσης που είναι ορατή µε γυµνό 

οφθαλµό κατά την κλινική εξέταση. Παράδειγµα κλινικής νόσου από τον ιό HPV αποτελούν 

τα θηλώµατα της περιοχής των γεννητικών οργάνων, τα οποία µπορούν να έχουν τυπική 

(οξυτενή κονδυλώµατα) ή µη τυπική µορφολογία. 
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Σχήµα 2.7. Φυσική ιστορία HPV µόλυνσης στον τράχηλο της µήτρας. Αναλογία λανθάνουσας 

µόλυνσης, υποκλινικής και κλινικής λοίµωξης µε τον ιό HPV στον τράχηλο της µήτρας. 

 

 

 

Όταν οι αλλοιώσεις δεν αναγνωρίζονται µε γυµνό οφθαλµό αλλά εντοπίζονται µόνο 

µε τεχνική βοήθεια (κολποσκόπιο ή µικροσκόπιο), τότε η νόσος λέγεται υποκλινική. Στην 

λανθάνουσα µορφή δεν έχουµε ούτε µακροσκοπικές ούτε µικροσκοπικές αλλοιώσεις, απλώς 

ανιχνεύεται το DNA του ιού. Σε µολυσµένα άτοµα είναι συνήθης η µετάπτωση της νόσου 

από τη µια µορφή στην άλλη (λανθάνουσα, υποκλινική και κλινική) καθώς και η συνύπαρξη 

της κλινικής νόσου µε την υποκλινική. 

 

2.3.3. Η λανθάνουσα µόλυνση από τον ιό HPV 

Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι στην πλειοψηφία των περιπτώσεων η 

µόλυνση του κυττάρου ξενιστή δεν εξελίσσεται σε φλεγµονή και παραµένει σε λανθάνουσα 

µορφή επί άλλοτε άλλο χρονικό διάστηµα. Στην περίπτωση αυτή δεν υπάρχει ενεργός 

πολλαπλασιασµός των ιικών σωµατιδίων. Το ιικό DNA αναδιπλασιάζεται παράλληλα µε τις 

κυτταρικές διαιρέσεις, όµως ο αριθµός των ιικών DNA παραµένει σταθερός. Είναι πιθανό, σε 
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κάποια φάση η µόλυνση να εξελιχθεί σε υποκλινική φλεγµονή, για να κατασταλεί στη 

συνέχεια και να µεταπέσει και πάλι σε λανθάνουσα. Στους έφηβους και στους νέους ενήλικες 

η διαδικασία αυτή είναι συνήθης µε αποτέλεσµα η προσβολή από τον ιό HPV να είναι 

παροδική (Hildesheim και συν, 1994). Η µολυσµατικότητα της λανθάνουσας µόλυνσης 

αµφισβητείται. 

 

2.3.4. Μη παραγωγική και παραγωγική φλεγµονή 

Οι δύο φάσεις µεταγραφής και µετάφρασης του ιικού σωµατιδίου (πρώιµη και όψιµη) 

βρίσκονται σε αρµονία µε τη διαδικασία διαφοροποίησης του πλακώδους επιθηλίου (Brescia 

και συν, 1986). Στη βασική στιβάδα του επιθηλίου, ο ιός αναδιπλασιάζεται ως επίσωµα 

εκµεταλλευόµενος τις κυτταρικές διαιρέσεις που πραγµατοποιούνται στη στιβάδα αυτή, ενώ 

ταυτόχρονα επιδρά στην αύξηση του ρυθµού των κυτταρικών διαιρέσεων. Στο στάδιο αυτό 

(µη παραγωγική φλεγµονή) δεν συντίθενται δοµικές πρωτεΐνες µε αποτέλεσµα να είναι 

ανέφικτη η συναρµολόγηση ιικών σωµατιδίων και η απελευθέρωσή τους στο εξωτερικό 

περιβάλλον του κυττάρου ξενιστή (Chow και Broker, 1994). Σε δεύτερη φάση, καθώς τα 

κύτταρα διαφοροποιούµενα ανέρχονται στις επιφανειακές στιβάδες, συντίθεται οι δοµικές 

πρωτεΐνες της κάψας του ιού. Όταν πλέον το εκφυλισµένο ώριµο κερατινοκύτταρο φθάσει 

στην επιφανειακή στιβάδα, έχει ολοκληρωθεί η συναρµολόγηση των νέων ιικών σωµατιδίων, 

τα οποία εγκαταλείπουν το κύτταρο ξενιστή (παραγωγική φλεγµονή). Στο Σχήµα 2.8 

παρουσιάζεται η σχέση του κύκλου του ιού HPV µε τη διαφοροποίηση των επιθηλιακών 

κυττάρων του ξενιστή. 

Με την παραγωγή θυγατρικών κυττάρων και τη µετανάστευσή τους στις επιπολείς 

στιβάδες του επιθηλίου ακολουθεί η παραγωγική φλεγµονή. Η εξέλιξη της λανθάνουσας 

µόλυνσης σε φλεγµονή παραγωγικού τύπου συµβαίνει συνήθως µετά 2 εβδοµάδες έως 8 

µήνες από την αρχική µόλυνση (φάση επώασης). Στην παραγωγική φλεγµονή το γονιδίωµα 
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του ιού αναδιπλασιάζεται ως πλασµίδιο (επίσωµα) ξεχωριστά από τα χρωµοσώµατα του 

ξενιστή. Παράγεται µεγάλος αριθµός ιικών γονιδιωµάτων στις βασικές στιβάδες, ενώ 

παράλληλα παράγονται πρωτεΐνες της ιικής κάψας στις επιφανειακές στιβάδες του επιθηλίου. 

Η υπερπαραγωγή νέων ιικών σωµατιδίων HPV οδηγεί στην εξάπλωση της µόλυνσης αφενός 

και στην εξέλιξή της αφετέρου. 

 

Σχήµα 2.8. Ο ιός HPV και η σχέση του µε τη διαφοροποίηση των επιθηλιακών κυττάρων του 

ξενιστή. 

 
 

Οι ιοί HPV προκαλούν αύξηση του ρυθµού πολλαπλασιασµού των κυττάρων του 

επιθηλίου καθώς και µορφολογικές και λειτουργικές αλλαγές στα χαρακτηριστικά τους µε 

αποτέλεσµα την εµφάνιση υποκλινικών ή κλινικών αλλοιώσεων (φάση ενεργού φλεγµονής). 
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Ιστολογικά η ενεργός φλεγµονή εκδηλώνεται µε υπερπλασία του επιθηλίου της ακανθωτής 

στιβάδας (ακάνθωση) και εµφάνιση κοιλοκυττάρωσης στις επιφανειακές στιβάδες. Η 

υπερπλασία του τοιχώµατος των τριχοειδών αγγείων συµβάλει στην εκδήλωση κλινικών 

αλλοιώσεων, ενώ όταν δεν υπάρχει, η αλλοίωση παραµένη επίπεδη και υποκλινική παρά την 

εµφάνιση ακάνθωσης και κοιλοκυττάρωσης.  

 

Σχήµα 2.9. Η εξέλιξη της HPV µόλυνσης σε µη παραγωγική και παραγωγική φλεγµονή. 

 
 

Η φάση της ενεργού φλεγµονής διαρκεί περίπου 3-6 µήνες. Μετά τη φάση αυτή 

ακολουθεί η φάση της εξισορρόπησης από το ανοσοποιητικό σύστηµα, όπου δεν 

παρατηρείται εµφάνιση νέων αλλοιώσεων, ενώ συχνά αυτοϊώνται οι ήδη υπάρχουσες. Τέλος 
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ακολουθεί µια απώτερη φάση (9 µήνες έως 2 έτη από την πρωτοµόλυνση), κατά την οποία 

έχουµε παρατεταµένη ύφεση ή παραµένουσα νόσο µε υποτροπές. Στο Σχήµα 2.9 

συνοψίζεται η εξέλιξη της HPV µόλυνσης σε µη παραγωγική και παραγωγική φλεγµονή. 

 

2.3.5. ΗPV και καρκινογένεση 

Η µόλυνση από τους ιούς HPV «υψηλού κινδύνου» µπορεί να οδηγήσει στην 

εµφάνιση φλεγµονής µη παραγωγικού τύπου, κατά την οποία το γονιδίωµα του ιού 

ενσωµατώνεται στο γενετικό υλικό του κυττάρου ξενιστή (Durst και συν, 1985). Παρά το 

γεγονός πως η ενσωµάτωση φαίνεται πως συµβαίνει τυχαία στα χρωµοσώµατα του κυττάρου 

ξενιστή, η ανεύρεση ειδικών τόπων ενσωµάτωσης ενδεχοµένως να ευθύνεται για την 

ενεργοποίηση ή απενεργοποίηση συγκεκριµένων γονιδίων. Κατά την ενσωµάτωση του DNA 

του ιού παρατηρείται απώλεια των «ανοιχτών πλαίσιων ανάγνωσης» Ε1 και Ε2, όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 2.10, γεγονός που εξαλείφει την ανασταλτική επίδραση των πρωτεϊνών 

Ε1 και Ε2 στην έκφραση των ιικών πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 και οδηγεί στην ανεξέλεγκτη 

παραγωγή τους (Frinzer και συν, 2002).  

Η ενσωµάτωση του DNA του ιού στο γονιδίωµα του κυττάρου ξενιστή, επίσης, έχει 

ως αποτέλεσµα την αύξηση της σταθερότητας των Ε6 και Ε7 mRNA (Jeon και Lambert, 

1995). Οδηγεί σε µη αντιστρεπτή απορρύθµιση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων p53 και 

Rb, χρωµοσωµιακή αστάθεια και αθανατοποίηση των κυττάρων (Ferenczy και Franco, 

2002). Το ιικό γονιδίωµα αναδιπλασιάζεται, όµως η µη έκφραση της όψιµης περιοχής L για 

την παραγωγή των δοµικών πρωτεϊνών της ιικής κάψας, καθιστά αδύνατη τη 

συναρµολόγηση ιικών σωµατιδίων. Η διάκριση µεταξύ της επισωµιακής και της 

ενσωµατωµένης µορφής του ιικού γονιδιώµατος µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε διάφορες 

µεθόδους, όπως η DIPS-PCR και η APOT (Luft και συν, 2001, Klaes και συν, 1999). 
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Σχήµα 2.10. Επισωµατική και ενσωµαστωµένη µορφή του γονιδιώµατος του ιού HPV στα 

κύτταρα του ξενιστή. 
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Σε καλοήθεις αλλοιώσεις το γονιδίωµα του ιού HPV βρίσκεται σε επισωµιακή µορφή, 

ενώ σε κακοήθεις αλλοιώσεις είναι ενσωµατωµένο στο γονιδίωµα του κυττάρου ξενιστή, 

όπως φαίνεται στο Σχήµα 2.11. Η συχνότητα της ενσωµάτωσης αυξάνει µε το βαθµό της 

σοβαρότητας της νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας (Klaes και συν, 1999). Έχει προταθεί 

πως η ενσωµάτωση του ιικού DNA στο γονιδιώµα του κυττάρου ξενιστή αποτελεί 

απαραίτητη συνθήκη για την κακοήθη εξαλλαγή του κυττάρου. 

Η υπερπαραγωγή των ιικών πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 προκαλούν αλλαγές στο ρυθµό 

πολλαπλασιασµού των µολυσµένων κυττάρων µε αποτέλεσµα την αθανατοποίηση των 

κυττάρων και την κακοήθη εξαλλαγή τους (Σχήµα 2.12 και 2.13). Η ουσιαστική διαφορά 

µεταξύ των «υψηλού κινδύνου» και των «χαµηλού κινδύνου» HPV συνίσταται στο ότι οι Ε6 

και Ε7 των «χαµηλού κινδύνου» HPV δεν έχουν µεγάλη χηµική συγγένεια µε τις πρωτεΐνες 

p53 και Rb και εποµένως δεν µπορούν να προκαλέσουν κακοήθη εξαλλαγή. Τόσο η 

πρωτεΐνη Ε6, όσο και πρωτεΐνη Ε7 των HPV «υψηλού κινδύνου» µπορούν ανεξάρτητα να 

προκαλέσουν αθανατοποίηση των επιθηλιακών κυττάρων (Halbert και συν, 1991). Ωστόσο η 

συνδυασµένη δράση τους φαίνεται πως δρα συνεργιστικά (Σχήµα 2.14). Η Ε7 παρακάµπτει 

την αναστολή της Ε6 από την ΙΝΚ4Α µέσω της απευθείας ενεργοποίησης των κυκλινών Α 

και Ε, ενώ η Ε6 µε τη σειρά της εποδίζει τη Ε7-επαγώµενη απόπτωση αποδοµώντας τις 

πρωτεΐνες p53 και ΒΑΚ (Thomas και Banks, 1998, Zerfass και συν, 1995). 

 

2.4. Παραγοντες εξέλιξης της µόλυνσης  

2.4.1. Ανοσο-απόκριση 

Το ανοσοποιητικό σύστηµα µέσω του κυτταρικού και µέσω του χυµικού του σκέλους 

αποτελεί τον κύριο ρυθµιστή της εξέλιξης της HPV µόλυνσης συµµετέχοντας ενεργά στην 

αντιµετώπιση της (Σχήµα 2.15). Το γεγονός αυτό µπορεί έµµεσα να διαπιστωθεί εξαιτίας της 

αυξηµένης επίπτωσης ενδοεπιθηλιακών νεοπλασµατικών αλλοιώσεων (SIL) στον τράχηλο 
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της µήτρας ανοσοκατεσταλµένων γυναικών (Petry και συν, 1994). Επιπλέον έχει βρεθεί πως 

ασθενείς µε κονδυλωµατοειδή επιδερµοδυσπλασία, οι οποίοι πάσχουν από ανοσοανεπάρκεια 

αναπτύσουν πολύ συχνά καρκίνο του δέρµατος (Benton και συν, 1992). 

 

 

Σχήµα 2.11. Η σχέση της επισωµατικής και της ενσωµαστωµένης µορφής του γονιδιώµατος του ιού 

HPV στα κύτταρα του ξενιστή µε την ανάπτυξη καλοήθων και κακοήθων αλλοιώσεων. 
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Σχήµα 2.12. Ογκοπρωτεΐνη Ε6 και καρκινογένεση. 
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Σχήµα 2.13. Ογκοπρωτεΐνη Ε7 και καρκινογένεση.  
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Σχήµα 2.14. Αλληλεπίδραση ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7. Η Ε7 παρακάµπτει την αναστολή της Ε6 

από την ΙΝΚ4Α µέσω της απευθείας ενεργοποίησης των κυκλινών Α και Ε, ενώ η Ε6 µε τη σειρά της 

εποδίζει τη Ε7-επαγώµενη απόπτωση αποδοµώντας τις πρωτεΐνες p53 και ΒΑΚ. 
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Σχήµα 2.15. Η ανοσο-απόκριση και άλλοι παράγοντες εξέλιξης της HPV µόλυνσης σε διηθητικό 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. 
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Μια σειρά από µελέτες έχουν δείξει τη συµµετοχή τόσο της κυτταρικής όσο και της 

χυµικής ανοσίας σε περιπτώσεις υποτροπιάζουσων HPV λοιµώξεων (Hopfl, και συν, 2000). 

H παρουσία κυττάρων ΝΚ έχει συσχετιστεί µε την υποχώρηση HPV επαγώµενων 

τραχηλικών λοιµώξεων (Garzetti και συν, 1995). Η διήθηση του επιθηλίου µε µονοπύρηνα 

σε ασθενείς µε υποτροπιάζουσες αλλοιώσεις έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση των επιπέδων 

των κυτταροκινών, όπως ΙFN-γ, IL-2 και IL-12, µε αποτέλεσµα την υποχώρηση των 

αλλοιώσεων (Frazer, 1996). Tα κύτταρα Langerhans, τα πιο σηµαντικά 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα των επιθηλιακών κυττάρων για τα Τ-λεµφοκύτταρα σε 

υποτροπιάζουσες HPV επαγώµενες αλλοιώσεις είναι µειωµένα. Ωστόσο φαίνεται πως η Τ-

κυτταρική ανοσία ευθύνεται κατά κύριο λόγο στην καταστολή της λοίµωξης (Tindle και 

Frazer, 1994). Η παραγωγή αντισωµάτων έναντι των πρωτεϊνών L1 και L2 της ιικής κάψας 

είναι επίσης σηµαντική τόσο στην προφύλαξη της λοίµωξης, όσο και στην υποχώρηση των 

HPV σχετιζόµενων αλλοιώσεων (Schiller και συν, 2000, Sun και συν, 1999). Τo γεγονός, 

όµως, πως ο ιός προσβάλλει τα επιθηλιακά κύτταρα του ξενιστή που διαφοροποιούνται χωρίς 

όµως να προκαλεί τη λύση τους, έχει ως αποτέλεσµα τη µειωµένη παραγωγή αντισωµάτων 

τόσο τοπικά όσο και στον ορό. 

H παράκαµψη των µηχανισµών ανοσο-απόκρισης του κυττάρου έχει βρεθεί πως 

αποτελεί βασικό παράγοντα της εξέλιξης της HPV λοίµωξης σε προκαρκινικές αλλοιώσεις 

και καρκίνο (Spataro και συν, 1998, Graderi και συν, 2000). Η µεγάλη διάρκεια των HPV 

λοιµώξεων καθώς και οι συνεχείς υποτροπές τους σε ανοσοεπαρκείς ασθενείς υποδηλώνουν 

τη µη αποτελεσµατική ανοσοαπόκριση των κυττάρων του ξενιστή. Ο ιός HPV δεν 

εξουδετερώνεται από τους ανοσολογικούς µηχανισµούς του ξενιστή όταν δεν αναγνωρίζεται 

λόγω υποέκφρασης των αντιγόνων HLA, όταν διαταράσεται η επικοινωνία µεταξύ του 

µολυσµένου HPV κυττάρου και των κυττάρων άµυνας λόγω µειωµένης έκφρασης 

κυτταροκινών, καθώς και όταν δεν επάγωνται οι µηχανισµοί απόπτωσης των µολυσµένων 
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κυττάρων (Finger και συν, 2002). Ο µη κυτταρολυτικός χαρακτήρας της ΗPV λοίµωξης και 

η χαµηλή έκφραση ιικών πρωτεϊνών στις βασικές στιβάδες του επιθηλίου καθυστερούν την 

αποτελεσµατική αντιµετώπιση του ιού. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός πως ο 

ίδιος ο ιός HPV έχει την ικανότητα να τροποποιεί την ανοσο-απόκριση των κυττάρων του 

ξενιστή. Έχει βρεθεί πως η πρωτεΐνη Ε5 µειώνει τα επίπεδα CD95 υποδοχέων στην 

κυτταρική µεµβράνη των επιθηλιακών κυττάρων, οι οποίοι ενέχονται στην επαγωγή των 

αποπτωτικών µηχανισµών (Kabsch και Alonso, 2002). ∆εδοµένου ότι η πρωτεΐνη Ε5 

συνήθως εξαλείφεται κατά την ενσωµάτωση του ιικού DNA στο κυτταρικό γονιδίωµα, η 

συσχέτιση µειωµένων υποδοχέων CD95 και HPV φαίνεται πως περιορίζεται στο 

φυσιολογικό κύκλο του ιού όπου η αναστολή της απόπτωσης εξασφαλίζει τον 

πολλαπλασιασµό του ιού και τη συναρµολόγηση των ιικών σωµατιδίων. Επιπλέον η 

υπερέκφραση της πρωτεΐνης Ε7 αναστέλλει τη λειτουργία των δεντριτικών κυττάρων 

επιδρώντας στη διαφοροποίηση των κυττάρων αυτών (Frazer και συν, 1999). 

 

2.4.2. Γενετικοί παράγοντες 

Το σύστηµα ιστοσυµβατότητας του ανθρώπου HLA είναι υπεύθυνο για την 

παρουσίαση των ιικών αντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα και την ενεργοποίησή του µε 

στόχο την αναγνώριση και εξουδετέρωση των κυττάρων που έχουν µολυνθεί (Hildesheim 

και Wang, 2002). Κύριο χαρακτηριστικό των γονιδίων του συστήµατος HLA είναι η 

παρουσία πολυµορφισµών, οι οποίοι ευθύνονται για τη διαφορετική συγγένια των µορίων 

HLA µε τα διάφορα αντιγόνα, µεταξύ των οποίων και τα αντιγόνα του ιού HPV. Πολλές 

µελέτες έχουν εξετάσει τη σχέση συγκεκριµένων πολυµορφισµών του συστήµατος HLA µε 

την εµφάνιση HPV-εξαρτώµενου καρκίνου του τραχήλου της µήτρας µε περισσότερο καλά 

µελετηµένους τους απλότυπους των µορίων της κλάσης ΙΙ DQB1*03 (DQB1*0301, 
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DQB1*0302, DQB1*0303), DRB1*1501, DQB1*0602, DRB1*13 (DRB1*1301, 

DRB1*1302, DRB1*1303 DRB1*1304 και DRB1*1305) και DQB1*0603. 

Μελέτες σε διαφορετικούς πληθυσµούς τόσο στην Αµερική όσο και στην Ευρώπη 

έχουν δείξει πως οι απλότυποι DRB1*13 και DQB1*0603 παρέχουν προστασία για την 

εµφάνιση καρκίνου του τραχήλου της µήτρας (Wang και συν, 2001, Odunsi και συν, 1996, 

Apple και συν, 1994). Η αρνητική συσχέτιση των απλοτύπων αυτών µε την εµφάνιση 

καρκίνου του τραχήλου της µήτρας είναι πιο έντονη σε γυναίκες θετικές στον ιό HPV-16 

(Hildesheim και συν, 1998, Apple και συν, 1994). Ωστόσο δεν είναι ακόµα σαφές ποιός από 

τους απλότυπους DRB1*13 (DRB1*1301, DRB1*1302, DRB1*1303 DRB1*1304 και 

DRB1*1305) ή κατά πόσο ο συνδυασµός DRB1*13 και DQB1*0603 µεταξύ τους ή µε 

άλλους πολυµορφισµούς ευθύνονται για το µειωµένο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του 

τραχήλου της µήτρας. Αντίθετα, οι απλότυποι DQB1*03 (DQB1*0301, DQB1*0302, 

DQB1*0303) έχουν συσχετιστεί µε αυξηµένο κίνδυνο σε πληθυσµούς από την Αµερική, την 

Ευρώπη , την Αφρική και την Ιαπωνία (Beskow και συν, 2001, Lin και συν, 2001, Cuzick και 

συν, 2000, Neuman και συν, 2000, Sastre και συν, 1996, Sanjeevi και συν, 1996, Νawa και 

συν, 1995). Με αυξηµένο κίνδυνο έχουν συσχετιστεί και οι απλότυποι DRB1*1501, 

DQB1*0602 ιδιαίτερα σε HPV 16 θετικές γυναίκες (Beskow και συν, 2001, Sanjeevi και 

συν, 1996, Apple και συν, 1994), ωστόσο η συσχέτιση αυτή δεν επιβεβαιώνεται από άλλους 

ερευνητές (Wang και συν, 2001, Hildesheim και συν, 1998, Odunsi και συν, 1996). 

Για τα µόρια κλάσης Ι του συστήµατος HLA, η πλειοψηφία των µελετών στηρίζεται 

σε ορολογικές µεθόδους, οι οποίες δεν επιτρέπουν την ανίχνευση ειδικών απλότυπων. Έχει 

βρεθεί πως οι τύποι Β44 και Β7 σχετίζονται θετικά µε την ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου 

της µήτρας, ενώ ο τύπος Β15 έχει προστατευτική δράση (Wang και συν, 2001, Brady και 

συν, 1999, Hildesheim και συν, 1998, Bontkes και συν, 1998). Ο µικρός αριθµός των 
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µελετών καθώς και η αναφορά αντίθετων συσχετίσεων από άλλες µελέτες καθιστά αναγκαία 

στο µέλλον τη διερεύνηση των συσχετίσεων αυτών. 

Αρκετοί ερευνητές έχουν µελετήσει τους πολυµορφισµούς του γονιδίου της 

πρωτεΐνης p53 στο κωδικόνιο 72 σε σχέση µε την ανάπτυξη HPV σχετιζόµενου καρκίνου του 

τραχήλου της µήτρας. Ασθενείς οµόζυγοι Arg+/Arg+ στη θέση 72 που φέρουν ιό HPV 

υψηλού κινδύνου εµφανίζουν µεγαλύτερο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας σε σχέση µε ασθενείς οµόζυγους ή ετερόζυγους (Pro+/Pro+, Pro+/Arg+) για την p53 

προλίνη (Storey και συν, 1998). In vivo πειράµατα έχουν δείξει πως η µορφή της πρωτεΐνης 

p53 µε αργινίνη στη θέση 72 είναι πιο επιρρεπής στην αποικοδόµηση που µεσολαβείται από 

την πρωτεΐνη Ε6 του ιού HPV σε σχέση µε τη µορφή µε προλίνη στην αντίστοιχη θέση 

(Storey και συν, 1998).  

Παρά το γεγονός πως ο πολυµορφισµός Arg+/Arg+ έχει προταθεί ως προδιαθεσικός 

παράγοντας για τον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, δεν έχει επιβεβαιώθει (Ngan και συν, 

1999, Minaguchi και συν, 1998). Άλλοι ερευνητές έχουν, επίσης, συσχετίσει την παρουσία 

πολυµορφισµών και σε άλλα γονίδια, π.χ. MTHFR, WAF1 και IL-10, µε την ανάπτυξη 

καρκίνου του τραχήλου της µήτρας (Goodman και συν, 2001, Harima και συν, 2001, 

Stanczuk και συν, 2001). Η διερεύνηση τα τελευταία χρόνια και άλλων µοριακών 

µηχανισµών, όπως η απώλεια της ετεροζυγωτίας (LOH), του φαινοµένου της 

υπερµεθυλίωσης και της αστάθειας του µικροδορυφορικού DNA συµβάλλει περαιτέρω στην 

κατανόηση της αλληλεπίδρασης των γενετικών υλικών του ιού και του κυττάρου ξενιστή 

(Virmani και συν, 2001, Chung και συν, 1999, Lazo, 1999). 

 

2.4.3. Άλλοι παράγοντες 

∆ιάφοροι άλλοι παράγοντες έχει βρεθεί πως δρούν συνεργιστικά στην εξέλιξη της 

HPV µόλυνσης σε λοίµωξη και στην καρκινογένεση (Πίνακας 2.6).  
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Πίνακας 2.6. Παράγοντες εξέλιξης ΗPV λοίµωξης. 
Ιικοί παράγοντες    

 Τύπος ιού HPV -«υψηλού κινδύνου» HPV 

-«ενδιάµεσου κινδύνου» HPV 

-«χαµηλού κινδύνου» HPV 

 Ενδότυπος ιού HPV -Ευρωπαικός ενδότυπος 

-µη Ευρωπαικοί ενδότυποι 

 Πολλαπλή λοίµωξη HPV  

 Ιικό φορτίο HPV  

Κυτταρικοί παράγοντες   

 Ανοσοαπόκριση ξενιστή -κυτταρική ειδική ανοσία 

-χυµική ειδική ανοσία 

-κυτταρική εγγενής ανοσία 

-χυµική εγγενής ανοσία  

 Πολυµορφισµοί HLA -DRB1*1301-5, DQB1*0603 

-DQB1*0301-3 

 Άλλοι πολυµορφισµοί -p53 

-MTHFR 

-WAF1 

-IL-10 

 Άλλοι γενετικοί παράγοντες -Ενεργοποίηση ογκογονιδίων 

-Απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων 

-αστάθεια µικροδορυφορικού DNA 

 

Άλλοι παράγοντες   

 Ηλικία  

 Κάπνισµα  

 Ανοσοκατασταλτικά φάρµακα  

 Συνυπάρχουσες λοιµώξεις  -ΗΙV 

-Σεξουαλικώς µεταδιδόµενα 

νοσήµατα 

 Αντισυλληπτικά δισκία  

 Αριθµός κυήσεων -περισσότερες από 7 

-λιγότερες από 7 

 ∆ιατροφή  

 

Στους παράγοντες αυτούς περιλαµβάνονται ιικοί παράγοντες όπως ο τύπος του ιού 

(Matsumoto και συν, 2000, Xi και συν, 1997, Chan και συν, 2002, Villa και συν, 2000, 

Βerumen και συν, 2001) και παρουσία πολλαπλής µόλυνσης (Critchlow και συν, 1995), αλλά 

και διάφοροι συνεργιστικοί παράγοντες όπως η ηλικία (Bosch και Munoz, 2002), το 
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κάπνισµα (Ηildesheim και συν, 2001, Deacon και συν 2000, Szarewski και Cuzick, 1998, 

Κjaer και συν, 1998, Schiffman και συν, 1993), οι συνυπάρχουσες µολύνσεις, ο αριθµός των 

κυήσεων (Munoz και συν, 2002, Ηildesheim και συν, 2001, Thomas και συν, 2001 Deacon 

και συν 2000, Schiffman και συν, 1993), η λήψη αντισυλληπτικών ή άλλων εξωγενών 

ορµονών (Moneno και συν, 2002) και η χρήση ανοσοκατασταλτικών φαρµάκων (Bosch και 

Munoz, 2002). Επιπλέον, αξίζει να σηµειωθεί πως υπάρχουν µεγάλες διακυµάνσεις από 

ξενιστή σε ξενιστή όσον αφορά τη χρονική διάρκεια της κάθε φάσης της HPV λοίµωξης 

αλλά και τεράστια ποικιλία στην έκταση της νόσου, στην ανατοµική της κατανοµή και στην 

εµφάνιση αλλοιώσεων. 

 

2.5. ∆ιάγνωση HPV µόλυνσης 

2.5.1. Έµµεσες και άµεσες διαγνωστικές προσεγγίσεις 

Η διάγνωση της HPV µόλυνσης γίνεται τόσο έµµεσα µε την ανίχνευση των 

µορφολογικών αλλαγών που προκαλεί ο ιός στα κύτταρα και τους ιστούς, όσο και άµεσα µε 

την ανίχνευση του ιικού DNA µε µοριακές τεχνικές (Πίνακα 2.7). Η πρώτη οµάδα 

διαγνωστικών µεθόδων περιλαµβάνει την κλινική εξέταση, την κυτταρολογική εξέταση κατά 

Παπανικολάου επιχρισµάτων του τραχήλου της µήτρας, την κολποσκόπηση και την 

ιστολογική εξέταση των βιοψιών από κλινικές και υποκλινικές αλλοιώσεις. Η διάγνωση 

βασίζεται στην εκτίµηση της µορφολογίας των αλλοιώσεων είτε µακροσκοπικά είτε 

µικροσκοπικά. Παράδειγµα HPV-σχετιζόµενης µορφολογικής αλλοίωσης αποτελεί η 

ανεύρεση κοιλοκυττάρων, καλώς διαφοροποιηµένων κυττάρων της διάµεσης και της 

επιπολής στιβάδας του επιθηλίου, χωρίς µιτωτική δραστηριότητα, µε κυτταροπλασµατικό 

κενοτόπιο. Ωστόσο σε αρκετές περιπτώσεις η ασφαλής διάγνωση δεν είναι εφικτή, ενώ 

συχνά υπερεκτιµώνται µεταπλαστικές ή ατροφικές αλλοιώσεις και χαρακτηρίζονται ΗPV 

φλεγµονές (Cox, 1996). 
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Ο συνδυασµός των έµµεσων διαγνωστικών προσεγγίσεων µε τη χρήση µοριακών 

τεχνικών που έχουν ως στόχο την άµεση ανίχνευση του ιού HPV έχει ως αποτέλεσµα τον 

περιορισµό τόσο των ψευδώς αρνητικών, όσο και των ψευδώς θετικών αποτελεσµάτων (Cox, 

1998). Στις µοριακές τεχνικές που έχουν χρησιµοποιηθεί µέχρι σήµερα για την ανίχνευση 

του HPV DNA περιλαµβάνονται οι τεχνικές υβριδισµού και η αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης PCR. Η αναζήτηση αντισωµάτων ανοσοϊστοχηµικά τόσο τοπικά, όσο και στον 

ορό δίνει θετικά αποτελέσµατα σε περιορισµένο αριθµό ασθενών λόγω της χαµηλής 

αντιγονικότητας της ιικής κάψας. Η ανεύρεση αντισωµάτων έναντι των πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 

στον ορό ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας µπορεί στο µέλλον να αποκτήσει 

κλινική εφαρµογή. Η χρήση του ηλεκτρονικού µικροσκοπίου δεν είναι εφικτή σε καθηµερινή 

χρήση, όπως είναι ανέφικτη η επίτευξη κυτταροκαλλιεργειών για τον ιό HPV.  

 

Πίνακας 2.7. ∆ιάγνωση HPV λοίµωξης στην κλινική πράξη. 
Είδος προσέγγισης Μέθοδος 

 

Έµµεσες διαγνωστικές προσεγγίσεις 

 

 

 κυτταρολογική εξέταση επιχρισµάτων κατά Παπανικολάου  

 κολποσκόπηση 

 ιστολογική εξέταση 

Άοµεσες διαγνωστικές προσεγγίσεις 

 

 

 PCR 

  Specific PCR 

  Multiplex PCR 

  PCR-RFLP 

 Υβριδισµός 

  ανάλυση Southern Blot 

  ανάλυση Dot Blot 

  υβριδισµός FISH 

  υβριδισµός ISH 

  υβριδισµός σε διάλυµα 

  τεχνική Hybric Capture II 
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2.5.2 Τεχνικές υβριδισµού και HPV 

Η µέθοδος του υβριδισµού συνίσταται στην αρχική διάσπαση του δίκλωνου DNA και 

ακολούθως στη δέσµευση των κλώνων του DNA του ιού από σεσηµασµένο DNA- ή RNA-

ανιχνευτή. Ο ανιχνευτής σχηµατίζει µε τον κλώνο του DNA υβρίδιο σύµφωνα µε την αρχή 

συµπληρωµατικότητας των βάσεων. Μέχρι σήµερα έχουν χρησιµοποιηθεί αρκετές µέθοδοι 

µε βάση την αρχή του υβριδισµού µεταξύ των οποίων η ανάλυση Southern Blot, η ανάλυση 

Dot Blot, ο υβριδισµός FISH (Filter In Situ Hybridation), ο υβριδισµός ISH (In Situ 

Hybridation) και ο υβριδισµός σε διάλυµα (Solution Hybridation). 

Με την ανάλυση Southern Blot, η οποία επινοήθηκε το 1976, ανιχνεύεται το DNA 

του ιού HPV σε κυτταρολογικό και ιστολογικό υλικό, το οποίο αρχικά υφίσταται 

οµοιογενοποίηση και επεξεργασία µε περιοριστικά ένζυµα ώστε να εξαχθεί το DNA, 

ακολούθως τα τµήµατα του DNA µετά από ηλεκτροφόρηση µετουσιώνονται και στη 

συνέχεια προστίθενται DNA-ανιχνευτής. Πρόκειται για µια τεχνική αρκετά ευαίσθητη (0,1-1 

αντίγραφο HPV/κύτταρο) και ειδική, που είναι όµως αρκετά επίπονη, χρονοβόρα, ενώ 

επιπλέον απαιτεί µεγάλες ποσότητες DNA (5-10ng). Η ανάλυση Dot Blot/ViraPap 

συνίσταται στη χρήση DNA ανιχνευτών (Dot Blot) ή RNA ανιχνευτών (ViraPap) χωρίς να 

προηγηθεί η απαλλαγή του υλικού από το κυτταρικό DNA και ο αποχωρισµός των τµηµάτων 

DNA µε ηλεκτροφόρηση, όπως συµβαίνει στην ανάλυση Southern Blot. Η ανάλυση Dot 

Blot/ViraPap είναι µια τεχνική γρήγορη και η εφαρµογή της δεν απαιτεί ιδιαίτερο οικονοµικό 

κόστος, ωστόσο σε σχέση µε την ανάλυση Southern Blot έχει µικρότερη ευαισθησία (1-10 

αντίγραφα/κύτταρο), γεγονός που την καθιστά αναξιόπιστη στη κλινική πράξη. Με τον in 

situ υβριδισµό (ΙSH) διατηρείται η µορφολογία του δείγµατος και µπορεί η εντόπιση του 

HPV να πραγµατοποιηθεί τόσο σε κυτταρολογικό, όσο και σε ιστολογικό υλικό. Βασικό 

µειονέκτηµα της µεθόδου αποτελεί η χαµηλή ευαισθησία της (20-50 αντίγραφα/κύτταρο). Η 

τεχνική του in situ υβριδισµού µε φίλτρο (FISH) είναι πιο απλή από την ανάλυση Dot 
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Blot/ViraPap και τον in situ υβριδισµό (ΙSH). Μπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση 

του ιού HPV µόνο σε κυτταρικό υλικό, ενώ η ευαισθησία της µεθόδου είναι ιδιαίτερα 

χαµηλή (10-100 αντίγραφα/κύτταρο). 

Ο υβριδισµός σε διάλυµα (Solution Hybridation) συνίσταται στην επιλογή δύο 

τµηµάτων του ιικού γονιδιώµατος, από τα οποία το ένα ακινητοποιείται πάνω σε ειδικό 

υλικό, ενώ το άλλο τµήµα υφίσταται σήµανση και χρησιµοποιείται ως ανιχνευτής. 

Εξελιγµένη µορφή της µεθόδου αυτής αποτελεί η τεχνική Hybric Capture II (HC-II). Το 

υλικό συλλέγεται από τον τράχηλο της ασθενούς και τοποθετείται σε σωλήνα µε ειδικό υγρό. 

Ακολουθεί o υβριδισµός του DNA του ιού HPV µε ειδικούς RNA-ανιχνευτές και η 

ακινητοποίηση του συµπλέγµατος από ειδικά αντισώµατα που υπάρχουν στην εσωτερική 

επιφάνεια του σωλήνα. Ακολουθεί έκπλυση και αντίδραση των ακινητοποιηµένων υβριδίων 

µε ειδικά αντι DNA/RNA µονοκλωνικά αντισώµατα συνδεδεµένων µε αλκαλική 

φωσφατάση. Η αντίδραση που πραγµατοποιείται στη συνέχεια µετά από επώαση σε ειδικό 

υλικό έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή φωτός, η ένταση του οποίου είναι ανάλογη της 

ποσότητας του ιικού DNA.  

Η τεχνική HC-II συγκρίνεται σε ακρίβεια και ευαισθησία µε την ανάλυση Southern 

Blot. Η αναλυτική ευαισθησία της µεθόδου µπορεί να φθάσει σε 0,2pg HPV DNA/ml, 

ποσότητα που ισοδυναµεί µε 1000 αντίγραφα/δείγµα. 

 

2.5.3. Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης και HPV 

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR), συνίσταται, όπως 

περιγράφεται αναλυτικά στο Κεφάλαιο 8, στον πολλαπλασιασµό του αρχικού HPV DNA σε 

διαδοχικούς κύκλους µε τη χρήση του ενζύµου της πολυµεράσης. Υπάρχουν δύο συστήµατα 

εκκινητών που χρησιµοποιούνται στην αντίδραση PCR, οι εκκινητές που µπορουν να 

προσδιορίσουν µια οµάδα διαφορετικών τύπων (general primers ή consensus primers) και οι 
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εκκινητές που είναι ειδικοί για ένα συγκεκριµένο τύπο ιού (type specific primers). 

Συγκριτικά µε τις υπόλοιπες µεθόδους, η τεχνική της PCR διαθέτει τη µεγαλύτερη 

ευαισθησία (1 αντίγραφο/δείγµα) και ταχύτητα, ενώ ταυτόχρονα παρέχει τη δυνατότητα και 

τυποποίησης του ιού HPV. Η µεγάλη ευαισθησία της µεθόδου αποτελεί το µεγάλο 

πλεονέκτηµα της παρέχοντας τη δυνατότητα να εντοπιστεί µε µεγάλη ακρίβεια ελάχιστη 

ποσότητα DNA HPV. Ωστόσο το γεγονός αυτό επιβάλλει ιδιαίτερη προσοχή κατά την 

εφαρµογή της λόγω της αυξηµένης πιθανότητας επιλοιµώξεων. Τα τελευταία χρόνια γίνονται 

προσπάθειες για την εξέλιξη της αντίδρασης της PCR µε στόχο την ηµιποσοτική ή ποσοτική 

εκτίµηση του ιικού φορτίου του δείγµατος. 

 

2.6. Θεραπευτικές προσεγγίσεις-Πρόληψη 

Στον Πίνακα 2.8 παρουσιάζονται οι διαφορετικοί τρόποι θεραπευτικής προσέγγισης 

της HPV λοίµωξης. Η λογική της παραδοσιακής θεραπευτικής αντιµετώπισης των HPV 

λοιµώξεων βασίζεται στην καταστροφή των αλλοιώσεων που προκαλεί ο ιός (Baker και 

Tying, 1997). Για τις προκαρκινικές αλλοιώσεις (HSIL) στον τράχηλο της µήτρας συνίσταται 

η αφαίρεσή τους µε κωνοειδή εκτοµή, ή η καταστροφή τους µε κρυοπηξία ή εξάχνωση µε 

laser. Στην περίπτωση των οξυτενών κονδυλωµάτων µπορούν να χρησιµοποιηθούν διάφορες 

φαρµακευτικές ουσίες, όπως η ποδοφυλλίνη, η ποδοφυλοτοξίνη, το τριχλωρο-οξικό οξύ και 

η κρέµα imiquuimod. Η χρήση της 5-φθοριο-ουρακίλης και τοπικών ενέσεων ιντερφερόνης 

σήµερα έχει εγκαταλειφθεί. Η µη απόκριση στην αγωγή ή εµφάνιση υποτροπών απαιτεί την 

καταστροφή των κονδυλωµάτων µε κρυοπηξία, διαθερµία, ή laser ή τη χειρουργική εκτοµή 

τους. Η συστηµατική χορήγηση ιντερφερόνης συνίσταται σε υποτροπιάζοντα οξυτενή 

κονδυλώµατα µε συνεχείς υποτροπές ως συµπληρωµατική αγωγή της καταστροφής τους µε 

laser. Η αντιµετώπιση των θηλωµάτων του δέρµατος µπορεί να γίνει είτε µε τη χρήση 

ποδοφυλλίνης, είτε µε κρυοπηξία µε υγρό άζωτο. Υποτροπιάζοντα θηλώµατα του λάρυγγα 
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αφαιρούνται χειρουργικά, ενώ πρέπει να αποφεύγεται η ακτινοβολία εξαιτίας του κινδύνου 

πρόκλησης κακοήθους εξαλλαγής.  

 

Πίνακας 2.8. Θεραπευτικές προσεγγίσεις HPV΄λοίµωξης. 
Είδος προσέγγισης Θεραπεία 

 

Φαρµακευτική 

 

 

 ποδοφυλλίνη 

 ποδοφυλοτοξίνη 

 τριχλωρο-οξικό οξύ 

 imiquimod 

 ιντερφερόνη 

 Εµβόλιο/ανοσοθεραπεία 

Χειρουργική 

 

 

 Κρυοπηξία µε υγρό άζωο 

 διαθερµία 

laser  

Χειρουργική εξαίρεση 

 

Τα τελευταία χρόνια το ερευνητικό ενδιαφέρον έχει εστιαστεί στην παραγωγή 

εµβολίων, τα οποία περιέχουν φυσικές ή ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες της κάψας του ιού 

HPV (Μandic και Vujkov, 2004). Τα εµβόλια αυτά έχουν προφυλακτικό ρόλο βελτιώνοντας 

το χυµικό σκέλος της ανοσίας του κυττάρου ξενιστή και η εφαρµογή τους στην κλινική 

πράξη αναµένεται στο µέλλον να περιορίσει τις λοιµώξεις από τους ιούς HPV µε αποτέλεσµα 

τη µείωση της επίπτωσης του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας στις γυναίκες. Τα πρώτα 

πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση κεκαθαρµένων ζωικών HPV δοµικών 

πρωτεϊνών (VLPs) µε αποτέλεσµα την προστασία έναντι της HPV λοίµωξης στα 

πειραµατόζωα, στα οποία χορηγήθηκαν (Breitburd και συν, 1995, Suzich και συν, 1995). Η 

ανάπτυξη εµβολίων χρησιµοποιώντας ανθρώπινα VLPs από τις δοµικές πρωτεΐνες L1 και L2 

είχε πολύ καλά ανοσοποιητικά αποτελέσµατα και ήταν καλά ανεκτή, χωρίς παρενέργειες 

στον ξενιστή (Ηarro και συν, 2001). Αυτή τη στιγµή έχουν γίνει ή βρίσκονται σε εξέλιξη 
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κλινικές δοκιµές για τους ιούς HPV 11, 6, 16 και 18 µε τη χορήγηση VLP για έναν ιό ή για 

συνδυασµό ιών. Το 2002, τα αποτελέσµατα κλινικής δοκιµής φάσης ΙΙΙ για τη χρήση VLP 

για τον ιό HPV 16, έδειξαν πως το εµβόλιο µειώνει σηµαντικά την επίπτωση εµφάνισης CIN 

στις HPV-αρνητικές κατά τη στιγµή χορήγησής του γυναίκες µε παρακολούθηση 17 µηνών 

(Koutsky και συν, 2002). Παρόµοια αποτελέσµατα κλινικής δοκιµής φάσης ΙΙΙ 

παρουσιάστηκαν το 2005 για το συνδυασµένο εµβόλιο VLPs για τους ιούς HPV 16, 18, 6 και 

11 σε 13.000 γυναίκες ηλικίας 16 έως 26 έτη µετά από τη χορήγηση τριών δόσεων του 

εµβολίου και µε 17 µήνες παρακολούθηση. Την επόµενη διετία αναµένεται να εγκριθούν από 

τον Αµερικανικό Οργανισµό Φαρµάκων (FDA) τo εµβόλιo VLPs για τους ιούς HPV 16 και 

18 (Cervarix, GlaxoSmithKline plc) καθώς και το εµβόλιο VLPs για τους ιούς HPV 16, 18, 6 

και 11 (Gardasil, Merk&Co Inc). Στο µέλλον αναµένεται να διευκρινισθεί η 

αποτελεσµάτικότητα των εµβολίων αυτών για την πρόληψη του καρκίνου της µήτρας, η 

διάρκεια της προστασίας που προσφέρουν καθώς και η αναγκαιότητα εισαγωγής εµβολίου 

κατά του ιού HPV στα εθνικά προγράµµατα εµβολιασµού. 

Παράλληλα γίνεται προσπάθεια για την παραγωγή θεραπευτικών εµβολίων σε 

ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας (Adams και συν, 2001). Στην τελευταία 

περίπτωση χρησιµοποιούνται πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από την πρώιµη περιοχή Ε του 

ιικού γονιδιώµατος (πχ Ε6 και Ε7), µε ιδιαίτερα ελπιδοφόρα θεραπευτικά αποτελέσµατα. 

Ωστόσο τα εµβόλια αυτά δεν έχουν περάσει ακόµα στη φάση των κλινικών δοκιµών. H 

ανάπτυξη νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων µε τη χρήση διάφορων ανοσορρυθµιστικών π.χ. 

TGF-β και IL-1 ή χηµειοθεραπευτικών π.χ. ουσιών ή την ανεύρεση πιθανών µορίων στόχων 

για την εφαρµογή της γονιδιακής θεραπείας αποτελεί µελλοντική πρόκληση για την 

θεραπευτική αντιµετώπιση των HPV λοιµώξεων και των αλλοιώσεων που προκαλούν. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

 

O ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΤΟΥ ΤΡΑΧΗΛΟΥ ΤΗΣ ΜΗΤΡΑΣ 

3.1. Στοιχεία ανατοµίας και ιστολογίας 

3.2. Ιστοπαθολογοανατοµικά στοιχεία 

3.3. Επιδηµιολογικά στοιχεία 

3.3.1. Γεωγραφικά χαρακτηριστικά 

3.3.2. Ηλικια εµφάνισης 

3.4. Προκαρκινικές αλλοιώσεις: Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου 

3.4.1. Γενικά 

3.4.2. Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 1 (CIN 1) 

3.4.3. Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 2 (CIN 2) 

3.4.4. Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 3 (CIN 3) 

3.4.5. Εξέταση κολποτραχηλικών επιχρισµάτων κατά Παπανικολάου 

3.4.6. Θεραπευτική αντιµετώπιση 

3.5. Αιτιοπαθογένεια-Προδιαθεσικοί παράγοντες 

3.5.1. Ο ιός ιού του θηλώµατος του ανθρώπου (HPV) 

3.5.2. Άλλοι παράγοντες 

3.6. Κλινική εικόνα, Σταδιοποίηση και Πρόγνωση 

3.6.1. Κλινική εικόνα 

3.6.2 Σταδιοποίηση  

3.6.3. Πρόγνωση 

3.7. Θεραπεία 

3.7.1. Χειρουργική αντιµετώπιση 

3.7.2 Ακτινοθεραπεία 

3.7.3 Χηµειοθεραπεία 

3.7.4. Χηµειοακτινοθεραπεία 

 

3.1. Στοιχεία ανατοµίας και ιστολογίας 

Η µήτρα είναι ένα κοίλο µυώδες όργανο, το οποίο βρίσκεται στο πρόσθιο µέρος της 

πυελικής κοιλότητας. ∆ιαιρείται σε τρία τµήµατα: τον πυθµένα, το σώµα και τον τράχηλο. 

Στον πυθµένα της µήτρας εισέρχονται ο δεξιός και ο αριστερός ωαγωγός. Ο τράχηλος της 

µήτρας αποτελεί το χαµηλότερο τµήµα της µήτρας και καταλήγει στον κόλπο. Είναι 

κυλινδρικός, συµµετρικός, µε µήκος 3cm περίπου και διάµετρο 2-2,5cm. Η κοιλότητα του 
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τραχήλου της µήτρας έχει σχήµα ατρακτοειδές και επικοινωνεί µε την κοιλότητα του 

σώµατος µε το έσω στόµιο της µήτρας και µε την κοιλότητα του κόλπου µε το έξω στόµιο 

της µήτρας (Σχήµα 3.1).  

 

Σχήµα 3.1 Το έξω στόµιο της µήτρας. Με το έξω στόµιο της µήτρας, ο τράχηλος επικοινωνεί µε τον 

κόλπο. 

 

 

 

Ο τράχηλος της µήτρας διακρίνεται στον εξωτράχηλο και στον ενδοτράχηλο (Εικόνα 

3.1). Ο έξωτράχηλος καλύπτεται από πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο, το οποίο αποτελείται 

από αρκετές στιβάδες επιθηλιακών κυττάρων, όπως φαίνεται στο Σχήµα 3.2. Τα κύτταρα 

που βρίσκονται στη επιφάνεια του επιθηλίου έχουν επίπεδη, πλακώδη εµφάνιση, ενώ τα 

κύτταρα στη βασική στιβάδα και στις µεσαίες στιβάδες έχουν σχήµα πυραµιδικό ή 

πολυγωνικό. 
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Εικόνα 3.1. Ανατοµικό παρασκεύασµα τραχήλου της µήτρας. ∆ιακρίνεται το έξω στόµιο της µήτρας 

(εξωτράχηλος), το οποίο επικοινωνεί µε την κοιλότητα του κόλπου και το έσω στόµιο της µήτρας 

(ενδοτράχηλος), το οποίο επικοινωνεί µε την κοιλότητα του σώµατος της µήτρας. 

 

Σχήµα 3.2. Στιβάδες πολύστιβου πλακώδους επιθηλίου τραχήλου της µήτρας (εξωτράχηλος). 
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Ο ενδοτράχηλος καλύπτεται από µονόστιβο κυλινδρικό επιθήλιο όπου τα κύτταρα 

έχουν ύψος 2—3 φορές µεγαλύτερο από το πλάτος τους. Οι πυρήνες των κυλινδρικών 

κυττάρων εντοπίζονται στο βασικό τους τµήµα και είναι διευθετηµένοι σε µια κανονική 

στιβάδα. Στα σηµεία όπου το κυλινδρικό µονόστιβο επιθήλιο του ενδοτραχήλου συνέχεται µε 

το πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο του εξωτραχήλου συχνά παρατηρείται µεταπλασία, 

αντικατάσταση δηλαδή του κυλινδρικού επιθηλίου από πολύστιβο πλακώδες. Η ζώνη 

µετάπλασης, µετάπτωσης ή µετατροπής (Σχήµα 3.3) που σχηµατίζεται αποτελεί την πιο 

συχνή θέση ανάπτυξης του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας καθώς και των αλλοιώσεων 

της ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας. 

 

Σχήµα 3.3. Ο τράχηλος της µήτρας και η ζώνη µετάπλασης, ή µετάπτωσης ή µετατροπής. 
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Το επιθήλιο του τραχήλου της µήτρας προσκολλάται στον υποκείµενο στηρικτικό 

ιστό του τραχήλου µέσω µιας εξειδικευµένης στιβάδας εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας, της 

βασικής µεµβράνης. Η βασική µεµβράνη περιέχει πέντε κύρια συστατικά: κολλαγόνο τύπου 

ΙV, λαµινίνη, θειική ηπαράνη, εντακτίνη και ινονεκτίνη. Έχει πάχος µόλις 0,05µm και γι’ 

αυτό σε χρώσεις Α & Η ανιχνεύται ασθενώς. Λόγω της υψηλής περιεκτικότητάς της σε 

γλυκοπρωτεΐνες χρωµατίζεται µε την ιστοχηµική µέθοδο PAS. Στο φωτοµικροσκόπιο η 

βασική µεµβράνη έχει την εµφάνιση γραµµικής δοµής, ενώ µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο 

στη βασική µεµβράνη διακρίνονται διάφορες στιβάδες (πυκνός υµένας, διαυγής υµένας και 

ινοδικτυωτός υµένας). Η προσκόληση των επιθηλιακών κυττάρων στη βασική µεµβράνη 

πραγµατοποιείται µεσω εξειδεικευµένων συνάψεων, όπως είναι τα ηµιδεσµοσώµατα, τα 

οποία συνδέουν τον κυτταροσκελετό των ενδιάµεσων νηµατίων των κυττάρων µε τη βασική 

µεµβράνη και οι περιοχές εστιακής επαφής, που συνδέουν τον κυτταροσκελετό της ακτίνης 

µε τη βασική µεµβράνη. Η βασική µεµβράνη µε τη σειρά της συνδέεται στενά µε την 

εξωκυττάρια θεµέλια ουσία του υποκείµενου στηρικτικού ιστού κυρίως µέσω ινιδίων 

αγκυροβολίας κολλαγόνου τύπου IV. Η µελέτη της βασικής µεµβράνης στη νεοπλασία του 

τραχήλου της µήτρας είναι πρωταρχικής σηµασίας για τη διάκριση µεταξύ ενδοεπιθηλιακής 

νεοπλασίας και διηθητικού καρκίνου. Στην ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου η 

βασική µεµβράνη παραµένει ανέπαφη, ενώ όταν διασπαστεί και διηθηθεί µε καρκινικά 

κύτταρα αναπτύσσεται διηθητικό καρκίνωµα. 

 

3.2. Ιστοπαθολογοανατοµικά στοιχεία 

Στο µεγαλύτερο ποσοστό (80%) ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας είναι 

ακανθοκυτταρικός και προέρχεται από το πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο της έξω επιφάνειας 

της ενδοκολπικής µοίρας του τραχήλου (Vizcaino και συν, 2000). Τα αδενοκαρκινώµατα 

αντιπροσωπεύουν ποσοστό 5-8% και προέρχονται από το µονόστιβο κυλινδρικό επιθήλιο 
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του τραχηλικού σωλήνα και τους αδένες του, ενώ το υπόλοιπο ποσοστό καλύπτεται από 

µικτές µορφές ή αδιαφοροποίητες. Στον Πίνακα 3.1 παρουσιάζεται η ιστολογική ταξινόµηση 

του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας.  

 

Πίνακας 3.1. Ιστολογική ταξινόµηση του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας. 

Ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα 

 ακανθολυτικό 

 ατρακτοκυτταρικό 

 βασικοκυτταρικό 

 µε διαφοροποίηση προς δερµατικά εξαρτήµατα 

 θηλώδες 

 τύπου λεµφοεπιθηλιώµατος 

 ακροχορδονώδες 

Αδενοκαρκίνωµα 

  ενδοτραχηλικού τύπου 

 Ορώδες θηλώδες 

 ενδοµητιοειδές 

 διαυγοκυτταρικό 

 µεσονεφρικό 

 Εντερικού τύπου 

Αδενοµαλπιγιακό καρκίνωµα 

Αδενοκυστικό καρκίνωµα 

Μικροκυτταρικό καρκίνωµα 

  νευροενδοκρινικό 

  βασικοκυτταρικό 

 εφεδρικών κυττάρων 

 PNET 

 

Με βάση το βαθµό διαφοροποίησης των κυττάρων, το ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα, 

το αδενοκαρκίνωµα και το αδενοµαλπιγιακό καρκίνωνα διακρίνονται σε χαµηλής, µετρίας 

και υψηλής διαφοροποίησης. 

Το διηθητικό καρκίνωµα (Εικόνα 3.2) επεκτείνεται µε άµεση διήθηση των ιστών, 

καθώς και µε λεµφογενείς και µε αιµατογενείς µεταστάσεις. Με τη λεµφική οδό τα 

νεοπλασµατικά κύτταρα µεταφέρονται στους επιχώριους λεµφαδένες (παραµήτριους, 

υπογάστριους, έξω λαγόνιους και ιερούς). Το ήπαρ αποτελεί την πιο συνηθισµένη εντόπιση 
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αιµατογενούς διασποράς της νόσου. Μέσω της αιµατογενούς διασποράς µπορούν να 

προσβληθούν το ήπαρ, οι πνεύµονες, ο εγκέφαλος, τα οστά, τα επινεφρίδια, ο σπλήνας και το 

πάγκρεας. 

 

Α.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Β.  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.2. Ιστολογικές τοµές διηθητικού καρκίνου του τραχήλου της µήτρας σταδίου IA. Τα 

καρκινικά κύτταρα έχουν χάσει την ικανότητα της πολύστιβης διάταξής τους, έχουν µεγάλο πυρήνα 

σε σχέση µε το κυτταρόπλασµα, εµφανίζουν µεγάλη ποικιλία σχήµατος και µεγάθους, καθώς και 

σηµαντικά αυξηµένη µιτωτική δραστηριότητα (Α). Στο διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της µήτρας 

σε αντίθεση µε την ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και τον καρκίνο in situ παρατηρείται ρήξη της βασικής 

µεµβράνης, µε αποτέλεσµα τα καρκινικά κύτταρα να εισβάλλουν στο τραχηλικό στρώµα (Β). 
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3.3. Επιδηµιολογικά στοιχεία 

3.3.1. Γεωγραφικά χαρακτηριστικά 

Ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας αποτελεί τη δεύτερη σε συχνότητα κακοήθη 

νεοπλασία, µετά τον καρκίνο του µαστού, στις γυναίκες σε παγκόσµιο επίπεδο (Waggoner, 

2003). Στον Πίνακα 3.2 παρουσιάζονται οι περιοχές, στις οποίες µε βάση τη διεθνή 

βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί οι υψηλότεροι και οι χαµηλότεροι δείκτες επίπτωσης (ανά 

100.000 γυναίκες και έτος) καρκίνου τραχήλου της µήτρας.  

 

Πίνακας 3.2. Υψηλότεροι και χαµηλότεροι δείκτες επίπτωσης (ανά 100.000 γυναίκες και έτος) 

καρκίνου τραχήλου της µήτρας στην παγκόσµια βιβλιογραφία. 
Περιοχή Χρονική περίοδος Επίπτωση (ανά 100.000) 

γυναίκες και έτος) 

Υψηλότεροι δείκτες επίπτωσης 

Ζιµπάµπουε, Χαράρ 1990-92 67,21 

Βραζιλία, Μπελέµ 1989-91 64,78 

Περού, Τρουτζίλο 1988-90 53,48 

Ουγκάντα, Κιαντόντο 1991-93 40,76 

Ινδία, Μαντράς 1988-92 38,91 

Βραζιλία, Γκοϊάνια 1990-93 37,13 

Κολοµβία, Καλί 1987-91 34,41 

Νέα Ζηλανδία (γυναίκες Μαόρι) 1988-92 32,21 

Αργεντινή, Κονκορντία 1990-94 32,05 

Εκουαδόρ, Κουίτο 1988-92 31,66 

Χαµηλότεροι δείκτες επίπτωσης 

Ισπανία, Ναβάρρα 1987-91 4,68 

Η.Π.Α., Χαβάη (κινέζες) 1988-92 4,55 

Κίνα, Τιαντζίν 1988-92 4,39 

Ισραήλ (εβραίες Η.Π.Α. ή Ευρώπης) 1988-92 4,07 

Η.Π.Α., Λος Άντζελες (ιαπωνέζες) 1988-92 4,05 

Φιλανδία 1987-92 3,62 

Κίνα, Σανγκάη 1988-92 3,26 

Ισραήλ (µη εβραίες) 1988-92 2,99 

Ιταλία, Μασεράτα 1991-92 2,77 

Κίνα, Κιντόνγκ 1988-92 2,64 

Tροποποιηµένο από Parkin και συν, 1997. 
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Υπολογίζεται πως το 80% περίπου των νέων περιπτώσεων καρκίνου του τραχήλου 

της µήτρας προέρχεται από λιγότερο αναπτυγµένες χώρες. (Parkin και συν, 1997). Στις 

αναπτυγµένες χώρες, η συστηµατική εφαρµογή του προληπτικού ελέγχου των 

τραχηλοκολπικών επιχρισµάτων µε τη µέθοδο Παπανικολάου είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση 

της συχνότητας του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας. Στίς Η.Π.Α. η επίπτωση του 

καρκίνου του τραχήλου της µήτρας µειώθηκε από 14,2 ανά 100.000 γυναίκες το 1973 σε 7,8 

ανά 100.000 γυναίκες το 1994. Ωστόσο, παρά τη µείωση αυτή, ο καρκίνος του τραχήλου της 

µήτρας εξακολουθεί να αποτελεί βασική αιτία θανάτου στις γυναίκες (Landis και συν, 1999). 

Στις Η.Π.Α. το 2002 διαγνώστηκαν 13.000 νέες περιπτώσεις καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας και 4.100 γυναίκες πέθαναν λόγω της ασθένειας αυτής (Jemal και συν, 2002).  

 

Πίνακας 3.3. ∆είκτες επίπτωσης γυναικολογικών καρκίνων (τραχήλου της µήτρας, σώµατος της 

µήτρας, ωοθηκών και µαστού) ανά 100.000 γυναίκες σε χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης το έτος 

1990. 
Χώρα Επίπτωση (ανά 100.000 γυναίκες) το έτος 1990 

 Καρκίνος τραχήλου 

µήτρας 

Καρκίνος 

σώµατος µήτρας 

Καρκίνος ωοθηκών Καρκίνος Μαστού 

Αυστρία 16,19 19,77 18,57 81,85 

Βέλγιο 10,09 15,82 12,91 108,29 

∆ανία 19,44 20,77 18,76 99,92 

Φιλανδία 4,77 18,21 14,68 88,52 

Γαλλία 12,28 13,90 11,11 80,10 

Γερµανία 15,25 15,97 14,36 89,85 

Ελλάδα 11,09 9,22 7,84 54,45 

Ιρλανδία 11,25 16,94 17,55 91,22 

Ιταλία 11,09 14,98 11,82 73,02 

Λουξεµβούργο 9,72 28,44 15,47 98,86 

Ολλανδία 9,07 15,48 15,39 110,50 

Πορτογαλία 17,80 18,54 8,11 66,73 

Ισπανία 10,75 15,72 9,11 61,95 

Σουηδία 10,92 19,77 17,87 99,94 

Ην. Βασίλειο 15,28 12,53 16,84 92,97 

Τροποποιηµένο από Black και συν, 1997. 
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Στις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης η επίπτωση του καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας το έτος 1990 ήταν 4,77-17,80 και η αντίστοιχη θνησιµότητα ήταν 2,17-6,46 ανά 

100.000 γυναίκες (Black και συν, 1997). Όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.3, το Ηνωµένο 

Βασίλειο, η Γερµανία, η Αυστρία και η ∆ανία χαρακτηρίζονται από υψηλούς δείκτες 

επίπτωσης ενώ στη Φιλανδία η επίπτωση είναι ιδιαίτερα χαµηλή. Στις νότιες ευρωπαϊκές 

χώρες (Ελλάδα, Ιταλία, Ισπανία και Γαλλία) τα αντίστοιχα ποσοστά είναι χαµηλά, εκτός από 

την Πορτογαλία, που έχει ιδιαίτερα υψηλό δείκτη επίπτωσης και θνησιµότητας στον καρκίνο 

του τραχήλου της µήτρας. Στην Ελλάδα, ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας καταλαµβάνει 

ανάµεσα στους γυναικολογικούς καρκίνους τη δεύτερη θέση σε συχνότητα, µετά τον 

καρκίνο του µαστού και την τρίτη θέση σε θνησιµότητα, µετά τον καρκίνο του µαστού και 

των ωοθηκών (Πίνακες 3.3 και 3.4). 

 

Πίνακας 3.4. ∆είκτες θνησιµότητας γυναικολογικών καρκίνων (τραχήλου της µήτρας, σώµατος της 

µήτρας, ωοθηκών και µαστού) ανά 100.000 γυναίκες σε χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης το έτος 

1990. 

 
Χώρα Θνησιµότητα (ανά 100.000 γυναίκες) το έτος 1990 

 Καρκίνος τραχήλου 

µήτρας 

Καρκίνος 

σώµατος µήτρας 

Καρκίνος ωοθηκών Καρκίνος Μαστού 

Αυστρία 7,64 3,57 11,74 32,03 

Βέλγιο 5,18 3,61 9,88 37,94 

∆ανία 7,83 4,06 14,03 39,63 

Φιλανδία 2,17 3,67 9,76 24,34 

Γαλλία 5,17 2,91 8,35 28,31 

Γερµανία 6,26 3,31 10,89 31,18 

Ελλάδα 3,75 1,68 4,27 20,92 

Ιρλανδία 4,76 3,32 12,08 36,36 

Ιταλία 4,75 3,39 6,91 29,31 

Λουξεµβούργο 5,23 9,85 12,82 39,56 

Ολλανδία 3,76 3,48 11,27 38,37 

Πορτογαλία 6,46 3,57 4,87 25,51 

Ισπανία 4,32 3,23 5,14 24,20 

Σουηδία 4,08 3,27 10,63 25,37 

Ην. Βασίλειο 6,44 2,95 12,40 40,37 

Τροποποιηµένο από Black και συν, 1997. 
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Το 1995, το Κέντρο Καταγραφής Καρκίνου Κρήτης κατέγραψε στην Κρήτη 812 νέες 

περιπτώσεις γυναικών µε κακοήθη νεοπλάσµατα, από τις οποίες 23 (2,8%) µε καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας. Την ίδια χρονιά, ο συνολικός αριθµός των γυναικών που πέθαναν από 

κακοήθη νεοπλάσµατα στην Κρήτη ήταν 333, από τις οποίες 7 (2,1%) ήταν από καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας. Σε σχέση µε την υπόλοιπη Ελλάδα, για τον πληθυσµό της Κρήτης η 

επίπτωση του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας είναι χαµηλή (8,2 ανά 100.000 γυναίκες), 

ενώ δεν παρατηρούνται αξιόλογες διαφορές στους δείκτες θνησιµότητας (Vlachonikolis και 

συν, 1997, Vlachonikolis και συν,1998). 

 

3.3.2. Ηλικια εµφάνισης 

Η µέση ηλικία των γυναικών που προσβάλλονται από διηθητικό καρκίνο είναι τα 47 

έτη, ενώ η µέση ηλικία προσβολής από προδιηθητικό καρκίνο είναι σηµαντικά µικρότερη 

(Waggoner, 2003). Έχει υπολογιστεί ότι περίπου 2% των γυναικών ηλικίας άνω των 40 ετών 

έχουν πιθανότητα να αναπτύξουν καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Στις Η.Π.Α. η 

εφαρµογή των προγραµµάτων προσυµπτωµατικού ελέγχου έχει ως αποτέλεσµα το ½ των 

γυναικών, στις οποίες γίνεται διάγνωση καρκίνου του ταχήλου της µήτρας να είναι 

µικρότερες από 35 χρονών, όµως αφορά πρώιµα στάδια καρκίνου. Αντίθετα σε γυναίκες 

µεγαλύτερες των 55 χρονών, η διάγνωση πραγµατοποιείται όταν ο καρκίνος βρίσκεται σε 

προχωρηµένο στάδιο, γεγονός που έχει άµεση επίδραση στην θνησιµότητα των γυναικών 

αυτών (Sung και συν, 2000). 

 

3.4. Προκαρκινικές αλλοιώσεις: Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου 

3.4.1. Γενικά 

O διηθητικός καρκίνος αποτελεί το αποτέλεσµα της εξέλιξης προκαρκινικών 

αλλοιώσεων του τραχήλου της µήτρας, στις οποίες περιλαµβάνονται η δυσπλασία και το 
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καρκίνωµα in situ. Η δυσπλασία χαρακτηρίζεται από διαταραχές στη ωρίµανση των 

κυττάρων του πλακώδους επιθηλίου και διακρίνεται σε ελαφρού, µέσου και σοβαρού 

βαθµού. Στο καρκίνωµα in situ οι δυσπλαστικές αλλοιώσεις εντοπίζονται σε όλο το πάχος 

του επιθηλίου χωρίς όµως να παρατηρείται δίηθηση της βασικής µεµβράνης. Η δυσπλασία 

και το καρκίνωµα in situ αποτελούν την ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας 

(CIN), η οποία διακρίνεται, όπως φαίνεται στο Σχήµα 3.4 σε τρείς τύπους: α) τον Τύπο 1 

(CIN 1), β) τον Τύπο 2 (CIN 2) και γ) τον Τύπο 3 (CIN 3). 

 

Σχήµα 3.4. Βαθµοί ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας τραχηλικού επιθηλίου CIN. Στο σχήµα διακρίνεται 

η βασική µεµβράνη , η οποία και στους τρείς βαθµούς CIN παραµένει ακέραιη. 

 

 

 

3.4.2. Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 1 (CIN 1) 

Χαρακτηρίζεται από ελαφράς µορφής δυσπλαστκές αλλοιώσεις του πλακώδους 

επιθηλίου του τραχήλου της µήτρας. Τά άνω 2/3 του πλακώδους επιθηλίου παρουσιάζουν 

καλή διαφοροποίηση των κυττάρων, ενώ στο κατώτερο 1/3 του επιθηλίου υπάρχουν 

παθολογικοί πυρήνες και µιτωτικές εικόνες, οι οποίες όµως είναι λίγες. Η διάγνωση της 
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ενδοεπιθηλιακή νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας Τύπου 1 (CIN 1) απαιτεί ιδιαίτερη 

προσοχή και εµπειρία κατά την ερµηνεία της ιστολογικής εικόνας δεδοµένου ότι συχνά 

συγχέεται µε τις αλλοιώσεις CIN 2 και CIN 3 καθώς και µε την εικόνα του φυσιολογικού 

τράχηλου (Stoler και συν, 2001).  

Στην ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 1 (CIN 1) το ποσοστό 

αυτόµατης υποχώρησης των αλλοιώσεων είναι υψηλό, ενώ το ποσοστό εξέλιξης της σε 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας είναι ιδιαίτερα χαµηλό (Melnikow και συν, 1998). Έχει 

υπολογιστεί πως στο 57% των ασθενών µε CIN 1 παρατηρείται αυτόµατη υποχώρηση, ενώ 

στο 11% των ασθενών η αλλοίωση εξελίσσεται σε CIN 2, CIN 3 ή καρκίνο. Το ποσοστό 

εµφάνισης διηθητικού καρκίνου σε ασθενείς µε CIN 1 είναι µόλις 0,3% (Ostor, 1993). 

 

3.4.3. Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 2 (CIN 2) 

Στο πλακώδες επιθηλίο του τραχήλου της µήτρας παρουσιάζονται µέτριας µορφής 

δυσπλαστκές αλλοιώσεις. Το άνω ½ του επιθηλίου είναι ώριµο και καλά διαφοροποιηµένο, 

αλλά µε µερική ατυπία στους πυρήνες των κυττάρων. Οι παθολογικοί πυρήνες είναι πιο 

εκσηµασµένοι και βρίσκονται πιο επιπολής από ό,τι σττην CIN 1. Παθολογικές µιτωτικές 

εικόνες παρατηρούνται στα κατώτερα 2/3 του επιθηλίου.  

Η ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 2 (CIN 2) χαρακτηρίζεται από 

υψηλά ποσοστά εξέλιξης της σε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Έχει υπολογιστεί πως 

στο 43% των ασθενών µε CIN 2 οι αλλοιώσεις υποχωρούν χωρίς την εφαρµογή θεραπείας, 

στο 35% των ασθενών επιµένουν, ενώ στο 22% εξελίσσονται σε καρκίνωµα in situ ή σε 

διηθητικό καρκίνο (Mitchell και συν, 1996). 

 

3.4.4. Ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 3 (CIN 3) 

Περιλαµβάνει τη σοβαρή δυσπλασία του τραχήλου της µήτρας και το καρκίνωµα in 
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Εικόνα 3.3. Ιστολογική τοµή ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας CIN 3. Τα 

τραχηλικά κύτταρα έχουν χάσει τη τη φυσιολογική τους πολύστιβη αρχιτεκτονική, η αναλογία 

πυρήνα προς κυτταρόπλασµα είναι αυξηµένη και παρατηρείται µιτωτική δραστηριότητα, ωστόσο η 

βασική µεµβράνη παραµένει ανέπαφη. 

 

situ. Χαρακτηρίζεται από την παρουσία σε όλο το πάχος του επιθηλίου παθολογικών 

πυρήνων καθώς και µιτωτικών εικόνων. Η ύπαρξη ωριµότητας στα κύτταρα εντοπίζεται στο 

πάνω επιπολής 1/3 του επιθηλίου ή λέιπει εντελώς. Στην περίπτωση του καρκινώµατος in 

situ, εκτός από την προσβολή ολόκληρου του επιθηλίου από δυσπλαστικά κύτταρα, 

υπάρχουν επίσης και αλλοιώσεις στην πόλωση των κυττάρων, πολύ αυξηµένες µιτωτικές 

εικόνες και πολυµορφισµός (Εικόνα 3.3). 

Όπως και στην ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου Τύπου 2 (CIN 2), το 

ποσοστό εξέλιξης της αλλοίωσης σε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας είναι υψηλό. Έχει 

υπολογιστεί πως στο 32% των ασθενών µε CIN 3, οι αλλοιώσεις υποχωρούν χωρίς θεραπεία, 
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στο 56% επιµένουν, ενώ στο 14% εξελίσσονται σε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας 

(Wright και συν, 2002 ). 

 

3.4.5. Εξέταση κολποτραχηλικών επιχρισµάτων κατά Παπανικολάου 

Η µεταβατική περίοδος µεταξύ της προκαρκινικής και της κακοήθους κατάστασης 

του τραχήλου της µήτρας υπολογίζεται σε 5-10 χρόνια στην πλειονότητα των περιπτώσεων. 

Το γεγονός αυτό συµβάλλει στη δυνατότητα έγκαιρης ανίχνευσης και θεραπευτικής 

αντιµετώπισης των προκαρκινικών αλλοιώσεων µε αποτέλεσµα την πτωτική πορεία του 

αριθµού των θανάτων από διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της µήτρας.  

Η ανίχνευση των προκαρκινικών αλλοίωσεων του τραχήλου της µήτρας 

πραγµατοποιείται µε την εξέταση των κολποτραχηλικών επιχρισµάτων κατά Παπανικολάου 

(Papanikolaou και Traut, 1941). Η εξέταση αυτή ανακαλύφθηκε από τον έλληνα ιατρό 

Γεώργιο Παπανικολάου (Εικόνα 3.4), ο οποίος καταγόταν από την Κύµη της Εύβοιας και 

έγινε γνωστή παγκόσµια µε το όνοµα test-Pap. Η καθιέρωση της εξέτασης αυτής σε 

προγράµµατα πληθυσµιακού προσυµπτωµατικού ελέγχου κυρίως στις αναπτυγµένες χώρες 

είχε ως αποτέλεσµα στις χώρες αυτές τη µείωση της επίπτωσης του καρκίνου του τραχήλου 

της µήτρας.  

Κατά τη λήψη των κολποτραχηλικών επιχρισµάτων, µια σπάτουλα Ayre 

περιστρέφεται 360ο γύρω από τον τράχηλο για να λάβει δείγµατα από εξωτραχηλικά 

κύτταρα, τα οποία στη συνέχεια απλώνονται ταχύτατα πάνω σε γυάλινη πλάκα. Μια βούρτσα 

ειδική για λήψη κυττάρων εισέρχεται µέσα στο κανάλι του ενδοτραχήλου και περιστρέφεται 

για να συγκεντρώσει ενδοτραχηλικά κύτταρα, τα οποία επίσης µεταφέρονται σε άλλη 

γυάλινη πλάκα. Μόλις τα κύτταρα απλωθούν στη γυάλινη πλάκα πρέπει αµέσως να 

σταθεροποιηθούν για να προληφθούν τεχνικά σφάλµατα. Ένα επίχρισµα θεωρείται επαρκές 

όταν λαµβάνεται ικανός αριθµός από ενδοτραχηλικά και εξωτραχηλικά κύτταρα. 
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Εικόνα 3.4. O Γεώργιος Παπανικολάου (Κύµη Ευβοίας, 1883-Η.Π.Α., 1962). 

 

Η διάγνωση των κυτταρολογικών αλλοιώσεων βασίζεται στην αλλαγή των 

µορφολογικών χαρακτηριστικών των κυττάρων, στο µέγεθος και στην εµφάνιση του πυρήνα 

τους. Κατά την εξέταση των κυττάρων διακρίνονται πέντε κατηγορίες ή τάξεις κυττάρων: Η 

κατηγορία Ι χαρακτηρίζεται από κύτταρα που είναι φυσιολογικά, ενώ στην κατηγορία ΙΙ τα 

κύτταρα είναι φλεγµονώδη. Στην κατηγορία ΙΙΙ τα κύτταρα παρουσιάζουν δυσκαρυωτικές 

αλλοιώσεις, οι οποίες συνίστανται στην παρουσία παθολογικών πυρήνων. Υπάρχουν τρείς 

βαθµοί δυσκαρίωσης: α) η ελαφρά, β) η µέτρια και γ) η βαριά. Ο βαθµός καθορίζεται µε 

βάση τη σχέση µεγέθους πυρήνα προς κυτταρόπλασµα, το βαθµό ωριµότητας του 

κυτταροπλάσµατος και τη µιτωτική εικόνα των πυρήνων. Οι αλλοιώσεις αυτές 
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χαρακτηρίζουν την ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας. Στον διηθητικό 

καρκίνο απαντώνται καρκινικά κύτταρα αραιά (κατηγορία ΙV) ή κατά σωρούς (κατηγορία 

V). Σε µερικές περιπτώσεις καρκινώµατος in situ ανευρίσκονται µεµονωµένα καρκινικά 

κύτταρα κατηγορία ΙV. Τα καρκινικά κύτταρα έχουν χάσει τη φυσιολογική τους πολύστιβη 

αρχιτεκτονική, έχουν µεγάλο πυρήνα σε σχέση µε το κυτταρόπλασµα, εµφανίζουν µεγάλη 

ποικιλία σχήµατος και µεγέθους και παρουσιάζουν σηµαντικά αυξηµένη µιτωτική 

δραστηριότητα. Στον Πίνακα 3.5 παρουσιάζεται η αντιστοιχία της κατά Παπανικολάου 

ορολογίας µε την κυτταρολογική διάγνωση µε βάση το Σύστηµα κατά Bethesda και µε βάση 

τον Παγκόσµιο Οργανισµό Υγείας στη νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας. 

 

Πίνακας 3.5. Αντιστοιχία της κατά Παπανικολάου ορολογίας µε την κυτταρολογική διάγνωση µε 

βάση το Σύστηµα κατά Bethesda και µε βάση τον Π.Ο.Υ. στην ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του 

τραχήλου της µήτρας. 
 Φυσιολογικός Τράχηλος CIN 1 CIN2 CIN 3 

Κυτταρολογική 

διάγνωση 

(Σύστηµα 

Bethesda) 

Αντιδραστικές/ 

επανορθωτικές 

αλλοιώσεις 

ASCUS Χαµηλού 

βαθµού 

ενδοεπιθηλιακές 

βλάβες 

 

Υψηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακές 

βλάβες 

Κυτταρολογική 

διάγνωση 

(Π.Ο.Υ.) 

Φυσιολογική/ 

καλοήθεις 

καταστάσεις 

Πλακώδης 

µεταπλασία 

(ατυπία) 

Ελαφριά 

δυσπλασία 

Μέτρια 

δυσπλασία 

Σοβαρή 

δυσπλασία 

Καρκίνωµα 

in situ 

Επίχρισµα 

Παπανικολάου 

Κατηγορία Ι ή ΙΙ Κατηγορία ΙΙΙ Κατηγορία ΙΙΙ ή IV 

ASCUS: ατυπία κυττάρων πλακώδους επιθηλίου απροσδιόριστης σπουδαιότητας, Π.Ο.Υ.: Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας. 

 

Παρά την αδιαµφισβήτητη αξία της εξέτασης των κολποτραχηλικών επιχρισµάτων 

κατά Παπανικολάου, ένα ποσοστό περιπτώσεων δυσπλασίας και καρκίνου που ποικίλλει δεν 

ανακαλύπτεται. Η ακατάλληλη προετοιµασία του επιχρίσµατος, η µη ακριβής ανάγνωση του 

και η παρουσία φλεγµονωδών κυττάρων ή ερυθροκυττάρων που παρεµποδίζουν την οπτική 

εικόνα των τραχηλικών κυττάρων συντελούν σε ψευδώς αρνητικές εικόνες.  
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Υπολογίζεται πως τα 2/3 των περιπτώσεων ψευδώς αρνητικών αποτελεσµάτων 

οφείλεται σε σφάλµα κατά τη δειγµατοληψία, ενώ το υπόλοιπο 1/3 οφείλεται σε σφάλµα 

κατά την ανάγνωση του δείγµατος. Η ευαισθησία και η ειδικότητα της εξέτασης των 

κολποτραχηλικών επιχρισµάτων κατά Παπανικολάου για την ανίχνευση των νεοπλαστικών 

αλλοιώσεων του τραχήλου της µήτρας έχει υπολογιστεί πως είναι 84,6% και 37% αντίστοιχα 

(Nanda και συν, 2000). Τα τελευταία χρόνια έχουν προταθεί βελτιωµένες συσκευές για τη 

λήψη των κολποτραχηλικών επιχρισµάτων, νέες τεχνικές σταθεροποήσης των κυττάρων 

(ThinPrep) καθώς και αυτόµατοι αναλυτές (PAPNET, AutoPAP) για την εξέταση των 

επιχρισµάτων (Buntinx και Brouwers, 1996, Bolck και Hellman, 1998, Nanda και συν, 

2000). 

 

3.4.6. Θεραπευτική αντιµετώπιση 

Η παρουσία παθολογικής εξέτασης κατά Παπανικολάου απαιτεί την περαιτέρω 

διερεύνηση της ασθενούς µε κολποσκόπηση και λήψη βιοψιακού υλικού από τον τράχηλο 

της µήτρας. Μετά από την ιστολογική επιβεβαίωση της διάγνωσης της ενδοεπιθηλιακής 

νεοπλασίας του τραχήλου, η θεραπευτική προσέγγιση περιλαµβάνει την κρυοθεραπεία, την 

ηλεκτροκαυτηρίαση, την εξάχνωση µε laser, την κωνοειδή εκτοµή του τραχήλου και την 

ολική υστερεκτοµή. Η εντόπιση και έκταση της βλάβης, όπως φαίνεται κατά την 

κολποσκόπηση, η υποψία διηθητικού καρκίνου, η δυνατότητα παρακολούθησης της 

γυναίκας καθώς και η επιθυµία της για µελλοντική κύηση καθορίζουν την επιλογή της 

θεραπευτικής προσέγγισης.  

Σε ασθενείς µε CIN 1 συνίσταται απλά η παρακολούθηση της βλάβης ή η 

συντηριτική αντιµετώπισή της µε κρυοθεραπεία, ηλεκτροκαυτηρίαση, ή εξάχνωση µε laser, 

ενώ η κωνοειδής εκτοµή συνίσταται όταν επανεµφανιστεί η βλάβη µετά την αρχική 

συντηρητική αντιµετώπιση της (Shafi και συν, 1997, Spitzer και συν, 1998). Σε ασθενείς µε 
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CIN 2 και CIN 3 ενδείκνυνται τόσο οι συντηρητικές µέθοδοι (κρυοθεραπεία, 

ηλεκτροκαυτηρίαση, ή εξάχνωση µε laser), όσο και η κωνοειδής εκτοµή µε στόχο τον 

καυτηριασµό ή την αφαίρεση του συνόλου της δυσπλαστικής βλάβης (Mitchell και συν, 

1998, Zaitoun και συν, 2000). Η υστερεκτοµή συνίσταται όταν υπάρχει µεγάλη διαγνωστική 

υποψία για κακοήθεια, όταν τα όρια της κωνοειδούς εκτοµής είναι επί µη υγιών ιστών καθώς 

και όταν επανεµφανίζονται παθολογικά επιχρίσµατα µετά από κωνοειδή εκτοµή (Gardeil και 

συν, 1997). 

 

3.5. Αιτιοπαθογένεια-Προδιαθεσικοί παράγοντες 

3.5.1. Ο ιός ιού του θηλώµατος του ανθρώπου (HPV) 

Η ανίχνευση του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου (HPV) σε νεοπλασµατικές 

βλάβες, τόσο δυσπλαστικές όσο και κακοήθεις καθιστά τον ιό HPV ως τον βασικό 

αιτιολογικό παράγοντα του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας στις γυναίκες (Bosch και 

Munoz, 2002). Η µόλυνση µε ιούς HPV-υψηλού κινδύνου (HPV-16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 

52, 56 και 58) και κυρίως µε τους ιούς HPV-16 και HPV-18 συµβάλλει στην ανάπτυξη των 

περισσότερων διηθητικών καρκίνων του τραχήλου της µήτρας. Στο Κεφάλαιο 2 

παρουσιάζονται αναλυτικά τα χαρακτηριστκά του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου (HPV), 

ο κύκλος της ζωής του καθώς και οι µηχανισµοί µε τους οποίους προκαλεί την κακοήθη 

εξαλλαγή του τραχήλου της µήτρας. 

 

3.5.2. Άλλοι παράγοντες 

Φαίνεται ωστόσο ότι η µόλυνση µε τον ιό HPV αποτελεί αναγκαία πλην όµως όχι 

ικανή συνθήκη για κακοήθη εξαλλαγή, καθώς η αθανατοποίηση ανθρώπινων 

κερατινοκυττάρων που προκαλεί δεν οδηγεί σε όλες τις περιπτώσεις σε καρκίνο (Hurlin και 
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συν, 1991). Το γεγονός αυτό υποδεικνύει την παρουσία και άλλων αιτιολογικών παραγόντων 

που συµβάλλουν στην ανάπτυξη του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας.  

Μερικοί ερευνητές υποστηρίζουν την ενοχοποίηση του ιού του έρπητα τύπου 2 

καθώς και των χλαµυδίων του τραχώµατος (Bosch και Munoz, 2002). Μεταβολές στο 

ανοσολογικό σύστηµα της γυναίκας φαίνεται πως παίζουν επίσης σηµαντικό ρόλο στην 

ανάπτυξη των νεοπλασµατικών αλλοιώσεων στον τράχηλο της µήτρας. Έχει βρεθεί πως 

ασθενείς που λαµβάνουν ανοσοκατασταλτική φαρµακευτική αγωγή λόγω µεταµόσχευσης 

νεφρού ή ασθενείς φορείς του ιού HIV έχουν αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του 

τραχήλου της µήτρας.  

Το κάπνισµα αποτελεί επίσης ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου για την εµφάνιση 

σηµαντικού βαθµού δυσπλασίας και διηθητικού καρκίνου του τραχήλου της µήτρας 

(Kjellberg και συν, 2000, Daly και συν, 1998). Έχει βρεθεί πως οι καρκινογόνοι παράγοντες 

που βρίσκονται στον καπνό των τσιγάρων συγκεντρώνονται εκλεκτικά στον τραχηλικό 

βλεννογόνο (Prokopczyk και συν, 1997). Τέλος έχει προταθεί πως µια σειρά από µοριακοί 

µηχανισµοί, όπως είναι η ενεργοποίηση ογκογονιδίων (ras, c-myc, c-erB-2) και η 

απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων π.χ. του p-53. έχουν συνεργιστική δράση στην 

εξέλιξη της καρκινογένεσης στον τράχηλο της µήτρας (Koffa και Spandidos, 1997). Στην 

παρούσα διατριβή εξετάζεται ο ρόλος της ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras σε 

µεταγραφικό επίπεδο καθώς και η πιθανή αλληλεπίδραση της µε τον ιό HPV. 

 

3.6. Κλινική εικόνα, Σταδιοποίηση και Πρόγνωση 

3.6.1. Κλινική εικόνα 

Τόσο η ενδοεπιθηλιακή νεοπλάσία όσο και ο διηθητικός καρκίνος του τραχήλου της 

µήτρας αποτελούν ασυµπτωµατικές καταστάσεις. Σε ασθενείς µε προχωρηµένη νόσο 

(Εικόνα 3.5) ο καρκίνος του τραχήλου της µήτρας εκδηλώνεται συνήθως µε µητρορραγία, η 
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οποία µπορεί να έχει τη µορφή αιµατηρής κολπικής έκκρισης, σταγονοειδούς αιµόρροιας ή 

µεγάλης αιµορραγίας. Μπορούν επίσης να παρουσιαστούν δύσοσµες κολπικές εκκρίσεις, 

αιµατηρές ή πυώδεις, χωρίς όµως την εµφάνιση κνησµού, καθώς και ετερόπλευρο πυελικό 

άλγος, το οποίο ακτινοβολεί συνήθως στο ισχίο ή το µηρό.  

Η διήθηση των πυελικών λεµφαδένων συνοδεύεται µε πιεστικά φαινόµενα στο 

φλεβικό πλέγµα, µε αποτέλεσµα την εµφάνιση ετερόπλευρου οιδήµατος στα κάτω άκρα. 

Επίσης µπορεί να συµβεί απόφραξη των ουρητήρων, γεγονός που παρουσιάζεται κλινικά ως 

υδρονέφρωση ή πυελονεφρίτιδα. Η απώλεια ούρων ή κοπράνων αποτελούν σηµείο 

σχηµατισµού συριγγίου λόγω της νόσου, ενώ η αιµατουρία αποτελεί το αποτέλεσµα της 

προσβολής της ουροδόχου κύστης. Σηµαντική απώλεια βάρους και αναιµία είναι 

χαρακτηριστικά των τελευταίων σταδίων της νόσου. Ο θάνατος συνήθως επέρχεται λόγω 

νεφρικής ανεπάρκειας και ουραιµίας, εξαιτίας αµφοτερόπλευρης απόφραξης των ουρητήρων. 

 

                Α. Φυσιολογικός τράχηλος                          Β. Καρκίνος του τραχήλου της µήτρας 

 

 

 

 

Εικόνα 3.5. ∆είγµατα τραχήλου της µήτρας από ασθενή µε φυσιολογικό τράχηλο της µήτρας (Α) και 

από ασθενή µε διηθητικό καρκίνο τπροχωρηµένου Σταδίου ΙΙΙ του τραχήλου της µήτρας (Β). 

 

 

3.6.2 Σταδιοποίηση 

Μετά την ιστολογική διαγνωση, η οποία γίνεται µε τη λήψη βιοψιακού υλικού, 

ακολουθεί η σταδιοπόιηση της νόσου µε στόχο την εκτίµηση της έκτασής της. Η 

σταδιοποίηση πραγµατοποιείται µε βάση τον ∆ιεθνή Οργανισµό Μαιευτικής και 



 86

Γυναικολογίας (FIGO) και είναι ιδιαίτερα σηµαντική τόσο στην πρόγνωση όσο και στον 

καθορισµό της θεραπευτικής αγωγής.  

 

Πίνακας 3.6. Σταδιοποίηση του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας µε βάση τον ∆ιεθνή Οργανισµό 

Μαιευτικής και Γυναικολογίας (FIGO). 

 
Στάδιο Περιγραφή 

0 Καρκίνωµα in situ 

Στάδιο Ι Καρκίνος περιορισµένος στον τράχηλο της µήτρας 

     Στάδιο ΙA      ∆ιηθητικό καρκίνωµα µικροσκοπικά διαγνωσθέν 

          ΙA1           Ελάχιστη διήθηση του στρώµατος <3mm σε βάθος και <7mm οριζοντίως 

          ΙA2           ∆ιήθηση του στρώµατος >3mm και <5mm σε βάθος και <7mm οριζοντίως 

     Στάδιο ΙB      Προκλινική βλάβη >ΙΑ2 ή κλινική βλάβη περιορισµένη στον τράχηλο της µήτρας 

           Β1           Κλινική βλάβη <4cm σε µέγεθος 

          ΙΒ2           Κλινική βλάβη >4cm σε µέγεθος 

Στάδιο ΙΙ Καρκίνος πέρα του τραχήλου της µήτρας, αλλά όχι στα πλάγια τοιχώµατα της πυέλου ή το 

κάτω τριτηµόριο του κόλπου 

     Στάδιο ΙΙA      Χωρίς διήθηση των παραµητρίων 

     Στάδιο ΙΙB      Με διήθηση των παραµητρίων 

Στάδιο ΙΙΙ Καρκίνος στα πλάγια τοιχώµατα της πυέλου ή το κάτω τριτηµόριο του κόλπου 

     Στάδιο ΙΙΙA      Επέκταση στο κάτω τριτηµόριο του κόλπου, αλλά όχι στα πλάγια τοίχωµατα της 

πυέλου 

     Στάδιο ΙΙΙB      Επέκταση στα πλάγια τοιχώµατα της πυέλου ή υδρονέφρωση ή µη λειτουργών νεφρός 

Στάδιο IV Αποµακρυσµένες µεταστάσεις ή διήθηση παρακειµένων οργάνων 

     Στάδιο IVA      ∆ιήθηση της κύστης ή του ορθού 

     Στάδιο IVB      Αποµακρυσµένες µεταστάσεις 

 

 

Στον Πίνακα 3.6 παρουσιάζεται η σταδιοποίση FIGO για τον καρκίνο του τραχήλου 

της µήτρας µε βάση την τροποποίηση της το 1994. Στις Η.Π.Α. περίπου το 60% των 

ασθενών, στις οποίες γίνεται διάγνωση καρκίνου του τραχήλου της µήτρας βρίσκονται στο 

Στάδιο Ι, το 25% στο Στάδιο ΙΙ, το 10% στο Στάδιο ΙΙΙ, ενώ µόλις 5% στο Στάδιο IV 

(Waggoner και συν, 2003). Αντίθετα, σε λιγότερο αναπτυγµένες χώρες η διάγνωση του 

καρκίνου του τραχήλου της µήτρας στις περισσότερες περιπτώσεις πραγµατοποιείται σε 

προχωρηµένα στάδια (Στάδιο ΙΙΙ και Στάδιο ΙV). 
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Η σταδιοποίηση του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας γίνεται µε βάση την 

εκτίµηση των αποτελεσµάτων της βιοψίας καθώς και των ευρηµάτων µιας σειράς κλινικών 

και απεικονιστικών εξετάσεων (γυναικολογική εξέταση, κολποσκόπηση, υστεροσκόπηση, 

κυστεοσκόπηση, ορθοσκόπηση, σιγµοειδοσκόπηση, ακτινογραφία θώρακα, ενδοφλέβια 

πυελογραφία, βαριούχος υποκλυσµός), µε τις οποίες εκτιµάται η έκταση της νόσου και η 

παρουσία µεταστάσεων.  

Αν και υπολογιστική τοµογραφία (CT), η µαγνητική τοµογραφία και η τοµογραφία 

εκποµπής ποζιτρονίων (PET) δε συµπεριλαµβάνονται στις απαιτούµενες για τη σταδιοποίηση 

εξετάσεις, οι πληροφορίες που παρέχουν σχετικά µε τη διήθηση των πυελικών λεµφαδένων 

έχουν άµεση επίδραση στην επιλογή της θεραπευτικής αντιµετώπισης της νόσου (Grigsby 

και συν, 2001, Wagenaar και συν, 2001). 

 

3.6.3. Πρόγνωση 

Η αποτελεσµατικότητα της θεραπευτικής αγωγής, η οποία έχει ως κύριο στόχο τη 

µακρόχρονη ελεύθερης νόσου επιβίωση της ασθενούς, εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, 

στους οποίους περιλαµβάνονται η ηλικία της ασθενούς, το Στάδιο κατά FIGO, η παρουσία 

λεµφαδενικών διηθήσεων και ο ιστολογικός τύπος. Έχει βρεθεί πως ο καρκίνος του 

τραχήλου της µήτρας ο οποίος εµφανίζεται σε µικρότερες ηλικίες έχει πιο επιθετική εξέλιξη 

(Fenton, 1992). Η πενταετής επιβίωση στις ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας 

Σταδίου ΙΑ πλησιάζει το 100%, στις ασθενείς Σταδίου ΙΒ1 και ΙΙΑ είναι 70-85%, στις 

ασθενεις Σταδίου ΙΒ2 και ΙΙΒ είναι 50-70%, 30-50% για το Στάδιο ΙΙΙ και µόλις 5-15% για το 

Στάδιο IV (Benedet και συν, 2003). Η πενταετής επιβίωση σε ασθενείς που έχουν έναν 

λεµφαδένα διηθηµένο είναι 91%, ενώ µειώνεται στο 44% όταν είναι διηθηµένοι δύο 

λεµφαδένες και στο 36% όταν είναι διηθηµένοι τρείς λεµφαδένες (Kamura και συν, 1992 ). Ο 

ιστολογικός τύπος αποτελεί επίσης σηµαντικό προγνωστικό παράγοντα. Έχει βρεθεί πως 
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ασθενείς µε αδενοκαρκίνωµα του τραχήλου της µήτρας ή µε αδενοµαλπιγιακό ή µε 

µικροκυτταρικό νευροενδοκρινικό καρκίνωµα εµφανίζουν µεγαλύτερη συχνότητα 

υποτροπών και µικρότερο ποσοστό πενταετούς επιβίωσης από ό,τι οι ασθενείς µε αµιγώς 

ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα (Grisaru και συν, 2001). 

 

3.7. Θεραπεία 

Η θεραπευτική προσπέλαση του καρκίνου της µήτρας περιλαµβάνει τις ακόλουθες 

µεθόδους: α) χειρουργική αντιµετώπιση, β) ακτινοθεραπεία, γ) χηµειοθεραπεία και δ) 

χηµειοακτινοθεραπεία. Η επιλογή της κατάλληλης θεραπευτικής µεθόδου καθώς και ο 

προσδιορισµός της θεραπευτικής στρατηγικής, η οποία ενδεχοµένως να συνδυάζει 

περισσότερες από µια θεραπευτικές µεθόδους γίνεται κατα κανόνα µε βάση τη Σταδιοποίηση 

κατά FIGO (Πίνακας 3.7). Στη λήψη της θεραπευτικής απόφασης συµβάλουν, επίσης, η 

ιστολογική εικόνα, η έκταση της λεµφαδενικής νόσου, ο θεραπευτικός κίνδυνος από την 

εγχείρηση, την ακτινοθεραπεία και τα κυτταροτοξικά φάρµακα καθώς και η προτίµηση της 

ασθενούς ως προς τη διατήρηση της γονιµότητάς της, αποφεύγοντας τη υστερεκτοµή, 

εφόσον υπάρχει εναλλακτική θεραπεία. 

 

3.7.1. Χειρουργική αντιµετώπιση 

Η χειρουργική θεραπεία µπορεί να εφαρµοστεί στα πρώιµα Στάδια της νόσου (Ι και 

ΙΙΑ) και έχει ως στόχο την τοπική εξαίρεση της νόσου. Στο Στάδιο ΙΑ1 η κωνοειδής εκτοµή 

αποτελεί τη θεραπεία εκλογής σε γυναίκες που επιθυµούν να κυοφορήσουν στο µέλλον, ενώ 

σε αυτές που δεν επιθυµούν διενεργείται απλή εξωκαψική κοιλιακή ή κολπική υστερεκτοµή 

(Tseng και συν, 1997). Σε γυναίκες Σταδίου ΙΑ2, ΙΒ και ΙΙΑ διενεργείται ριζική υστερεκτοµή 

µε πυελική λεµφαδεκτοµή. Στο Στάδιο ΙΑ2 εξαιτίας της µικρής πιθανότητας προσβολής των 

παραµητρίων µπορεί να εφαρµοστεί τροποποιηµένη η επέµβαση, κατά την οποία αφαιρείται 
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Πίνακας 3.7. Θεραπευτική αντιµετώπιση καρκίνου τραχήλου της µήτρας µε βάση τη Σταδιοποίηση 

κατά FIGO. 
Στάδιο Θεραπεία 

ΙΑ1 Αν η ασθενής επιθυµεί κύηση, κωνοειδής εκτοµή 

 Αν η ασθενής δεν επιθυµεί κύηση, απλή υστερεκτοµή (κοιλιακή ή κολπική) 

 Υστερεκτοµή µε ή χωρίς πυελική λεµφαδενεκτοµή, όταν υπάρχει δίηθηση του 

λεµφοτριχοειδικού χώρου 

ΙΑ2 Ριζική υστερεκτοµή µε πυελική λεµφαδενεκτοµή 

 Ριζική υστερεκτοµή µε πυελική λεµφαδενεκτοµή και χηµειοακτινοθεραπεία όταν υπάρχουν 

παθολογοανατοµικοί παράγοντες πτωχής πρόγνωσης* 

 Ακτινοθεραπεία  

ΙΒ1 Ριζική υστερεκτοµή µε πυελική λεµφαδενεκτοµή και χηµειοακτινοθεραπεία όταν υπάρχουν 

παθολογοανατοµικοί παράγοντες πτωχής πρόγνωσης* 

 Ακτινοθεραπεία 

ΙΒ2 Ριζική υστερεκτοµή µε πυελική λεµφαδενεκτοµή και χηµειοακτινοθεραπεία όταν υπάρχουν 

παθολογοανατοµικοί παράγοντες πτωχής πρόγνωσης* 

 Χηµειοακτινοθεραπεία 

 Χηµειοακτινοθεραπεία και υστερεκτοµή 

ΙΙΑ Ριζική υστερεκτοµή µε πυελική λεµφαδενεκτοµή 

 Χηµειοακτινοθεραπεία 

ΙΙΒ Χηµειοακτινοθεραπεία 

ΙΙΙΑ Χηµειοακτινοθεραπεία 

ΙVA Χηµειοακτινοθεραπεία 

 Πυελική εξεντέρωση 

ΙVΒ Παρηγορητική χηµειοακτινοθεραπεία 

 Χηµειοακτινοθεραπεία 

*∆ιήθηση ορίων εκτοµής, διήθηση πυελικών λεµφαδένων, ανεύρεση µεγάλου µεγέθους όγκου, βαθιά διήθηση, διήθηση 

λεµφοτριχοειδικού χώρου. 

 

µικρότερη ποσότητα παραµήτριου ιστού και κόλπου γεγονός που περιορίζει µετεγχειρητικές 

επιπλοκές, όπως η δυσλειτουργία της ουροδόχου κύστης, ενώ η αφαίρεση των παρααορτικών 

λεµφαδένων δεν είναι αναγκαία παρά µόνο όταν τεθεί υποψία προσβολής τους (Jones και 

συν, 1993). Η ριζική κολπική τραχηλεκτοµή µε συνοδή λαπαροσκοπική λεµφαδενεκτοµή 

µπορεί να εφαρµοστεί σε νέες γυναίκες Σταδίου ΙΑ που επιθυµούν να διατηρήσουν τη 

γονιµότητά τους, ωστόσο η πιθανότητα υποτροπής της νόσου (0-4%) καθιστά αναγκαία τη 

στενή παρακολούθηση της γυναίκας µετεγχειρητικά (Dargent και συν, 2000). Σε ασθενείς 

Σταδίου IV εφαρµόζονται παρηγορητικές µαζικές εγχειρήσεις πυελικής εξεντέρωσης, όπου 
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εκτός από την υστερεκτοµία και τον λεµφαδενικό καθαρισµό εξαιρούνται η ουροδόχος 

κύστη, το ορθό και ο κόλπος (Shingleton και συν, 1989). Στις µετεγχειρητικές επιπλοκές της 

ριζικής υστερεκτοµής περιλαµβάνονται η δυσλειτουργία της κύστης (3%), η δηµιουργία 

ουρητηροκολπικού ή κύστεοκολπικού συριγγίου (1-2%), η πνευµονική εµβολή (1-2%), η 

απόφραξη του λεπτού εντέρου (1%), ο σχηµατισµός λεµφοκύστεων (5%), ο τραυµατισµός 

νεύρων και η αιµορραγία. Τα τελευταία χρόνια η εφαρµογή τροποιηµένων χειρουργικών 

προσπελάσεων σε ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου τις µήτρας έχει ως στόχο τον 

περιορισµό της εγχειρητικής και µετεγχειρητικής νοσηρότητας και της θνητότητας (Margina 

και συν, 1995, Landoni και συν, 2001). 

 

3.7.2 Ακτινοθεραπεία 

Ο συνδυασµός εξωτερικής ακτινοθεραπείας και ενδοκοιλοτικής βραχυθεραπείας 

αποτελεί την ενδεικνυόµενη θεραπευτική αντιµετώπιση στο διηθητικό καρκίνο του τραχήλου 

της µήτρας είτε ως προεγχειρητική ή µετεγχειρητική αγωγή, είτε ως αποκλειστική 

θεραπευτική προσέγγιση. Η ακτινοθεραπευτική αγωγή εξατοµικεύεται σύµφωνα µε το 

στάδιο, το µέγεθος του όγκου, τη γεωµετρική διάταξη των οργάνων της πυέλου, την ηλικία 

της ασθενούς και το δείκτη Karnofsky. 

Κατά την εξωτερική ακτινοθεραπεία ακτινοβολείται µε ραδιενεργό κοβάλτιο Cο 60 ή 

µε δέσµες φωτονίων υψηλής ενέργειας (γραµµικός επιταχυντής) ολόκληρη η πύελος 

(πρωτοπαθής εστία και επιχώριοι λεµφαδένες). Σε προχωρηµένα στάδια, µε διήθηση των 

παραµητρίων, τα πεδία της εξωτερικής ακτινοθεραπείας συµπεριλαµβάνουν τους κοινούς 

λαγόνιους λεµφαδένες, ενώ όταν υπάρχει υποψία διήθησης των παρααορτικών λεµφαδένων, 

τότε και αυτοί συνακτινοβολούνται µαζί µε την πύελο ή µε χωριστό πεδίο ακτινοβολίας. Η 

ενδοκοιλοτική βραχυθεραπεία συνίσταται στην τοπική ακτινοβόληση της περιοχής του 

τραχήλου µε ραδιενεργές πηγές (καισίου, ιριδίου, κοβαλτίου), οι οποίες τοποθετούνται 
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ενδοκοιλοτικά στον αυλό του τραχήλου της µήτρας. Με βάση τη σχέση δόσης της 

ακτινοβολίας και χρόνου έκθεσης σε αυτή διακρίνουµε δύο είδη βραχυθεραπείας µε 

παρόµοια αποτελεσµατικότητα (Petereit και συν, 1999). Κατά τη βραχυθεραπεία χαµηλής 

δόσης (4-20 Gy/h) χορηγείται χαµηλή δόση ακτινοβολίας για µια περίοδο περίπου 3 ηµερών, 

ενώ στη βραχυθεραπεία υψηλής δόσης (2 Gy/h) χορηγείται υψηλή δόση ακτινοβολιας για 

µικρή χρονική περίοδο σε εβδοµαδιαίες συνήθως συνεδρίες. 

Οι επιπλοκές της ακτινοθεραπείας διακρίνονται σε άµεσες επιπλοκές, όπως η 

µετακτινική κολίτιδα µε κύριο σύµπτωµα τη διάρροια και σε απώτερες επιπλοκές, οι οποίες 

εµφανίζονται συνήθως 2-5 χρόνια µετά το τέλος της θεραπείας. Στις απώτερες επιπλοκές 

περιλαµβάνονται η στένωση του κόλπου, η αιµορραγία από το ορθό, η απόφραξη του 

εντέρου, η µετακτινική κυστίτιδα καθώς και η ανάπτυξη συριγγίων. Τα τελευταία χρόνια, η 

διασφάλιση των συνθηκών ακτινοβόλησης και της ποιότητας της χορηγούµενης 

ακτινοβολίας µε τη βοήθεια εξοµοιωτών, υπολογιστών δοσιµετρίας και συστηµάτων 

ακινητοποίησης έχει σαν αποτέλεσµα το υψηλό ποσοστό ελέγχου της τοπικής νόσου και τη 

σηµαντική µείωση των απώτερων επιπλοκών (Perez και συν, 1995). 

 

3.7.3 Χηµειοθεραπεία 

Η χηµειθεραπεία εφαρµόζεται σε προχωρηµένα στάδια καρκίνου τραχήλου της 

µήτρας σε συνδυασµό µε τη χειρουργική αντιµετώπηση ή την ακτινοθεραπεία, καθώς και σε 

περιπτώσεις υποτροπής της νόσου όπου έχει παρηγορητικό χαρακτήρα. Από τους 

κυτταροτοξικούς παράγοντες που έχουν χρησιµοποιήθεί µεµεµονωµένα ή σε συνδυασµό 

στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, η cis-platin κατέχει την κυρίαρχη θέση (Park και 

Thigpen, 1993, Rose και συν, 1999). Σηµαντικό παράγοντα αποτελεσµατικότητας της 

χηµειοθεραπείας σε περιπτώσεις αντιµετώπισης υποτροπών της νόσου αποτελεί το εάν η 

περιοχή της υποτροπής είχε ακτινοβοληθεί ή όχι κατά την αρχική της αντιµετώπιση. Το 25% 
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των ασθενων µε υποτροπή σε περιοχή εκτός του πεδίου ακτινοβόλησης απαντά στη 

χηµειοθεραπεία, ενώ στην περίπτωση που η περιοχή της υποτροπής δεν έχει ακτινοβοληθεί 

το αντίστοιχο ποσοστό φθάνει µόλις το 5% (Brader και συν, 1998). 

 

3.7.4. Χηµειοακτινοθεραπεία 

Η χηµειοακτινοθεραπεία, η οποία συνίσταται στον ταυτόχρονο συνδυασµό 

χηµειοθεραπείας και ακτινοθεραπείας, µπορεί να εφαρµοστεί είτε ως µονοθεραπεία σε 

ανεγχείρητα στάδια (ΙΙΒ, ΙΙΙ και IV) είτε σε συνδυασµό µε τη χειρουργική αντιµετώπιση 

(ΙΑ2, ΙΒ και ΙΙΑ). Παρά την εµφάνιση πιο σοβαρών αιµατολογικών και γαστρεντερικών 

επιπλοκών, η χηµειοακτινοθεραπεία πλεονεκτεί τόσο της µεµονωµένης ακτινοθεραπείας όσο 

και της χηµειοθεραπείας, η οποία ακολουθείται από ακτινοθεραπεία (Grenn και συν, 2001). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

 

ΜΟΡΙΑΚΗ ΚΑΙ ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΒΑΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 

4.1. Γενικά 

4.2. Παράγοντες καρκινογένεσης 

4.2.1. Φυσικοί παράγοντες 

4.2.2. Χηµικοί παράγοντες 

4.2.3. Ογκογόνοι Ιοί 

4.3. Ογκογονίδια 

4.3.1. Αυξητικοί και αγγειογενετικοί παράγοντες 

 4.3.2. ∆ιαµεµβρανικοί υποδοχείς και κυτταροπλασµατικές πρωτείνες 

4.3.3. Μεταγραφικοί παράγοντες 

4.3.4. Πολυλειτουργικά ογκογονίδια 

4.4. Ογκοκατασταλτικά γονίδια 

4.5. Γονιδιακή θεραπεία 
 

4.1. Γενικά 

Το κύτταρο αποτελεί τη βασική δοµική και λειτουργική µονάδα της ζωής. Ο 

ανθρώπινος οργανισµός αποτελείται από εκατοµµύρια κύτταρα, η ανάπτυξη και ο 

πολλαπλασιασµός των οποίων ρυθµίζεται µε στόχο την οµαλή και αρµονική λειτουργία του 

ανθρώπινου οργανισµού. Η ρύθµιση της κυτταρικής ανάπτυξης και του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού επιτελείται µέσω γενετικών πληροφοριών που τα κύτταρα φέρουν στο 

γονιδίωµά τους (DNA).  

Στα Σχήµατα που ακολουθούν ανασκοπούνται η δοµή του δίκλωνου µορίου του 

δεοξυριβονουκλεϊκού οξέως (DNA), όπου είναι αποθηκευµένη η γενετική πληροφορία του 

κυττάρου (Σχήµα 4.1), η δοµή του µονόκλωνου µορίου του ριβονουκλεϊκού οξέως (RNA), 

όπου µεταγράφεται η γενετική πληροφορία του µορίου DNA (Σχήµα 4.2), µέσω της 
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διαδικασίας της µεταγραφής (Σχήµα 4.3), για να ακολουθήση στη συνέχεια η διαδικασία της 

µετάφρασης, όπου συντίθενται τα πρωτεϊνικά µόρια του κυττάρου (Σχήµα 4.4).  

Στο Σχήµα 4.5 παρουσιάζονται οι θέσεις, στις οποίες πραγµατοποιείται η σύνθεση 

των πρωτεϊνών στο ευκαρυωτικό κύτταρο και στο Σχήµα 4.6 ο γενετικός κώδικας, µε βάση 

τον οποίο η γενετική πληροφορία της αλληλουχία των αµινοξέων των σχηµατιζόµενων 

πρωτεϊνικών µορίων κωδικοποιείται στην αλληλουχία των βάσεων των ριβονουκλεϊκων 

οξέων.  

Στο Σχήµα 4.7 ανασκοπείται η ροή της γενετικής πληροφορίας και στο Σχήµα 4.8 

παρουσιάζονται οι φάσεις του κυτταρικού κύκλου σε σχέση µε την αντιγραφή του DNA. 

Η καρκινική εξαλλαγή ενός κυττάρου είναι το αποτέλεσµα µιας πολυσταδιακής και 

πολυπαραγοντικής διαδικασίας µετάβασης από την κατάσταση φυσιολογικού ελέγχου της 

κυτταρικής ανάπτυξης σε µια κατάσταση απώλειας ελέγχου της (Spandidos, 2004).  

Τα καρκινικά κύτταρα, σε αντίθεση µε τα φυσιολογικά, διπλασιαζονται ανεξέλεκτα 

(αθανατοποίηση) και εισβάλλουν σε γειτονικούς ιστούς διασπώντας τη βασική µεµβράνη 

(διήθηση), όπως φαίνεται στο Σχήµα 4.9.  

Με τον τρόπο αυτό στη συνέχεια, µέσω των λεµφικών και αιµοφόρων αγγείων, 

µεθίστανται σε αποµακρυσµένα όργανα (µετάσταση). Σε in vitro πειράµατα έχει δειχθεί πως 

τα καρκινικά κύτταρα επιδεικνύουν µειωµένη εξάρτηση στους εξωγενείς αυξητικούς 

παράγοντες (αύξηση ανεξάρτητη παρουσίας αυξητικών παραγόντων), ενώ για τον 

πολλαπλασιασµό τους δεν απαιτείται η προσκόλλησή τους σε κάποια επιφάνεια (αύξηση 

ανεξάρτητη πρόσφυσης). 
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Σχήµα 4.1. Το δίκλωνο µόριο δεοξυριβονουκλεϊκού οξέως (DNA). A: Αδενίνη, C: Κυτοσίνη, 

T:Θυµίνη, G: Γουανίνη. 
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Σχήµα 4.2. Το µονόκλωνο µόριο ριβονουκλεϊκού οξέως (RNA). A: Αδενίνη, C: Κυτοσίνη, U: 

Ουρακίλη, G: Γουανίνη. 
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Σχήµα 4.3. Μεταγραφή DNA σε mRNA. 
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Σχήµα 4.4. Μετάφραση σε mRNA σε πρωτεΐνη. 
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Σχήµα 4.5. Θέσεις πρωτεϊνικής σύνθεσης ευκαρυαωτικού κυττάρου. 
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Σχήµα 4.6. Ο γενετικός κώδικας. Αla: αλανίνη, Arg: αργινίνη, Asn: ασπαραγίνη, Asp: ασπαρτικό 

οξύ, Cys: κυστεΐνη, Gln: γλουταµίνη, Glu: γλουταµικό οξύ, Gly: γλυκίνη, His: ιστιδίνη, Ile: 

ισολευκίνη, Leu: λευκίνη, Lys: λυσίνη, Met: µεθειονίνη, Phe: φαινυλαλανίνη, Pro: προλίνη, Ser: 

σερίνη, Thr: θρεονίνη, Trp: τρυπτοφάνη, Tyr: τυροσίνη, Val: βαλίνη. 
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Σχήµα 4.7. Η ροή της γενετικής πληροφορίας στο  ευκαρυωτικό κύτταρο. Η αντιγραφή DNA, η 

µεταγραφή, όπου φαίνεται και η διαδικασία του µατίσµατος του mRNA και η σύνθεση των 

πρωτεϊνών. 
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Σχήµα 4.8. Ο κυτταρικός κύκλος 
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Σχήµα 4.9. Ιδιόητες κακοήθους κυττάρου. 

 

Α. Απώλεια ελέγχου του πολλαπλασιασµού. 

 
 

Β. ∆ιάσπαση της βασικής µεµβράνης. 
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Η διαδικασία της καρκινογένεσης είναι πολυσταδιακή. ∆ιακρίνονται τρία στάδια 

καρκινογένεσης: το στάδιο έναρξης (initiation), το στάδιο προαγωγής (promotion) και το 

στάδιο µετεξέλιξης (progression), κατά τη διάρκεια των οποίων πραγµατοποιείται 

προοδευτικά η καρκινική εξαλλαγή των κυττάρων. Σε ορισµένες περιπτώσεις καρκίνου, 

υπάρχουν προκαρκινικές αλλοιώσεις, οι οποίες στη συνέχεια εξελίσσονται σε κακοήθη 

νεοπλάσµατα. Στο Σχήµα 4.10 παρουσιάζονται τα στάδια της καρκινογένεσης στον τράχηλο 

της µήτρας, ενώ περισσότερα στοιχεία αναλύονται στο Κεφάλαιο 3. 

 

Σχήµα 4.10. Στάδια καρκινογένεσης στον τράχηλο της µήτρας. 

 

 
 

 

Η διαδικασία της καρκινογένεσης είναι πολυπαραγοντική. Μια σειρά από 

περιβαλλοντικούς, γενετικούς και επιγενετικούς παράγοντες (Πίνακας 4.1) επιδρούν στην 

µετατροπή του φυσιολογικού κυττάρου σε καρκινικό. Οι γενετικές αλλοιώσεις που 

δηµιουργούνται, αντιστρεπτές και µη, αυξάνουν το ογκογενετικό δυναµικό των κυττάρων και 

αθροιστικά τα ωθούν στην κακοήθη εξαλλαγή. Οι αλλοιώσεις αυτές αφορούν την ποιοτική 

και ποσοτική λειτουργία συγκεκριµένων γονιδίων, τα οποία παίζουν σηµαντικό ρόλο στον 

έλεγχο της αύξησης και της διαφοροποίησης του κυττάρου. Τα γονίδια αυτά διακρίνονται σε 

δύο βασικές κατηγορίες: τα ογκογονίδια (oncogenes) και τα ογκοκατασταλτικά γονίδια 

(onco-suppressor genes).  
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Πίνακας 4.1. Παράγοντες καρκινογένεσης. 

Φυσικοί Παράγοντες που ενέχονται στην καρκινογένεση 

Ακτινοβολία 

          Ιοντίζουσα ακτινοβολία 

          Υπεριώδης ακτινοβολία 

Ξένα Σώµατα 

          Αµίαντος 

          Schistosoma haematobium 

          Εµφυτεύµατα 

Χηµικοί Παράγοντες που ενέχονται στην καρκινογένεση 

Αλκοόλ 

Καπνός 

Μέταλλα 

          Κάδµιο 

          Χρώµιο 

          Νικέλιο 

          Αρσενικό 

Χρωστικές ανιλίνης 

∆ιεθυλοστιβεστρόλη 

Φαινυτοίνη  

Βενζόλιο 

Αλκυλιωτικοί παράγοντες 

Αφλατοξίνες 

Βινυλοχλωρίδιο 

Βιολογικοί Παράγοντες που ενέχονται στην καρκινογένεση 

DNA ιοί 

          HPV 

          HBV 

          Epstein-Barr 

RNA ιοί (Ρετροιοί) 

 

4.2. Παράγοντες καρκινογένεσης 

4.2.1. Φυσικοί παράγοντες 

Αν και η ευαισθησία των ιστών διαφέρει, η ιονίζουσα ακτινοβολία µπορεί να 

προκαλέσει όλες τις µορφές καρκίνου στον άνθρωπο, ενώ η υπεριώδης ακτινοβολία 

προκαλεί καρκίνο του δέρµατος συµπεριλαµβανοµένου και του µελανώµατος. Η ακτινοβολία 

φαίνεται πως προκαλεί άµεσα γενετικές βλάβες, όπως απαλείψεις και µεταθέσεις 

χρωµοσωµικών τµηµάτων και σπανιότερα σηµειακές µεταλλάξεις. Η υπεριώδης ακτινοβολία 
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προκαλεί επιπλέον αλλοιώσεις στη δοµή και τη λειτουργία γονιδίων που είναι υπεύθυνα για 

τη διόρθωση βλαβών που φυσιολογικά συµβαίνουν κατά την αντιγραφή του DNA. Ο 

µηχανισµός αυτός συµβάλλει στη δηµιουργία κακοήθων δερµατικών όγκων σε πάσχοντες 

από το σύνδροµο της µελαγχρωστικής ξηροδερµίας (xeroderma pigmentosum). 

Η έκθεση σε ίνες αµιάντου προκαλεί καρκίνο στους πνεύµονες και τον υπεζωκότα. 

Το καρκίνωµα του πλακώδους επιθηλίου της ουροδόχου κύστης είναι στενά συνδεδεµένο µε 

τη χρόνια φλεγµονώδη αντίδραση που προκαλείται από µόλυνση της ουροδόχου κύστης από 

το Schistosoma haematobium. Η µεταµόσχευση τεχνητού µέλους σπάνια συνδέεται µε την 

ανάπτυξη σαρκώµατος. 

 

4.2.2. Χηµικοί παράγοντες 

Παρά το γεγονός πως οι περισσότερες χηµικές ουσίες δεν είναι καρκινογόνες, τα 

χηµικά καρκινογόνα ενέχονται στην καρκινογένεση των περισσότερων µορφών καρκίνου 

στον άνθρωπο. Οι ουσίες αυτές συνήθως µετατρέπονται από συγκεκριµένα ενζυµικά 

συστήµατα του κυττάρου (π.χ. το κυτόχρωµα P-450 ) σε ενεργούς µεταβολίτες που δρούν 

άµεσα στο DNA του κυττάρου προκαλώντας από σηµειακές γονιδιακές µεταλλάξεις έως 

µείζονες χρωµοσωµικές ανωµαλίες (Stanley, 1995). 

Το αλκόολ και το κάπνισµα έχουν µε συσχετιστεί µε την εκδήλωση αρκετών τύπων 

καρκίνου, όπως ο καρκίνος κεφαλής και του τραχήλου, του αναπνευστικού, του ανώτερου 

γαστρεντερικού και της ουροδόχου κύστης. Σε λιγότερο αναπτυγµένες χώρες το 

ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα προκαλείται από αφλατοξίνες, οι οποίες παράγονται από 

µύκητες. Η σύγχρονη διατροφή αποτελεί βασικό παράγοντα καρκινογένεσης. Η χαµηλή 

διατροφική πρόσληψη ινών έχει συσχετιστεί µε τον καρκίνο του παχέος εντέρου, ενώ η 

χρήση συντηρητικών στα τρόφιµα έχει ενοχοποιηθεί για διάφορους τύπους καρκίνου. 

Παλαιότερα ο κίνδυνος καρκινογένεσης από χηµικές ουσίες σχετιζόταν µε την έκθεση των 
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ανθρώπων σε βιοµηχανικά προϊόντα όπως διάφορες χρωστικές, το βενζόλιο και το 

χλωριούχο βινύλιο. 

 

4.2.3. Ογκογόνοι Ιοί 

Οι πρώτες ενδείξεις για τη συµµετοχή ιών στην ογκογενετική διαδικασία προήλθαν 

πριν σχεδόν έναν αιώνα (Rous και συν, 1911) και η αξία της πληροφορίας αυτής 

αναγνωρίστηκε µε την απονοµή του βραβείου Nobel το 1968 στον εµπνευστή της ιδέας. 

Σήµερα υπάρχει αποδεδειγµένη συµµετοχή ιογενών λοιµώξεων στην αιτιολογία ενός στους 

επτά καρκίνους που συµβαίνουν παγκοσµίως, µε τον ιό του θηλώµατος του ανθρώπου (HPV) 

και τους ηπατοτρόπους ιούς (HBV) να ευθύνονται για πάνω από το 80% των περιπτώσεων 

(zur Hausen και συν, 1999). Τόσο DNA ιοί όσο και RNA ιοί (ρετροιοί) µπορούν να 

προκαλέσουν καρκίνο στον άνθρωπο, είτε άµεσα µέσω απευθείας επίδραση στον κακοήθη 

µετασχηµατισµό του κυττάρου, είτε έµµεσα όπως ο ιός HIV µέσω της ανοσοκαταστολής που 

προκαλεί. 

Η µόλυνση µε τον ιό της ηπατίτιδας Β (HBV) οδηγεί στην ανάπτυξη του 

ηπατοκυτταρικού καρκινώµατος, ενώ ο ιός του θηλώµατος του ανθρώ που (HPV) θεωρείται 

ότι συµµετέχει στη δηµιουργία του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας στον άνθρωπο. Ο ιός 

Epstein-Bar (EBV) µε βάση επιδηµιολογικά δεδοµένα θεωρείται βασικός αιτιολογικός 

παράγοντας του Αφρικάνικου λεµφώµατος Burkitt και καρκινώµατος στο ρινοφάρυγγα. 

Πρόσφατα οι ρετρο-ιοί του ανθρώπου έχει αναφερθεί ότι προκαλούν κακοήθειες των Τ-

λεµφοκυττάρων στον άνθρωπο. Οι δυνητικά ογκογόνοι ιοί παρουσιάζονται συνοπτικά στον 

Πινακα 1.3. στο Κεφάλαιο 1. 

Οι DNA ιοί καθώς και ορισµένοι ρετρο-ιοί έχουν την ικανότητα να ενσωµατώνουν 

περιοχές του γονιδιώµατός τους στο γενετικό υλικό των ξενιστών. Στο Κεφάλαιο 2 στην 

Παράγραφο 2.2.5 γίνεται λεπτοµερής αναφορά στην ενσωµάτωση του γονιδιώµατος του ιού 
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HPV στο γονιδίωµα του κυττάρου ξενιστή και στη σηµασία του γεγονότος αυτού στην 

κακοήθη εξαλλαγή του κυττάρου. Στην περίπτωση των ρετρο-ιών απαιτείται η µετατροπή 

του RNA του ιού σε DNA µε τη δράση της αντίστροφης µεταγραφάσης του ιού, η οποία 

φέρεται στα σωµατίδιά του ιού. Οι ιικές πρωτεΐνες που εκφράζονται στα προσβεβληµένα 

κύτταρα τροποποιούν τη συµπεριφορά των γονιδίων του ξενιστή και εµπλέκονται στην 

καρκινογένεση. 

 

4.3. Ογκογονίδια 

Τα ογκογονίδια είναι γονίδια, κυτταρικά ή ιικά, των οποίων η δράση συνεισφέρει 

στην κακοήθη εξαλλαγή του κυττάρου. Τα κυτταρικά ογκογονίδια ταυτοποιήθηκαν αρχικά 

ως οµόλογα ιικών γονιδίων ογκογόνων ρετρο-ιών, οι οποίοι εµφανίζουν την ικανότητα 

επαγωγής όγκων σε πειραµατόζωα και µετασχηµατισµού κυτταρικών σειρών in vitro. Στη 

συνέχεια όµως αποδείχτηκε ότι τα γονίδια των ρετροιών είναι κυτταρικά γονίδια, τα οποία 

απέσπασαν εξελικτικά οι ρετρο-ιοί κατά την ενσωµάτωσή τους στο κυτταρικό γονιδίωµα των 

θηλαστικών. Αντίθετα, τα ογκογονίδια των DNA ιών δεν παρουσιάζουν µεγάλη οµολογία µε 

τα κυτταρικά ογκογονίδια. 

Τα ογκογονίδια προέρχονται από την ενεργοποίηση φυσιολογικών κυτταρικών ή 

ιικών γονιδίων (πρωτο-ογκογονίδια) λόγω της επίδρασης των παραγόντων καρκινογένεσης. 

Η ενεργοποίηση των πρωτο-ογκογονιδίων µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε µια σειρά από 

αλλοιώσεις (Σχήµα 4.11), όπως οι σηµειακές µετάλλαξεις, η γονιδιακή επέκταση, η 

µετάθεση χρωµοσωµιακού τµήµατος, η αύξηση του αριθµού των χρωµοσωµάτων, η 

ενσωµάτωση ιικών αλληλουχιών και η αύξηση της έκφρασης του γονιδίου λόγω 

µετεγραφικών, µετα-µεταγραφικών, µεταφραστικών και µετα-µεταφραστικών 

τροποποιήσεων. Η ενεργοποίηση εντοπίζεται τόσο σε ποιοτικό όσο και σε ποσοτικό επίπεδο, 

µε αποτέλεσµα είτε την απευθείας αλλοίωση του γονιδιακού προϊόντος και την παραγωγή 
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µεταλλαγµένης πρωτεΐνης, είτε την παραγωγή σε υπερβολικές ποσότητες (υπερέκφραση) της 

φυσιολογικής πρωτεΐνης, ενώ είναι επίσης δυνατή η ενεργοποίηση και στα δύο επίπεδα. 

 

Σχήµα 4.11. Τρόποι ενεργοποίησης ενός πρωτο-ογκογονιδίου σε ογκογονίδιο. 

 

 

 

 

Τα πρώτο-ογκογονίδια στο φυσιολογικό κύτταρο κωδικοποιούν µια σειρά από 

πρωτείνες (Σχήµα 4.12), οι οποίες παίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, της απόπτωσης, της σταθερότητας του DNA και της διαφοροποίησης 

συµµετέχοντας σε ένα πολύπλοκο µηχανισµό επαγωγής σηµάτων στον ανθρώπινο 

οργανισµό. Τα πρωτεϊνικά προϊόντα των πρωτο-ογκογονιδίων, είναι κυρίως αυξητικοί και 

αγγειογενετικοί παράγοντες, διαµεµβρανικοί ή ενδοκυττάριοι υποδοχείς και πρωτεΐνες που 

ρυθµίζουν ως µεταγραφικοί παράγοντες τη µεταγραφή του κυττάρου. 
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Σχήµα 4.12. Κυτταρική εντόπιση πρωτεϊνικών προϊόντων διάφορων ογκογονιδίων. 

 

 
 

 

4.3.1. Αυξητικοί και αγγειογενετικοί παράγοντες 

Παραδείγµατα αυξητικών παραγόντων που κωδικοποιούνται από ογκογονίδια 

αποτελούν ο αυξητικός παράγοντας των αιµοπεταλίων (PDGF), ο οποίος παράγεται από το 
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ογκογονίδιο sis, οι επιδερµοειδείς αυξητικοί παράγοντες (EGFs) και ο αυξητικός παράγοντας 

των ινοβλαστών (FGF), προϊόν του ογκογονιδίου int-2 καθώς και διάφοροι αγγειογενετικοί 

παράγοντες, όπως ο VEGF, οι οποίοι επάγουν τη διαδικασία της αγγειογένεσης. Η 

ενεργοποίηση των ογκογονιδίων αυτών είναι κυρίως συνέπεια της µεταγραφικής τους 

απορύθµισης, µε αποτέλεσµα την υπερέκφραση των φυσιολογικών πρωτεϊνών τους. Με τον 

τρόπο αυτό το κύτταρο δέχεται έναν µεγάλο αριθµό µιτογονικών σηµάτων τόσο από το ίδιο 

(αυτοκρινής επαγωγή) ή το µικροπεριβάλλον του, όσο και από πλέον µακρινά σηµεία, 

γεγονός που επιδρά στη ρύθµιση του κυτταρικού πολλαλασιασµού και του καρκινικού 

µετασχηµατισµού του κυττάρου. 

 

4.3.2. ∆ιαµεµβρανικοί υποδοχείς και κυτταροπλασµατικές πρωτείνες 

Οι καλύτερα µελετηµένοι υποδοχείς είναι αυτοί, οι οποίοι χαρακτηρίζονται από µια 

εξωτερική περιοχή πρόσδεσης, µια διαµεµβρανική περιοχή και ένα κυτταροπλασµατικό 

επίτοπο, ο οποίος παρουσιάζει ενεργότητα κινάσης της τυροσίνης. Παραδείγµατα 

ογκογονιδίων που κωδικοποιούν διαµεµβρανικούς υποδοχείς µε δράση κινάσης της 

τυροσίνης αποτελούν τα γονίδια erbB-1, erbB-2 και fms, ενώ το γονίδιο erbA κωδικοποιεί 

έναν ενδοκυττάριο υποδοχέα µε δράση κινάσης της τυροσίνης. Άλλοι διαµεµβρανικοί 

υποδοχείς που ενοχοποιούνται για την καρκινογένεση είναι οι υποδοχείς που δεσµεύουν 

νουκλεοτίδια γουανίνης, υποδοχείς µε ενεργότητα κινάσης της σερίνης/θρεονίνης, υποδοχείς 

για λεµφοκίνες, κυτταροκίνες και αυξητικούς παράγοντες (π.χ. ιντερλευκίνη-1, ιντερλευκίνη-

2, GM-CSF, ερυθροποιητίνη), υποδοχείς µε ενεργότητα φωσφατάσης της φωσφοτυροσίνης, 

οι οποίοι δύνανται να αντιπροσωπεύουν ένα ανταγωνιστικό σύστηµα έναντι των υποδοχέων 

της κινάσης της τυροσίνης καθώς και κανάλια ιόντων. 

Παραδείγµατα ογκογονιδίων που κωδικοποιούν κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες που 

δεσµεύουν νουκλεοτίδια γουανίνης αποτελούν τα γονίδια ras, ενώ τα γονίδια raf και mos 
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κωδικοποιούν κυτταροπλασµατικές κινάσες της σερίνης/θρεονίνης. Τα γονίδια scr, abl, yes 

κωδικοποιούν κυτταροπλασµατικές κινάσες της τυροσίνης. Οι πρωτεΐνες αυτές φαίνεται να 

συµµετέχουν στη µετάδοση σηµάτων που δέχεται το κύτταρο µέσω των υποδοχέων του, τα 

οποία είναι απαραίτητα για τον έλεγχο της κυτταρικής αυξησης και της κυτταρικής 

διαφοροποίησης. Στο κεφάλαιο 5 παρουσιάζονται τα γονίδια της οικογένειας ras, καθώς και 

ο σηµαντικός ρόλος τους στην καρκινική εξαλλαγή του κυτταρου. 

 

4.3.3. Μεταγραφικοί παράγοντες 

Μια σηµαντική κατηγορία ογκογονιδίων κωδικοποιεί πρωτεΐνες που παρεµβαίνουν 

ρυθµιστικά στη διαδικασία µεταγραφής του γενετικού υλικού. Παραδείγµατα αποτελούν τα 

γονίδια myc, jun, fos, myb και ski, τα προϊόντα των οποίων προσδένονται και αλληλεπιδρούν 

µε συγκεκριµένες αλληλουχίες του DNA επιδρώντας ως µεταγραφικοί παράγοντες στον 

έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης του κυττάρου. Το γονίδιο myc κωδικοποιεί µια πυρηνική 

πρωτεΐνη 62 kDa µε ικανότητα πρόσδεσης στο DNA. Η έκφραση του γονιδίου εµπλέκεται 

στη ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και τη διαφοροποίηση των κυττάρων. Η 

απώλεια της γονιδιακής ρύθµισης του γονιδίου λόγω γονιδιακής επέκτασης, ανακατατάξεων 

στο 5’ άκρο του, µετατοπίσεων οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση του γεγονός που θεωρείται 

βασικός παράγοντας καρκινογένεσης. 

 

4.3.4. Πολυλειτουργικά ογκογονίδια 

Πρόσφατα έχουν βρεθεί ογκογονίδια, οι πρωτεΐνες των οποίων έχουν την ικανότητα 

να εκτελούν πολλαπλές συγκεκριµένες λειτουργίες. Παράδειγµα αποτελεί το ογκογονίδιο 

bcr, η αµινοτελική περιοχή της πρωτεϊνής του οποίου έχει δράση κινάσης της σερίνης, η 

καρβοξυτελική έχει δράση GTPάσης, ενώ η ενδιάµεση περιοχή παρουσιάζει oµολογία µε τον 

παράγοντα ανταλλαγής νουκλεοτιδίων. Ο ακριβής ρόλος των πολυλειτουργικών 
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ογκογονιδίων δεν έχει ακόµα διευκρινιστεί, είναι ωστόσο πιθανό ότι οι πρωτεΐνες που 

κωδικοποιούν λειτουργούν ως γέφυρες σε συγκεκριµένα σηµεία του µηχανισµού της 

ρύθµισης του κυτταρικού πολλαπλασιασµού. 

 

4.4. Ογκοκατασταλτικά γονίδια 

Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια είναι κυτταρικά γονίδια, η απενεργοποίηση των 

οποίων οδηγεί στην καρκινική εξαλλαγή του κυττάρου. Στο φυσιολογικό κύτταρο τα 

προϊόντα των γονιδίων αυτών ασκούν αρνητικό έλεγχο στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, 

ενώ παράλληλα εµπλέκονται στη ρύθµιση των µηχανισµών του προγραµµατισµένου 

κυτταρικού θανάτου (απόπτωση). 

Σε αντίθεση µε τα ογκογονίδια, τα οποία δρούν ως επικρατή, τα ογκοκατασταλτικά 

γονίδια παρουσιάζουν υπολειπόµενη ογκογενετική δράση, υπό την έννοια ότι απαιτείται 

µετάλλαξη ή έλλειψη και στα δύο αλληλόµορφα (απώλεια ετεροζυγωτίας) του γονιδίου για 

την καταστολή της φυσιολογικής του δράσης. Η απώλεια της ετεροζυγωτίας µπορεί να είναι 

το αποτέλεσµα ενδιάµεσων ελλείψεων, απάλειψης χρωµοσώµατος ή µη φυσιολογικών 

ανασυνδυασµών και αποτελεί σύνηθες χαρακτηριστικό πολλών νεοπλασιών όπου 

ενοχοποιείται η απενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Η απενεργοποίηση ενός 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου δύναται να πραγµατοποιηθεί και µε τη βοήθεια σηµειακών 

µεταλλάξεων. Αυτές οι µεταλλάξεις έχουν συνήθως επικρατούντα αρνητικό χαρακτήρα, που 

σηµαίνει πως η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη µπορεί να προσδένεται µε τη φυσιολογική και την 

απενεργοποιεί. 

Οι πιο γνωστοί αντιπρόσωποι της οµάδας των ογκοκατασταλτικών γονιδίων είναι το 

γονίδιο του ρετινοβλαστώµατος rb και το γονίδιο p53. Το γονίδιο του ρετινοβλαστώµατος rb 

ήταν το πρώτο ογκοκατασταλτικό γονίδιο που κλωνοποιήθηκε και χαρακτηρίστηκε η 

αλληλουχία του. Η πρωτεΐνη που κωδικοποιεί είναι µια πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη που 
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προσδένεται στο DNA και παίζει σηµαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση του κυττάρου. Η 

απενεργοποίηση του γονιδίου ευνοεί τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και τον καρκινικό 

µετασχηµατισµό και παρατηρείται κυρίως στο ρετινοβλάστωµα καθώς και σε καρκίνους της 

ουροδόχου κύστεος και του πνεύµονα. 

Το γονίδιο p53 κωδικοποιεί για µια πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη, που προσδένεται στο 

DNA και ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων, τα οποία συµµετέχουν στην αύξηση και τη 

διαφοροποίηση του κυττάρου. Η πρωτεΐνη αυτή ενοπίστηκε για πρώτη φορά εξαιτίας της 

πρόσδεσής της στο µεγάλο Τ αντιγόνο του ιου SV40. Η πρόσδεση αυτή προκαλεί την 

απενεργοποίηση της p53 µε άµεσες ογκογενετικές συνέπειες για το κύτταρο, το οποίο 

προσβάλλεται από το DNA του ογκογόνου ιού. Απενεργοποίηση του γονιδίου p53 

εµφανίζεται σε πολλούς τύπους καρκίνου, όπως του παχέος εντέρου, του πνεύµονα, του 

οστεοσαρκώµατος, ενώ κληρονοµούµενες µεταλλάξεις του γονιδίου φαίνεται πως 

συνδέονται µε το κληρονοµικό σύνδροµο καρκίνου Li-Fraumeni.  

Άλλα ογκοκατασταλτικά γονίδια είναι το γονίδιο WT-1, το οποίο είναι υπεύθυνο για 

µια ποικιλία όγκων του Wilms, το NF-1, το οποίο είναι υπεύθυνο για την νευροινωµάτωση 

τύπου Ι, το γονίδιο APC το οποίο σχετίζεται µε την προδιάθεση για καρκίνο του παχέος 

εντέρου, το nm3, το οποίο εµπλέκεται στον καρκίνο του µαστού και του τραχήλου της 

µήτρας και το MTS1, η έλλειψη του οποίου εµφανίζεται συχνά σε κυτταρικές σειρές από 

όγκους του πνεύµονα, του µαστού, του δέρµατος, των ωοθηκών και των λεµφοκυττάρων. 

 

4.5. Γονιδιακή θεραπεία 

Η κατανόηση της µοριακής και γενετικής βάσης της καρκινογένεσης αναζωπυρώνει 

την ελπίδα για νέες θεραπευτικές προσεγγίσεις εναντίον του καρκίνου. Η ανεύρεση 

µοριακών στόχων σε διάφορους καρκίνους στον άνθρωπο καθώς και η ανάπτυξη µεθόδων 

γονιδιακής µεταφοράς µε υψηλή αποτελεσµατικότητα οδήγησε στη διαµόρφωση της ιδέας 
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ότι η γονιδιακή θεραπεία µπορεί να χρησιµοποιηθεί στο µέλλον για τη θεραπεία του 

καρκίνου (Mulligan, 1993). Με τον όρο γονιδιακή θεραπεία αναφερόµαστε στην παρέµβαση 

στο γενετικό υλικό του ανθρώπου µε στόχο τη διόρθωση των γενετικών αλλοιώσεων, οι 

οποίες ενοχοποιούνται για την εκδήλωση µιας νόσου. Αρχικό στόχο των πρώτων κλινικών 

µελετών γονιδιακής θεραπείας αποτέλεσαν κληρονοµικές νόσοι που οφείλονται σε 

ελαττωµατικά γονίδιά, όπως ανοσοανεπάρκειες π.χ. λόγω της έλλειψης της απαµινάσης της 

αδενοσίνης. Σήµερα, λόγω του συνεχώς αυξανόµενου ερευνητικού ενδιαφέροντος στο χώρο 

της ογκολογίας, η πλειοψηφία των κλινικών µελετών γονιδιακής θεραπείας αφορούν τον 

καρκίνο. Στην αντιστροφή αυτή συνέβαλε και το γεγονός ότι οι στρατηγικές που έχουν 

εφαρµοστεί για τη γονιδιακή θεραπεία του καρκίνου δεν επηρεάζονται σηµαντικά από 

τεχνικές δυσκολίες, που συνδέονται µε τη γονιδιακή θεραπεία κληρονοµούµενων γενετικών 

νόσων, για την οποία απαιτείται µακροχρόνια και ρυθµιζόµενη έκφραση του µεταφερόµενου 

γονιδίου στα κύτταρα. 

Οι ιοί αποτελούν τα πιο συνηθισµένα οχήµατα µεταφοράς γονιδίων µε κύριους 

εκπρόσωπους τους ρετρο-ιούς και τους αδενοϊούς. Οι ρετρο-ιοί έχουν χρησιµοποιηθεί 

εκτεταµένα λόγω της ικανότητάς τους να προσδίδουν σταθερή υψηλού επιπέδου γονιδιακή 

έκφραση λόγω της ενσωµάτωσής τους µέσα στο γενετικό υλικό των κυττάρων στόχων. 

Μειονέκτηµά τους αποτελεί το γεγονός ότι ενσωµατώνονται και εκφράζουν το 

µεταφερόµενο γονίδιο µόνο σε ενεργώς πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα. Οι αδενοϊοί σε σχέση 

µε τους ρετρο-ιούς δεν απαιτούν ενεργώς πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα για να επιτευχθεί η 

κυτταρική έκφραση του µεταφερόµενου γονιδίου και παράγονται ευκολότερα σε υψηλούς 

τίτλους. Μειονέκτηµά των αδενοϊών αποτελεί η ανοσογονικότητά τους, δεδοµένου ότι 

προκαλούν ήπια αυτοπεριοριζόµενη νόσο του ανώτερου αναπνευστικού, ενώ το 80% 

περίπου του γενικού πληθυσµού έχει αντισώµατα έναντι των ιών αυτών. Εκτός από τους ιούς 

έχουν αναπτυχθεί και άλλα συστήµατα µεταφοράς γονιδίων. Παράδειγµα αποτελεί η χρήση 
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κατιοντικών λιπιδίων, τα οποία δηµιουργούν σύµπλεγµα µε το αρνητικά φορτισµένο DNA, 

διευκολύνοντας έτσι την ενδοκυττάρωσή του και περιορίζοντας την αποδοµή του µέσα στα 

λυσοσωµάτια. 

Στον Πίνακα 4.2. παρουσιάζονται οι στρατηγικές, οι οποίες έχουν χρησιµοποιηθεί 

στη γονιδιακή θεραπεία του καρκίνου. Βασική προϋπόθεση για την επιτυχία των 

στρατηγικών αυτών αποτελεί η ικανότητα των οχηµάτων γονιδιακής µετσαφοράς να 

αναγνωρίζουν µόνο τα κύτταρα-στόχους καθώς και η ασφάλειά τους µε την πρόκληση όσο 

το δυνατόν λιγότερων ανεπιθύµητων ενεργειών.  

 

Πίνακας 4.2. Προσεγγίσεις στη γονιδιακή θεραπεία του καρκίνου. 

Αποκατάσταση λειτουργίας ογκοκατασταλτικών γονιδίων/ογκογονιδίων 

 Αντικατάσταση µεταλλαγµένων ογκοκατασταλτικών γονιδίων, π.χ. p53, BRCA1   

 Αντικατάσταση µεταλλαγµένων ογκογονιδίων, π.χ. ras, myc 

Γονιδιακή µεταφορά ως κυτταροτοξική θεραπεία 

 Χρήση γονιδίων «αυτοκτονίας», π.χ. απαµινάση της κυτοσίνης, κινάση της 

θυµιδίνης του ιού του έρπητα 

Γονιδιακή µεταφορά ως µέσο ανοσοθεραπείας 

 Χρήση γονιδίων της ιντερλευκίνης-2 ή του αυξητικού παράγοντα GM-CSF  

Γονιδιακή µεταφορά ως µέσο τροποποίησης της απόκρισης στη χειµειοθεραπεία 

 Τροποποίηση αιµοποιητικών κυττάρων µε την εισαγωγή του γονιδίου MDR-1, που 

επιφέρει αντίσταση στη χηµειθεραπεία 

 

Στο µέλλον, η βελτίωση των οχηµάτων γονιδιακής µεαφοράς όσο αφορά την 

αποτελεσµατικότητα, την εκλεκτικότητα και την ασφάλειά τους αναµένεται να οδηγήσουν 

στη βελτίωση της κλινικής αποτελεσµατικότητας της γονιδιακής θεραπείας. Επιπλέον, ο 

σχεδιασµός θεραπευτικών στρατηγικών που στοχεύουν σε συνδυασµό συγκεκριµένων 

µοριακών στόχων αναµένεται να συµβάλλει σηµαντικά στην αποτελεσµατική θεραπευτική 

αντιµετώπιση των ασθενών µε καρκίνο καθιστώντας τη γονιδιακή θεραπεία αναπόσπαστο 

εργαλείο της θεραπευτικής του µέλλοντος. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

 
ΤΑ ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΤΗΣ ΟΙΚΟΓΈΝΕΙΑΣ ras 

5.1. Γενικά 

5.2. ∆οµή των ογκογονιδίων ras 

5.3. Ρύθµιση των ογκογονιδίων ras 

5.4. H πρωτεΐνη p21 

5.5. Η ενεργοποίηση των ογκογονιδίων ras στον καρκίνο 

5.5.1. Μεταλλάξεις των ογκογονιδίων ras 

5.5.2. Υπερέκφραση των ογκογονιδίων ras 

5.6. O πιθανός ογκοκατασταλτικός ρολος των ογκογονιδίων ras 

5.7. Τα ογκογονίδια raf 

 

5.1. Γενικά 

Τα ογκογονίδια της οικογένειας ras κατέχουν σηµαντική θέση στη ρύθµιση βασικών 

κυτταρικών λειτουργιών, όπως ο πολλαπλασιασµός και η διαφοροποίηση του κυττάρου και 

συγκαταλέγονται µεταξύ των κυριότερων γονιδίων µε καθοριστικό ρόλο στην 

καρκινογένεση (Bar-Sagi, 2001, Rebollo και Martinez, 1999). Στον άνθρωπο έχουν 

ταυτοποιηθεί τρία γονίδια ras: το Κ-ras στο βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 12 (12p12.1-

ptr), το H-ras στο βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 11 (11p15.1-p15.5) και το N-ras στο 

βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 1 (1p22-p32). Έχουν επίσης ταυτοποιηθεί και δύο 

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

 

5.2. ∆οµή των ογκογονιδίων ras 

Η δοµή και των τριών γονιδίων (Σχήµα 5.1) είναι παρόµοια, έχοντας ένα 5’ µη 

κωδικοποιό εξώνιο (εξώνιο-1), τέσσερα κωδικοποιά εξώνια και µια περιοχή πολλαπλών 
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διαδοχικών επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών (VTR) στο µη µεταγραφόµενο 3’ άκρο του 

γονιδίου (Ishi και συν, 1985). Τα µήκη των αντίστοιχων εξωνίων είναι παρόµοια, ενώ τα 

µήκη των εσωνίων διαφέρουν αρκετά, µε αποτέλεσµα τα συνολικά µήκη των τριών γονιδίων 

να είναι διαφορετικά: το K-ras έχει µήκος περίπου 50 Kb, το H-ras 4,5 Kb και το N-ras 

περίπου 10 Kb. Το K-ras φέρει δύο εναλλακτικά τέταρτα εξώνια, τα 4Α και 4Β. Οι 

πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα K-ras A, H-ras και N-ras αποτελούνται από 189 

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

κωδικόνιο λιγότερο.  

 

Σχήµα 5.1.Τα γονίδια H-ras, N-ras και K-ras. Τα κωδικόνια 12, 13 και 61 που φαίνονται στο σχήµα 

αποτελούν τα σηµεία , όπου απαντώνται συχνότερα σηµειακές µεταλλάξεις. 

 

 
 

 

Οι υποκινητές των τριών ras γονιδίων έχουν κοινά δοµικά χαρακτηριστικά, που 

απορρέουν από τη συντηρητική συµπεριφορά τους κατά την εξελικτική διαδικασία. Έχουν 

υψηλή περιεκτικότητα σε γουανίνη και κυτοσίνη (GC), ενώ δε διαθέτουν αλληλουχίες TATA 

ή CAT, χαρακτηριστικά που απαντώνται σε πολλά ακόµη ογκογονίδια. 
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5.3. Ρύθµιση των ογκογονιδίων ras 

Στο Σχήµα 5.2 παρουσιάζεται η µεταγραφή και η µετάφραση της πρωτεΐνης Ras, η 

οποία ελέγχεται από µια σειρά από ρυθµιστικούς µηχανισµούς, µε κυριότερο τον έλεγχο σε 

µεταγραφικό επίπεδο.  

 

Σχήµα 5.2. Μεταγραφή και µετάφραση πρωτεΐνης Ras. 
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Τα ρυθµιστικά µεταγραφικά στοιχεία των γονιδίων ras έχουν µελετηθεί εκτενώς. 

Φαίνεται πως υπάρχουν αρκετές θέσεις έναρξης της µεταγραφής εντοπισµένες σε µια 

περιοχή 40bp µέσα στο εσώνιο-1. Στη ρύθµιση της έκφρασης των ras εµπλέκονται 

ρυθµιστικές περιοχές που έχουν τη δυνατότητα πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων 

(Lowndes και συν, 1989). Τέτοια ρυθµιστικά στοιχεία έχουν αναγνωριστεί στην περιοχή του 

υποκινητή και στο πρώτο εσώνιο του H-ras. Τα στοιχεία του πρώτου εσωνίου τροποποιούν 

την έκφραση του γονιδίου σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο, µε θετικό και αρνητικό τρόπο. Στο 

ίδιο εσώνιο έχουν αναγνωριστεί δύο ακόµη θέσεις µε λειτουργική σηµασία για τη 

µεταγραφή, µια µε ειδικότητα σύνδεσης της πρωτεΐνης p53 και η δεύτερη µε ενεργότητα 

πρόσδεσης υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών (glucocorticoid response element-GRE). 

Παρόµοια περιοχή υπάρχει για οιστρογονικούς υποδοχείς (ERE) στο τέταρτο εσώνιο του H-

ras (Zachos και Spandidos, 1997).  

Στο µηχανισµό έκφρασης των γονιδίων ras εµπλέκονται επίσης ρυθµιστικές θέσεις 

της 3’ περιοχής τους. Πρόκειται για επαναλαµβανόµενες µινιδορυφορικές DNA αλληλουχίες 

(VTR) ευρισκόµενες 3’ του πολυαδενυλικού σήµατος, οι οποίες κατέχουν ενεργότητα 

πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων. Οι ρυθµιστικές πρωτεΐνες της µεταγραφής rel/NF-kB 

προσδένονται στη VTR περιοχή του H-ras (Trepicchio και Krontiris, 1992) και προκαλούν 

την ικανότητα µετασχηµατισµού κυττάρων µέσω υπερέκφρασης του γονιδίου (Κrontiris και 

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

των υποκινητών τους και ο µηχανισµός του εναλλακτικού µατίσµατος στις ρυθµιστικές 

αλληλουχίες του τέταρτου εσωνίου και της 3’ VTR περιοχής του H-ras (Hwang και Cohen, 

1997).  

Στη ρύθµιση πρωτεΐνης Ras εµπλέκονται τέλος µια σειρά από µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις του µορίου της, πριν αυτό µεταφερθεί και ενσωµατωθεί στην κυτταρική 

µεµβράνη (Σχήµα 5.3). 
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Σχήµα 5.3. Μετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις πρωτεΐνης Ras. 

 

 
 

 

5.4. H πρωτεΐνη p21 

Η πρωτεΐνη p21 ή Ras (Σχήµατα 5.4 και 5.5) που κωδικοποιείταιι από τα 

ογκογονίδια ras είναι µια GTPάση, µοριακού βάρους 21kDa, που προσδένεται στη µεµβράνη 

του κυττάρου. Η φυσιολογική p21ras (Ras) υδρολύει GTP σε συγκρίσιµα επίπεδα µε αυτά 

των καθαρών G πρωτεϊνών και εµφανίζεται σε ισορροπία, όπως φαίνεται στο Σχήµα 5.6, 

µεταξύ µια ενεργής µορφής (GTP-Ras) και µιας ανενεργής (GDP-Ras) (Wittinghofer, 1998). 

Τα επίπεδα της απελευθέρωσης GDP και της υδρόλυσης GTP αυξάνονται από την επιρροή
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Σχήµα 5.4. Τρισδιάστατη δοµή πρωτεΐνης Ras. Στο σχήµα παρουσιάζονται οι θέσεις πρόσδεσης των 

µεσολαβητών µορίων, οι θέσεις πρόσδεσης GTP, καθώς και οι θέσεις αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης 

Ras µε τα GEFs και GAPs. 
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Σχήµα 5.5. ∆οµή πολυπεπτιδικής αλληλουχίας πρωτεΐνης Ras. Στο σχήµα παρουσιάζονται οι 

περιοχές της πολυπεπτιδικής αλυσίδας που ευθύνονται για την πρόσδεση των µεσολαβητών µορίων, 

την πρόσδεση GTP, καθώς και οι περιοχές αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης Ras µε τα GEFs και 

GAPs. 

 
Σχήµα 5.6. Οι µορφές της πρωτεΐνης Ras. GAPs: πρωτεΐνες ενεργοποιητές GTPάσης (GTPase-

activating proteins) GEFs: παράγοντες ανταλλαγής νουκλεοτιδίων της γουνανίνης (guanine 

nucleotide exchange factors). 
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τριών κατηγοριών ρυθµιστικών πρωτεϊνών: τις GAP (GTP-ase activating proteins) που 

αυξάνουν τα επίπεδα υδρόλυσης του GTP, τις GNRP (guanine nucleotide exchange factors) 

που καταλύουν την απελευθέρωση του δεσµευµένου GDP και τις GDI ( guanine nucleotide 

dissociation inhibitors) που αναστέλλουν την αντικατάσταση του GDP από το GTP και 

µπορούν επίσης να αναστέλλουν τη δράση των GAP πρωτεϊνών (Boguski και McCormick, 

2001). Οι φυσιολογικές πρωτεΐνες εµπλέκονται στον έλεγχο της κυτταρικής αύξησης και 

διαφοροποίησης µέσω της µεταβίβασης µιας σειράς µηνυµάτων στο εσωτερικό του κυττάρου 

(White και Anderson, 2001).  

Στα κύτταρα των θηλαστικών µια σειρά από εξωκυττάρια σήµατα µέσω κυτταρικών 

υποδοχέων, όπως οι υποδοχείς των PDGF, EGF και IL-2 (Σχήµα 5.7), οδηγούν στην 

ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Ras. Στο Σχήµα 5.8 παρουσιάζεται ο τρόπος ενεργοποίησης της 

πρωτεΐνης Ras µέσω του µορίου EGF. 

 

Σχήµα 5.7. Ενεργοποιητές πρωτεΐνης Ras. 

 



 125

 Σχήµα 5.8. Ενεργοποίηση πρωτεΐνης Ras από τον EGF. Η πρόσδεση του EGF στον υποδοχέα του 

EGF έχει ως αποτέλεσµα το διµερισµό του υποδοχέα, τη σύνδεση του µε το πρωτεϊνικό σύµπλεγµα 

GRB2-Sos και την επαγωγή από την πρωτεΐνη Sos της αποδέσµευσης του GDP από την πρωτεΐνη 

Ras. 
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Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Ras ενεργοποιεί µια σειρά από πρωτεϊνικά µόρια 

(Σχήµα 5.9), µεταξύ των οποίων οι κινάσες Raf, η πρωτεΐνη Ral/GEF και η PI3K, που µε τη 

σειρά τους ενεργοποιούν άλλα µόρια. µε τελικό αποτέλεσµα τη ρύθµιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, των µηχανισµών απόπτωσης, του κυτταροσκελετού ακτίνης και της 

κυτταρικής διαφοροπποιήσης (Mammas και συν, 2005, Rusanescu και συν, 2001, Χing και 

συν, 1996). Επιπλέον η πρωτεΐνη Ras ενεργοποιεί τη λειτουργία της πρωτεϊνικής κινάσης C 

και της αντλίας Na+/H+, το µεταβολισµό των φωσφολιπιδίων και σε διάφορους τύπους 

κυττάρων τη µεταγραφή πολλών γονιδίων όπως τα ODC1, FOS, JUN, JUNB, MDR1, MYC, 

p9Ka/42A, TGFa και TGFβ. H πρωτεΐνη Ras καταστέλλει τη µεταγραφή των γονιδίων 

MYOD1, MYOH, Myf5, MRF4, µυογενίνης, PDGF υποδοχέα και της φιµπρονεκτίνης 

(Sistonen και συν, 1989). ∆ύο οικογένειες µεταγραφικών παραγόντων, οι AP1/ATF και ETS, 

έχουν αναγνωριστεί ως βασικοί πυρηνικοί διαµεσολαβητές της λειτουργίας της πρωτεΐνης 

Ras. Η έκφραση του H-ras ενισχύει την ικανότητα ενεργοποίησης του NET, ενός παράγοντα 

που σχετίζεται µε τον ETS και διαθέτει οµοιότητα αλληλουχίας µε τρεις περιοχές του ELK1 

και SAP1 (Giovane και συν, 1994).  

 

5.5. Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων ras στον καρκίνο 

Η ενεργοποίηση των γονιδίων ras αποτελεί σηµαντικό παράγοντα στη πολυσταδιακή 

διαδικασία της νεοπλασµατικής εξαλλαγής σε όλους σχεδόν τους καρκίνους στον άνθρωπο. 

Ενεργοποίηση των γονιδίων ras µπορεί να επιτευχθεί είτε µε σηµειακές µεταλλάξεις είτε µε 

υπερέκφραση του προϊόντος του γονιδίου µε αποτέλεσµα την παραγωγή δοµικά αλλοιωµένης 

πρωτεΐνης Ras ή φυσιολογικής σε υπερβολικές ποσότητες αντίστοιχα, και τη γενετική 

αποδιοργάνωση των κυττάρων και την ανάπτυξη του καρκινικού φαινότυπου. Έχει επίσης 

αναφερθεί διαφορετικό πρότυπο µεθυλίωσης των ογκογονιδίων ras σε όγκους του ανθρώπου 

καθώς και πολυµορφισµός των αλληλόµορφων του ras (Krontiris και συν, 1993). 
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Σχήµα 5.9. Μεσολαβητές πρωτεΐνης Ras 

 

 
 



 128

5.5.1. Μεταλλάξεις των ογκογονιδίων ras 

Οι µεταλλάξεις των γονιδίων ras απαντώνται σε ορισµένα κωδικόνια, τα 12, 13 και 

61 (Κiaris και Spandidos, 1995). Οι µεταλλαγµένες Ras είτε στερούνται δράσης GTPάσης, 

είτε σε αυτές η αποδέσµευση του GTP από την Ras καθίσταται δυσχερής. Η αντικατάσταση 

π.χ. Γλυκίνης από Βαλίνη στο κωδικόνιο 12 του K-ras, που αποτελεί τη συχνότερη 

µετάλλαξη στα ras, προκαλεί δεκαπλάσια ελάττωση του ρυθµού υδρόλυσης GTP µε 

αποτέλεσµα τη συσσώρευση των συµπλεγµάτων Ras-GTP. Οι µεταλλάξεις των γονιδίων ras 

ανιχνεύονται είτε µε τη βοήθεια πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων 

(RFLP), είτε µε συνδυασµό ανάλυσης πολυµορφισµού διαµόρφωσης µονής έλικας (SSCP) 

και ανάλυσης ετεροδίκλωνου DNA (heteroduplex) ακολουθούµενων από ανάλυση 

αλληλουχίας DNA (sequencing). Με τις τεχνικές αυτές, µεταλλάξεις των τριών γονιδίων 

έχουν περιγραφεί στους περισσότερους τύπους ανθρώπινου καρκίνου. Η ανεύρεση 

σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του K-ras στο 90% των αδενοκαρκινωµάτων του 

παγκρέατος αποτελεί µια από τις ισχυρότερες συσχετίσεις γονιδιακής συµµετοχής στον 

ανθρώπινο καρκίνο.  

 

Πίνακας 5.1. Επίπτωση µεταλλάξεων ογκογονιδίων ras σε διάφορους τύπους ανθρώπινου καρκίνου. 
Τύπος Καρκίνου Συχνότητα % Ισοµορφή ras 

Πνεύµονες 33 Κ- 

Παχύ Έντερο 44 K- 

Πάγκρεας 90 Κ- 

Θυρεοειδής 53 

60 

Η-, Κ-, Ν- 

H-, Κ-, Ν- 

Σεµίνωµα 43 Κ-, Ν- 

Μελάνωµα 13 Ν- 

Ουροδόχος Κύστη 10 Η- 

Ήπαρ 30 Ν- 

Νεφροί 10 Η- 

Λευχαιµία 30 Ν- 
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Οι µεταλλάξεις των Κ-ras και Η-ras αφορούν περισσότερο συµπαγείς όγκους, κυρίως 

αδενοκαρκινώµατα και επιθηλιακά νεοπλάσµατα αντίστοιχα, ενώ αυτές του Ν-ras 

απαντώνται κυρίως σε αιµατολογικές νεοπλασίες. Συχνά ανευρίσκονται στον ίδιο τύπο 

καρκίνου µεταλλάξεις σε περισσότερα από ένα γονίδια της οικογένειας (π.χ. µεταλλάξεις των 

Η-ras και Κ-ras σε καρκινώµατα ήπατος και νεφρού, καθώς και των Η-ras και Ν-ras σε 

καρκινώµατα θυρεοειδούς αδένα). Μεταλλάξεις παρατηρούνται συχνότερα στο Κ-ras από 

ό,τι στα υπόλοιπα γονίδια της οικογένειας εξαιτίας του µεγαλύτερου µήκους του γονιδίου 

αυτού. Έχει βρεθεί σε καρκίνους, όπως το αδενοκαρκίνωµα του πνεύµονα και του παχέος 

εντέρου, πως οι µεταλλάξεις συµβαίνουν αρκετά νωρίς κατά τη διαδικασία εξέλιξης του 

όγκου και σχετίζονται µε πτωχή πρόγνωση. 

 

5.5.2. Υπερέκφραση των ογκογονιδίων ras 

Ενεργοποίηση των ογκογονιδίων ras µέσω υπερέκφρασης έχει τεκµηριωθεί στις 

περισσότερες µορφές καρκίνου στον άνθρωπο (Πίνακας 5.2).  

Η αυξηµένη έκφραση προκύπτει έπειτα από γονιδιακή επέκταση και παραγωγή 

πολλών αντιγράφων του γονιδίου ή από αλλοιώσεις ρυθµιστικών αλληλουχιών που 

καταλήγουν σε απώλεια της µεταγραφικής ρύθµισης. Στη δεύτερη περίπτωση 

συγκαταλέγονται µετατοπίσεις περιοχών λόγω εναλλακτικού µατίσµατος, ενσωµάτωση ιικών 

αλληλουχιών στις ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου ή αυξηµένη πρόσδεση στις τελευταίες 

µεταλλαγµένου ή υπερπαραγώµενου µεταγραφικού παράγοντα. Το τελικό αποτέλεσµα είναι 

η απρόσφορη παραγωγή φυσιολογικής δοµικά πρωτεΐνης Ras. Το φαινόµενο ανιχνεύεται είτε 

σε επίπεδο mRNA µε συνδυασµό αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής αντίδρασης µε 

πολυµεράση (RT-PCR) ή µε υβριδισµό κατά Northern, είτε σε επίπεδο πρωτεΐνης µε 

ανοσοϊστοχηµικές µεθόδους ή υβριδισµό κατά Western.  



 130

Πίνακας 5.2. Επίπτωση υπερέκφρασης ογκογονιδίων ras σε διάφορους τύπους ανθρώπινου 

καρκίνου. 

Τύπος Καρκίνου Συχνότητα % Μέθοδος Ισοµορφή ras 

Νευροβλάστωµα 50-80 IHC H-, ras 

Κεφαλή-Τράχηλος 54 RT-PCR, RHA H-, K- 

Οισοφάγος 40 NBA H- 

Λάρυγγας 70 

86 

78 

57 

IHC 

RT-PCR 

RT-PCR 

RT-PCR 

ras 

H- 

K- 

N- 

Θυρεοειδής 85 IHC ras 

Πνεύµονες 64-85 IHC ras 

Ήπαρ 60 IHC ras 

Λεπτό έντερο 70 IHC ras 

Στόµαχος 35 IHC, WBΑ K-, ras 

Παχύ έντερο 31 IHC, RHA H-, K-, ras 

Μαστός 65-70 WBΑ ras 

Ουροδόχος Κύστη 39 

58 

RT-PCR 

RT-PCR 

H- 

K-, N- 

Ενδοµήτριο 18-95 IHC ras 

Ωοθήκες 45 IHC, WBΑ ras 

Λευχαιµία 39 

61 

67 

RT-PCR 

RT-PCR 

RT-PCR 

H- 

K- 

N- 

IHC: Aνοσο-ιστοχηµεία, RT-PCR:Αντίστροφη µεταγραφή- Αλυσιδωτή αντίδραση της Πολυµεράσης, RHA: Ανάλυση 

RNA υβριδισµού, NBA: Ανάλυση Northern blot, WBΑ: Ανάλυση Western blot. 

 

Εξαιρετικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στον καρκίνο του πνεύµονα τα 

ογκογονίδια ras ενεργοποιούνται µέσω υπερέκφρασης σε διαφορετικό ιστολογικό τύπο απ’ 

ό,τι µε µεταλλάξεις (Ζachos και Spandidos, 1997). Η υπερέκφραση των ras στον πνεύµονα 

αποτελεί όψιµο γεγονός, σε αντίθεση µε άλλους τύπους καρκίνου, όπως της κεφαλής-

τραχήλου και της ουροδόχου κύστης, όπου συµβαίνει πρώιµα. Η αυξηµένη έκφραση του 

γονιδίου Η-ras συσχετίζεται µε τα επίπεδα πρόσδεσης στους αντίστοιχους υποδοχείς. Αυτό 

συµβαίνει µε τα ρυθµιστικά στοιχεία της Ras και τους υποδοχείς γλυκοκορτικοειδών και 

οιστρογόνων σε γυναικολογικούς καρκίνους. Η σύνδεση της p53 µε το ρυθµιστικό της 

στοιχείο συνεπάγεται αυξηµένη έκφραση τόσο της Ras, όσο και της ίδιας της φυσιολογικής 
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p53. Στον καρκίνο του µαστού η υπερέκφραση των γονιδίων ras αποτελεί πρώιµο 

ογκογενετικό γεγονός (Miyakis και συν, 1998) και η ανοσοϊστοχηµική έκφραση της Ras 

σχετίζεται µε δυσµενή πορεία νόσου, σε αντίθεση µε τη συσχέτιση του φαινοµένου µε 

ευνοϊκή πρόγνωση σε περιπτώσεις νευροβλαστώµατος (Brooksbank, 2002). 

 

5.6. O πιθανός ογκοκατασταλτικός ρολος των ογκογονιδίων ras 

Παρά το γεγονός πως η φυσιολογική πρωτεΐνη Ras έχει την ικανότητα να 

µετασχηµατίζει κύτταρα όταν παράγεται σε υπερβολικές ποσότητες, η έκφραση των 

φυσιολογικών ras γονιδίων σε καρκινικά κύτταρα παρουσιάζει ογκοκατασταλτικές ιδιότητές 

(Spandidos και συν, 2002).  

Ο ογκοκατασταλτικός ρόλος των ras αναφέρθηκε για πρώτη φορά από τους 

Spandidos και συν, οι οποίοι έδειξαν σε καρκινικές κυτταρικές σειρές πως η έκφραση του 

φυσιολογικού Η-ras 1 γονιδίου καταστέλλει τον καρκινικό φαινότυπο λόγω της έκφρασης 

µεταλλαγµένου Η-ras ή µεταλλαγµένου Ν-ras. Πρόσφατα, µε τη δηµιουργία διαγονιδιακών 

ποντικιών επιβεβαιώθηκε ο ογκοκατασταλτικός ρόλος των φυσιολογικών ras γονιδίων (wild-

type ras) σε όγκους του πνεύµονα και του µαστού (Thompson και συν, 2002, Ζhang και συν, 

2001, Asamoto και συν, 2000). Τα πειραµατικά αυτά αποτελέσµατα συµφωνούν µε κλινικές 

παρατηρήσεις, όπου η έκφραση φυσιολογικού Η-ras 1 σε καρκίνους της κεφαλής και του 

τραχήλου έχει συσχετιστεί µε καλή πρόγνωση.  

Εχει προταθεί πως για την καρκινογένεση η ενεργοποίηση των ras γονιδίων απαιτεί 

επιπρόσθετα γεγονότα, όπως η υπερέκφραση των µεταλλαγµένων αλληλίων ή η απώλεια των 

φυσιολογικών. Ο ογκοπροστατευτικός ρόλος των φυσιολογικών ras αλληλίων έναντι των 

µεταλλαγµένων µπορεί να αποδοθεί στην αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού λόγω 

προαγωγής της διαδικασίας διαφοροποίησης του κυττάρου.  
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Σχήµα 5.10. Ο διπλός ρόλος της ογκοπρωτεΐνης Ras.  
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Στο µέλλον αναµένεται να διευκρινιστεί κατα πόσο ο διττός ρόλος της πρωτεΐνης Ras 

µπορεί να αποδοθεί απευθείας στο διαφορετικό ρόλο των διαφορετικών µορφών της ή το 

κατά πόσο οφείλεται στην επίδραση της πρωτεΐνη Ras σε διαφορετικούς µεσολαβητές κάθε 

φορά ή στον ίδιο, ο οποίος όµως έχει διττό ρόλο ή ρυθµίζεται από την παρουσία άλλων κάθε 

φορά παραγόντων (Σχήµα 5.10). 

 

5.7. Τα ογκογονίδια raf 

Τα ογκογονίδια raf συνιστούν µια οικογένεια γονιδίων, τα οποία κωδικοποιούν τις 

κινάσες σερίνης/θρεονίνης Raf-1, A-Raf και B-Raf (Chong και συν, 2003). Η 

φωσφορυλίωση των Raf κινασών ενεργοποιεί έναν καταρράκτη αντιδράσεων µε κύριους 

µεσολαβητές τις κινάσες MEK και ΜΑP. Η ενεργοποίηση των Raf κινασών συµβαίνει µετά 

την ενεργοποίηση των Ras, όπως παρουσιάζεται στο σχήµα Σχήµα 5.11 και η 

αλληλεπίδραση αυτή µεταξύ Ras-Raf φαίνεται πως είναι κυρίαρχη στην ενεργοποίηση του 

µονοπατιού της πρωτεΐνης Ras.  

Τα ογκογονίδια raf έχουν αποκτήσει το τελευταίο διάστηµα ιδιαίτερο ερευνητικό 

λόγω της ενεργοποίησης του Β-raf µέσω σηµειακών µεταλλάξεων σε µια σειρά από 

καρκίνους συµπεριλαµβανοµένων του µελανώµατος και του καρκίνου του θυρεοειδούς 

(Cohen και συν, 2003, Davies και συν, 2002). Στό µέλλον αναµένεται να διευκρινιστεί η 

σηµασία των Raf κινασών στη ρύθµιση του µονοπατιού της πρωτεΐνης Ras καθώς και ο 

ρόλος κάθε κινάσης ξεχωριστά στην καρκινογένεση στον άνθρωπο. 
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Σχήµα 5.11. Ενεργοποίηση πρωτεΐνης Raf. Στο πρώτο επίπεδο (Επίπεδο 1) παρουσιάζεται η 

ενεργοποίηση της πρωτείνης Ras και η στρατολόγηση της πρωτεΐνης Raf στη µεµβράνη του 

κυττάρου, στο δεύτερο επίπεδο (Επίπεδο 2) φαίνεται η υδρόλυση του GTP και η ενεργοποίηση της 

Raf, η οποία αποδεσµεύεται από την πρωτεΐνη Ras-GDP και προκαλεί την ενεργοποίηση της 

πρωτεΐνης ΜΕΚ φωσφορυλιώνοντάς την (Επίπεδο 3), η οποία τέλος µε τη σειρά της προκαλεί την 

φψσφορυλίωση και ενεργοποίηση της πρωτεΐνης ΜΑP (Επίπεδο 4). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

 

Ο ΙΟΣ ΤΟΥ ΘΗΛΩΜΑΤΟΣ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΟΥ HPV  

ΣΤΗΝ ΠΑΙ∆ΙΚΗ ΗΛΙΚΙΑ 

6.1. Γενικά 

6.2. Tα θηλώµατα στην παιδική ηλικία 

               6.2.1. Τα θηλώµατα του δέρµατος 

               6.2.2. Τα θηλώµατα της γεννητικής περιοχής 

               6.2.3. Η θηλωµάτωση του λάρυγγα 

               6.2.4. Τα θηλώµατα στη στοµατική κοιλοτητα 

6.3. Μετάδοση του ιού HPV στα παιδιά 

6.3.1. Οριζόντια µετάδοση 

 6.3.2. Κάθετη µετάδοση 

6.4. Αντιµετώπιση παιδιών µε θηλώµατα της γεννητικής περιοχής 

                6.4.1. Η υποψία της σεξουαλικής κακοποίησης 

                6.4.2. Το δίληµµα: Σεξουαλική κακοποίηση ή όχι; 

6.4.3. Η σηµασία της ανίχνευση του ιού HPV 

6.4.4. Οδηγίες διαχείρησης και αντιµετώπισης  

6.5. Θεραπευτική αντιµετώπιση των θηλωµάτων στα παιδιά 

6.6. Η σηµασία του εµβολίου για τον ιο HPV στην παιδική ηλικία 

 

6.1.Γενικά 

Ο ιός του θηλώµατος του ανθρώπου HPV στην παιδική ηλικία έχει ενοχοποιηθεί για 

µια σειρά από καλοήθεις αλλοιώσεις σε διάφορες ανατοµικές θέσεις, µε συχνότερη 

εκδήλωση τα θηλώµατα του δέρµατος. Τα θηλώµατα της γεννητικής περιοχής αποτελούν 

βασικό στοιχείο υποψίας σεξουαλικής κακοποίησης στα παιδιά γεγονός µε ιδιαίτερες νοµικές 

και κοινωνικές συνέπειες.  
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Η θηλωµάτωση του λάρυγγα (τύποι HPV 6 και 11) αποτελεί βασικό παράγοντα 

απόφραξης του ανώτερου αεραγωγού και αντιµετωπίζεται χειρουργικά. Η µετάδοση του ιού 

στην παιδική ηλικία µπορεί να γίνει µε ετερο-ενοφθαλµισµό, αυτο-ενοφθαλµισµό, µεσω 

φοµιτών και µε κάθετο τρόπο από την HPV-θετική µητέρα στο νεογνό. Η πιθανότητα της 

σεξουαλικής κακοποίησης πρέπει να αποκλείεται σε κάθε περιστατικό παιδιού µε θηλώµατα 

της γεννητικής περιοχής. Στο Κεφάλαιο αυτό παρουσιάζεται ο ρόλος και η σηµασία του ιού 

στην παιδική ηλικία.  

 

 6.2. Τα θηλώµατα στην παιδική ηλικία 

6.2.1. Τα θηλώµατα του δέρµατος 

Στην παιδική ηλικία τα θηλώµατα του δέρµατος αποτελούν τη συχνότερη εκδήλωση 

της λοίµωξης µε τον ιό HPV και απαντούν σε διάφορες ανατοµικές θέσεις. Η επίπτωση τους 

είναι µεγαλύτερη στις ηλικίες 12 έως 16 έτη και στα κορίτσια σε σχέση µε τα αγόρια 

(Bacelieri και Jonson, 2005, Plasencia, 2000). Στο 40% των παιδιών τα δερµατικά θηλώµατα 

υποχωρούν χωρίς θεραπεία. Σε ορισµένες περιπτώσεις λόγω της ανατοµκής τους θέσης 

µπορούνν προκαλέσουν πόνο στο παιδί, γεγονός που απαιτεί τη θεραπευτική τους 

αντιµετώπιση. Για την εκδήλωση των δερµατικών θηλωµάτων στα παιδιά έχουν 

ενοχοποιηθεί οι δερµατικοί τύποι HPV 1, 2, 3 και 4, µε συχνότερο τον ιό HPV 2. 

 

6.2.2. Τα θηλώµατα της γεννητικής περοχής 

Τα θηλώµατα της γεννητικής περιοχής στα κορίτσια παρουσιάζονται τόσο στη 

γεννητική περιοχή (αιδοίο, κόλπος, ουρηθρική περιοχή) όσο και στην περιπρωκική περιοχή. 

Στα αγόρια είναι περισσότερο συχνά στην περιπρωκτική περιοχή, ενώ σπάνια 

παρουσιάζονται στην περιοχή του πέους. Στο 90% των περιπτώσεων ανιχνεύεται ο ιός HPV 

µε πιο συχνούς τους τύπους HPV 6 και 11 στο 75%, τον τύπο 2 στο 11%, τους τύπους HPV 
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16 και 18 στο 5% και τους τύπους HPV 27 και 57 στο 3% των HPV θετικών περιπτώσεων 

(Syrjanen και Puranen, 2000). Στα θηλώµατα της γεννητικής περιοχής στα παιδιά απαντούν 

ακόµα οι τύποι HPV 1, 31, 33, 34, 35, 45 και 56 (Siegfried και συν, 1998). 

Πριν το 1990, µόνο 136 περιπτώσεις παιδιών µε θηλώµατα της γεννητικής περιοχής 

είχαν αναφερθεί στη βιβλιογραφία, ενώ τα τελευταία χρόνια η επίπτωση αντίστοιχων 

περιπτώσεων έχει αυξηθεί (Syrjanen και Puranen, 2002, Siegfried και συν, 1998, Armstrong 

και συν, 1997). Η αύξηση αυτή µπορεί να αποδοθεί τόσο στην αντίστοιχη αύξηση 

ανίχνευσης θηλωµάτων της γεννητικής περιοχής στους ενήλικες, όσο και στο αυξανόµενο 

ενδιαφέρον για µελέτη των θηλωµάτων στα παιδιά τα τελευταία χρόνια. Στην Ελλάδα, δεν 

υπάρχουν επαρκή επιδηµιολογικά στοιχεία που να παρουσιάζουν την έκταση του 

προβλήµατος στην παιδική ηλικία. 

 

 6.2.3. Η θηλωµάτωση του λάρυγγα 

Η θηλωµάτωση του λάρυγγα στην παιδική ηλικία αποτελεί τον πιο συχνό καλοήθη 

όγκο του λάρυγγα στα βρέφη και τα παιδιά και η επίπτωση της κυµαίνεται µεταξύ 0,6-

4,3/100.000. Εντοπίζεται συνήθως στις φωνητικές χορδές, στην επιγλωτίδα ή υπογλωτιδικά, 

ωστόσο µπορεί να προσβάλει ολόκληρο τον λάρυγγα, το τραχειοβρογχικό δέντρο καθώς 

επίσης και τους πνεύµονες σε πολύ σπάνιες παριπτώσεις. Η αλλοίωση µπορεί να είναι 

µονήρης ή πολλαπλή. Κλινικά µπορεί να εκδηλωθεί µε αφωνία και µε συµπτώµατα 

αναπνευστικής δυσχέρειας λόγω µερικής απόφραξης του ανώτερου αεραγωγού. Η απόφραξη 

µπορεί να εξελιχθεί απειλώντας ακόµα και τη ζωή του παιδιού γεγονός που απαιτεί έγκαιρη 

χειρουργική αντιµετώπιση και νοσηλεία του σε Μονάδα Εντατικής Θεραπείας. 

 Η εµφάνιση της θηλωµάτωσης του λάρυγγα στην παιδική ηλικία συµβαίνει στα 5 

πρώτα χρόνια της ζωής του παιδιού και η σοβαρότητα της σχετίζεται αντίστροφα µε την 

ηλικία έναρξής (Somers και συν, 1997). Παρουσιάζεται πιο συχνά σε πρωτότοκα παιδιά, τα 
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οποία έχουν γεννηθεί µε φυσιολογικό τοκετό από µητέρες µικρής ηλικίας (Syrjanen και 

Puranen, 2000). Για την εµφάνιση της θηλωµάτωσης του λάρυγγα στην παιδική ηλικία έχουν 

ενοχοποιηθεί οι τύποι HPV 6 και 11 (Wiatrak και συν, 2004). Η κάθετη µετάδοση του ιού 

και η πολύ σπάνια εµφάνιση της θηλωµάτωσης του λάρυγγα σε παιδιά που έχουν γεννηθεί µε 

καισαρική τοµή έχουν οδηγήσει σε αρκετή συζήτηση τα τελευταία χρόνια σχετικά µε το 

ρόλο της καισαρικής τοµής σε γυναίκες µε HPV-συσχετιζόµενες αλλοιώσεις κατά την 

εγκυµοσύνη (Shah και συν, 1998).  

 

6.2.4. Τα θηλώµατα της στοµατικής κοιλότητας 

Στο στοµατικό βλεννογόνο µπορούν επίσης να εµφανιστούν HPV-συσχετιζόµενα 

θηλώµατα χωρίς ιδιαίτερο κλινικό ενδιαφέρον. Πρόσφατα η υποκλινική ανίχνευση του ιού 

στη στοµατική κοιλότητα σε ασυµπτωµατικά παιδιά έχει δηµουργήσει νέα ερωτήµατα 

σχετικά µε τους τρόπους µετάδοσης του ιού στην παιδική ηλικία και το ρόλο της παρουσίας 

του στο στοµατικό βλεννογόνο στα παιδιά (Syrjanen και Puranen, 2000, Cason και Mant, 

2005). Στην παρούσα διατριβή εξετάζεται ο ρόλος του ιού στην καλοήθη υπερπλασία των 

αδενοειδών και αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων, όπως περιγράφεται στα Κεφάλαιο 7, 9 και 

10. 

 

6.3. Μετάδοση του ιού HPV στα παιδιά 

6.3.1. Οριζόντια µετάδοση 

Ο ιός του θηλώµατος του ανθρώπου HPV στα παιδιά µεταδίδεται µε τη σεξουαλική 

επαφή, µε ετερο-ενοφθαλµισµό, αυτο-ενοφθαλµισµό, ή από µολυσµένες επιφάνειες ή 

αντικείµενα µέσω φοµιτών. Σε αντίθεση µε τους ενήλικες, στους οποίους η σεξουαλική οδός 

αποτελεί την κύρια οδό µετάδοσης του ιού, στα παιδιά οι µη-σεξουαλικάσυσχετιζοµενοι 

τρόποι φαίνεται πως είναι πολύ πιο συχνοί. Ωστόσο η πιθανότητα της σεξουαλικής 
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κακοποίησης πρέπει σε κάθε περίπτωση να διερευνάται διεξοδικά. O αυτο-ενοφθαλµισµός 

του ιού συµβαίνει λιγότερο συχνά και συνίσταται στη µετάδοση του ιού από ένα σηµείο του 

σώµατος του παιδιού σε άλλο από το ίδιο το παιδί. Ο ιός µπορει να µεταδοθεί µε ετερο-

ενοφθαλµισµό στο παιδί τόσο από τη µητέρα του, όσο και από τα άτοµα που το φροντίζουν 

άµεσα και έρχονται σε καθηµερινή επαφή µε αυτό. Οι φοµίτες, οι οποίοι απαντούν σε 

µολυσµένα αντικείµενα ή επιφάνειες, είναι σταγονίδια, στα αποία ανιχνεύεται ο ιός και µέσω 

των οποίων µπορεί δυνητικά να µεταδοθεί. (Hornor, 2004, Syrjanen και Puranen, 2000). 

 

 6.3.2. Κάθετη µετάδοση 

 Η κάθετη µετάδοση του ιού HPV συνίσταται στη µετάδοση του ιού από τη µητέρα 

στο βρέφος (Adams, 2001). Στον Πινάκα 6.1 παρουσιάζονται οι πιθανοί τρόποι κάθετης 

µετάδοσης του ιού κατά τη διάρκεια της εγκυµοσύνης, κατά τον τοκετό αλλά και µετά από 

αυτόν. 

 

Πίνακας 6.1. Πιθανοί τρόποι µετάδοσης του ιού HPV στην παιδική ηλικία. 
Οριζόντια µετάδοση 
 Σεξουαλική κακοποίηση 
 Ετερο-ενοφθαλµισµός 
 Αυτο-ενοφθαλµισµός 
 Μολυσµένες επιφάνειες/Μολυσµένα αντικείµενα (µέσω φοµιτών) 
  
Κάθετη µετάδοση από τη µητέρα στο βρέφος 
 Κατά τη φάση του εγκυµοσύσης 
  Μέσω του πλακούντα 
  Ως ανιούσα γενετική λοίµωξη  
   
 Κατά τη φάση του τοκετού                
  ∆ίοδος βρέφους στον κόλπο της µητέρας 
  Ρήξη µεµβρανών 
  Μολυσµένες επιφάνειες/Μολυσµένα αντικείµενα (µέσω φοµιτών) 
   
 Κατά τη φάση µετά τον τοκετό 
  Μέσω του θηλασµού 
  Με ετερο-ενοφθαλµισµό 

Τροποποιηµένο από Syrjanen και Puranen, 2000. 

 

 Παρά το γεγονός πως η διόδος του βρέφους κατά τον τοκετό από τον κόλπο της 

µητέρας αποτελεί τον πιθανότερο τρόπο µετάδοσης του ιού, η ανίχνευση του ιού καθως και 
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HPV-συσχετιζόµενων αλλοιώσεων σε νεογνά ύστερα από καισαρική τοµή χωρίς πρώιµη 

ρήξη µεµβρανών καθιστά αναγκαία περαιτέρω τη διερεύνηση των τρόπων κάθετης 

µετάδοσης του (Syrjanen και Puranen, 2000). Ως εναλλακτικοί τρόποι µετάδοσης του ιού 

έχουν προταθεί η οδός µέσω του πλακούντα, παρά την απουσία ενδείξεων που να 

υποστηρίζουν την HPV ιαιµία καθώς και η ανιούσα λοίµωξη του γεννητικού συστήµατος 

στη µητέρα.  

 Η απουσία θηλωµάτων ή ορατών HPV-συσχετιζόµενων αλλοιώσεων στη µητέρα πριν 

τον τοκετό δεν αποκλείει την µετάδοση του ιού στο βρέφος. Στο βρέφος ο ιός µπορεί να 

παραµείνει σε λανθάνουσα κατάσταση µήνες ή ακόµα και 5 χρόνια µετά τη γέννηση και 

µπορεί να εκδηλωθεί κλινικά σε οποιαδήποτε ανατοµική θέση (Frazier, 1998). Η ποικίλη σε 

διάρκεια λανθάνουσα φάση του ιού αποτελεί τον λόγο για τον οποίο δεν µπορεί να 

καθοριστεί ακριβώς η ηλικία, πάνω από την οποία η παρουσία HPV-συσχετιζόµενων 

αλλοιώσεων δεν πρέπει να αποδίδεται στην κάθετη µετάδοση του ιού. Με βάση τα νεότερα 

δεδοµένα το όριο αυτό µπορεί να τοποθετηθεί στα 2 έτη χωρίς ωστόσο να είναι επαρκή τα 

επιστηµονικά δεδοµένα που να το υποστηρίζουν. 

 

 6.4. Αντιµετώπιση παιδιών µε θηλώµατα της γεννητικής περιοχής 

 6.4.1. Η υποψία της σεξουαλικής κακοποίησης 

 Η υποψία οποιασδήποτε µορφής κακοποίησης στα παιδιά (σεξουαλικής, φυσικής, 

συναισθηµατικής ή παραµέλησης) απαιτεί τη λεπτοµερή διερεύνηση του περιστατικού µε 

µοναδικό σκοπό την προστασία του παιδιού. Στα πλαίσια αυτά και µε βάση τη διακήρυξη της 

προστασίας των δικαιωµάτων του παιδιού, η αντιµετώπηση τέτοιων περιστατικών απαιτεί 

τόσο τη διαχείρηση τους από από ειδική επιστηµονική οµάδα, όσο και την προστασία των 

παιδιών αυτών από το νόµο.  
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 Η υποψία παιδικής σεξουαλικής κακοποίησης απαιτεί την παραποµπή του 

περιστατικού σε ειδικό ειδικευµένο ιατρό, παιδίατρο ή ιατροδικαστή, ο οποίος καλείται στη 

συνέχεια να ζητήσει νοµικά την προστασία του παιδιού. Η υποψία οφείλει να διερευνηθεί µε 

στόχο την τεκµηρίωση της επιβεβαίωσης ή όχι της σεξουαλικής κακοποίησης, γεγονός µε 

ιδιαίτερες τόσο νοµικές και οικογενεικές επιπτώσεις (Siegfied και συν, 1998, Allen και 

Siegfried, 1998). 

 

 6.4.2. Το δίληµµα: Σεξουαλική κακοποίηση ή όχι; 

Παλαιότερα η παρουσία θηλωµάτων στη γεννητική περιοχή στα παιδιά αποδιδόταν 

αποκλειστικά σε σεξουαλική κακοποίηση. Το γεγονός αυτό ενισχυόταν απο το ότι οι τύποι 6 

και 11 που αποτελούν τους πιο συχνούς τύπους που ανιχνεύονται στις αλλοιώσεις αυτές 

µεταδίδονται µε τη σεξουαλική επαφή. Ωστόσο, οι νεότερες µελέτες έχουν αναδείξει τους 

µη-σεξουαλικά συσχετιζόµενους τρόπους µετάδοσης του ιού πολύ πιο συχνούς από ό,τι ήταν 

γνωστό στο παρελθόν (Armstrong και συν, 1997, Myhre και συν, 2003).  

Η κάθετη µετάδοση των τύπων που απαντούν στον τράχηλο της µήτρας της µητέρας 

(HPV 16, 18, 11, 6) στο νεογνό αποτελεί βασικό παράγοντα αµφιβολίας κατά την 

αξιολόγηση µιας HPV-σχετιζόµενης αλλοίωσης σε ένα βρέφος. Η ανίχνευση σε θηλώµατα 

της γεννητικής περιοχής τύπων όπως ο ΗPV 2, ο οποιος απαντά κυρίως σε δερµατικές 

αλλοιώσεις καθιστά πιο πιθανή τη µετάδοση των θηλωµάτων αυτών µε αυτο-ενοφθαλµισµό 

ή ετερο-ενοφθαλµισµό. Ωστόσο στην περίπτωση του ετερο-ενοφθαλµισµού και πάλι δεν 

µπορεί αντίστροφα να αποκλειστεί η πιθανότητα σεξουαλικής κακοποίησης. 

Η διάγνωση της σεξουαλικής κακοποίησης γίνεται µε βάση το ιστορικό του παιδιού 

(Siegfried και συν, 1998). Στον Πίνακα 6.2 παρουσιάζονται στοιχεία και πληροφορίες που 

πρέπει να διευκρινίζονται κατά τη λήψη του ιστορικού και µπορούν να βοήθήσουν στην 

επιβεβαίωση της υποψίας της σεξουαλικής κακοποίησης. 
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Πίνακας 6.2. ∆ιερεύνηση και αντιµετώπιση παιδιού µε θηλώµατα στη γεννητική περιοχή. 
 
Ιατρικό Ιστορικό 

- Λεπτοµερης διερεύνηση της παρούσας νόσου και της πιθανότητας σεξουαλικής ή φυσικής ή συναισθηµατικής κακοποιησης ή 
παραµέλησης µε βάση την αιτία προσέλευσης στον παιδίατρο   
- Λήψη αναµνηστικού ιστορικού σχετικά µε την παρουσία θηλωµάτων στη γενετική περιοχή καθώς και σε άλλες ανατοµικές 
περιοχές στο παρελθόν 
- Λήψη αναµνηστικού ιστορικού σχετικά µε το είδος του τοκετού (φυσιολογικός τοκετός ή Καισαρική τοµή) 
- Λήψη οικογενειακού ιστορικού παρουσιάς θηλωµάτων στη γενετική περιοχή καθώς και σε άλλες ανατοµικές περιοχές στους 
γονείς ή θετικής εξέτασης Παπανικολάου στη µητέρα 

 - Λήψη ψυχοκοινωνικού ιστορικού 
- Ηλικία µητέρας και πατέρα κατά τη γένηση του πρώτου παιδιού 
- Οικογενειακή κατάσταση / Επάγγελµα και µορφωτικό επίπεδο µητέρας και πατέρα 
- Προβλήµατα στο παρόν ή στο παρελθόν σχετικά µε τη χρήση ναρκωτικών ουσιών ή αλκοόλ από τη µητέρα ή τον 
πατέρα  
- Προβλήµατα στο παρόν ή στο παρελθόν σχετικά µε τη χρήση σωµατικής ή σεξουαλικής βίας από τη µητέρα ή τον 
πατέρα  
- Ψυχολογικά προβλήµατα στο παρόν ή στο παρελθόν στη µητέρα ή τον πατέρα, συµπεριλαµβανοµένου της 
σχιζοφρένειας, των διπολικών διαταραχών, της κατάθλιψης και των αγχωδών διαταραχών που απαιτούν 
φαρµακευτική αγωγης 
- Οικογενειακό ιστορικό σεξουαλικής, φυσικής, συναισθηµατικής κακοποίησης ή παραµέλησης της µητέρας ή τυ 
πατέρα κατά την παιδική τους ηλικία 
- Ανάµειξη στο παρόν ή στο παρελθόν µε κοινωνικές υπηρεσίες ή ιδρύµατα 
- Παραµονή στο παρόν ή στο παρελθόν του παιδιού σε συγγενικά άτοµα ή σε παιδικό σταθµό ή σε ίδρυµα 
- Νοητικά προβλήµατα µητέρας ή προβλήµατα 

 
Φυσική Εξέταση 

- Προσεκτική επισκόπηση γενετικών οργάνων και περιπρωκτικής περιοχής (Επιβεβαίωση της διάγνωσης των θηλωµάτων στη 
γενετική περιοχή) 
- Προσεκτική επισκόπηση δέρµατος και βλεννογόνων για την ανεύρεση θηλωµάτων 
- Φυσική εξέταση για τη ανεύρεση κλινικών σηµείων ενδεικτικών φυσικής κακοποίησης (εκδορές, µώλωπες, πετέχειες, σηµεία 
κατάγµατος) 

 
Εργαστηριακός έλεγχος 

- Ανίχνευση και τυποποίηση του ιού HPV (αποφολιδούµενα κύτταρα) 
∆εν υπάρχουν ενδείξεις πως η ανίχνευση και η τυποποίηση του ιού HPV βοηθά στην επιβεβαίωση ή των αποκλεισµό 

σεξουαλικής κακοποίησης, όµως η ανίχνευση ιών υψηλού κινδύνου HPV 16 και 18 υποδεικνύει την πιθανότητα κακοήθους 
εξαλλαγής των αλλοιώσεων αυτών  
- Ανεύρεση και άλλων σεξουαλικά µεταδιδόµενων νόσων 

- Καλλιέργεια γονοκόκκου (στοµατικη κολότητα, γενετική περιοχή, περιπρωκτικά) 
- Καλλιέργεια χλαµυδίων (γενετική περιοχή και περιπρωκτικά) 
- HIV (ορός) 
- Αντιγόνο επιφανείας Ηπατίτιδας B (ορός) 

 
Συζήτηση µε γονείς και άτοµα που φροντίζουν άµεσα το παιδί 

- Συζήτηση µε τους γονείς καθώς και µε άτοµα που φροντίζουν άµεσα το παιδί για τους πιθανούς τρόπους µετάδοσης των 
θηλωµάτων συµπεριλαµβανοµένης και της σεξουαλικής κακοποίησης 
- ∆ιερεύνηση ανησυχίας των γονιών ή ατόµων που φροντίζουν άµεσα το παιδί για σεξουαλική κακοποίηση του 

 
Αντιµετώπιση παιδιού µε θηλώµατα στη γενετική περιοχή 

- Κάθε παιδί µε θηλώµατα στη γενετική περιοχή ηλικίας µεγαλύτερης των 2-4 ετών, πρέπει να παραπέµπεται για διερεύνηση από 
ειδικό ειδικευµένο ιατρό, παίδιατρο ή ιατροδικαστή 
- Κάθε παιδί µε θηλώµατα στη γενετική περιοχή ηλικίας µικρότερης των 2-4 ετών, πρέπει να παραπέµπεται για διερεύνηση από 
ειδικό ειδικευµένο ιατρό, παίδιατρο ή ιατροδικαστή όταν: 

  -Ανευρίσκονται παθολογικά ευρήµατα κατά την εξέταση της γενετικής και περιπρωκτικής περιοχής 
  - Ανευρίσκεται κλινικά ή εργαστηριακά και άλλο σεξουαλικλό µεταδιδόµενο νόσηµα 

- Κατά τη λήψη του ψυχοκοινωνικού ιστορικού ανευρίσκονται στοιχεία που υποδεικνύουν την ανάγκη περεταίρω 
διερέυνησης 
- Υπάρχει ανησυχία από τους γονείς ή τα άτοµα µου φροντίζει άµεσα το παιδί για σεξουαλική κακοποίηση    

 
Θεραπευτική αντιµετώπιση θηλωµάτων στη γενετική περιοχή  
∆εν υπάρχουν ενδείξεις σχετικά µε το ποιά θεραπευτική στρατηγική προσφέρει τα καλύτερα αποτελέσµατα στα παιδιά 

- Κρυοθεραπεία µε υγρό άζωτο 
- Ηλεκτροκαυτηρίαση 
- Laser 
- Χειρουργική εξαίρεση 
-Φαρµακευτική αντιµετώπιση 

 
Πρόληψη 
Σε περίπτωση που η κάθετη µετάδοση του ιού αποτελεί τον πιθανότερο τρόπο µετάδοσής του στο βρέφος απαιτείται έλεχχος της µητέρας 
µέσω ανίχνευσης και τυποποίησης του ιού HPV (αποφολίδουµενα κύτταρα) και παρακολούθησή της µε κολποσκόπηση και εξέταση 
Παπανικολαόυ. 

 
Τροποποιηµένο από Hornor, 2004 και Adams, 2001. 
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Αντικειµενικά ευρήµατα κατά την κλινική εξέταση ενδεικτικά άλλου σεξουαλικού 

µεταδιδόµενου νοσήµατος ή φυσικής κακοποίησης είναι ιδιαίτερα σπάνια, χωρίς όµως να 

αποκλείονται. Η εργαστηριακή διερεύνηση της παρουσίας και άλλου σεξουαλικά 

µεταδιδόµενου νοσήµατος µπορεί να επιβεβαιώσει την υποψία, όµως απαιτείται ιδιαίτερη 

προσοχή στον τρόπο λήψης των δειγµάτων. Η ανεύρεση θετικής καλλιέργειας στο γονόκκκο 

σε παιδί χωρίς συγγενή σύφιλη αποτελεί αποδεικτικό στοιχείο σεξουαλικής κακοποίησης, 

ενώ η θετική καλλιέργεια για τα χλαµύδια είναι ενδεικτική πιθανής σεξουαλικής 

κακοποίησης (Adams, 2001). 

Η έγκαιρη εντόπιση της παιδικής σεξουαλικής κακοποίησης αποτελεί βασικό 

στοιχείο της καλύτερης αντιµετώπισης των παιδιών αυτών. Εχει βρεθεί πως η αδυναµία 

εντοπισµού της, έχει ως αποτέλεσµα τη συνέχισή της µε σοβαρές τόσο ψυχολογικές όσο και 

φυσικές επιπτώσεις για το παιδί, το οποίο την υφίσταται (Dubowitz και συν, 1992). Ωστόσο, 

η επιβεβαίωση της πρέπει να πραγµατοποιείται προσεκτικά µε τρόπο τεκµηριωµένο, 

δεδοµένου πως σε περίπτωση λανθασµένης επιβεβαίωσής της οι συνέπειες ειναι σοβαρές 

τόσο για το παιδί όσο και για την οικογένεια. 

 

6.4.3. Η σηµασία της ανίχνευσης του ιού HPV 

Η ανίχνευση του ιού HPV δε βοηθά στην επιβεβαίωση της διάγνωση των θηλωµάτων 

δεδοµένου πως η δίαγνωση των θηλωµάτων είναι κλινική αφενός και αφετέρου η λήψη 

βιοψιακού δείγµατος είναι τις περισσότερες φορές απαγορευτική δεδοµένου ότι η 

θεραπευτική αντιµετώπιση των αλλοιώσεων αυτών τις περισσότερες φορές συνίσταται στην 

καταστροφή τους. Επιπλέον δεν υπάρχουν ενδείξεις πως η τυποποίηση του ιού µπορεί να 

βοηθήσει στον καθορισµό του τρόπου µετάδοσης του ιού και να συµβάλλει µε αυτό τον 

τρόπο στην επιβεβαίωση ή όχι της σεξουαλικής κακοποποίησης. Για παράδειγµα, η 

ανίχνευση σε θηλώµατα της γενετικής περιοχής των τύπων HPV 2 και 1, οι οποίοι απαντούν 
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κυρίως σε θηλώµατα του δέρµατος, δεν µπορεί να αποκλείσει αλλά ούτε να επιβεβαιώσει τη 

σεξουαλική κακοποίηση. 

Ωστόσο η ανίχνευση ιών υψηλού κινδύνου HPV 16 και 18 υποδεικνύει την 

πιθανότητα κακοήθους εξαλλαγής των αλλοιώσεων αυτών γεγονός που βοηθά στην επιλογή 

άµεσα πιο ριζικών τρόπων θεραπευτικής τους αντιµετώπισης και καθιστά αναγκαία τη 

συστηµατική παρακολούθηση των παιδιών αυτών. Περαιτέρω µελέτη απαιτείται στο κατά 

πόσο η εξέταση αποφολίδούµενων κυττάρων µε PCR για την τυποποίηση των ιών ΗPV πριν 

από τη θεραπεία µπορεί να βοηθήσει προς την κατεύθυνση αυτή. 

Σε περίπτωση που η κάθετη µετάδοση του ιού αποτελεί τον πιθανότερο τρόπο 

µετάδοσής του στο βρέφος, απαιτείται έλεχχος της µητέρας µέσω ανίχνευσης και 

τυποποίησης του ιού HPV (αποφολιδούµενα κύτταρα) και παρακολούθησή της µε 

κολποσκόπηση και εξέταση Παπανικολαόυ. 

 

6.4.4. Οδηγίες διαχείρησης και αντιµετώπισης 

Η παρουσία θηλωµάτων στη γεννητική περιοχή σε παιδιά ηλικίας µεγαλύτερης των 

2-4 χρόνων απαιτεί την παραποµπή των παιδιών αυτών για διερεύνηση από ειδικό 

ειδικευµένο ιατρό, παίδιατρο ή ιατροδικαστή. Κάθε παιδί µε θηλώµατα στη γεννητική 

περιοχή ηλικίας µικρότερης των 2-4 ετών, πρέπει να παραπέµπεται για διερεύνηση από 

ειδικό ειδικευµένο ιατρό, παίδιατρο ή ιατροδικαστή όταν: α) ανευρίσκονται παθολογικά 

ευρήµατα κατά την εξέταση της γεννητικής και περιπρωκτικής περιοχής, β) ανευρίσκεται 

κλινικά ή εργαστηριακά και άλλο σεξουαλικό µεταδιδόµενο νόσηµα, γ) κατά τη λήψη του 

ψυχοκοινωνικού ιστορικού ανευρίσκονται στοιχεία που υποδεικνύουν την ανάγκη περαιτέρω 

διερέυνησης και δ) υπάρχει ανησυχία από τους γονείς ή τα άτοµα µου φροντίζουν άµεσα το 

παιδί για σεξουαλική κακοποίηση. 
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6.5. Θεραπευτική αντιµετώπιση των θηλωµάτων στα παιδιά 

Η θεραπευτική αντιµετώπιση των θηλωµάτων στα παιδιά αποτελεί ακόµα πεδίο 

συζητήσεων και έρευνας. Η υποτροπή τους µετά από τις εφαρµοζόµενες σήµερα 

θεραπευτικές στρατηγικές κυµαίνεται µεταξύ 25-50%, ενώ χωρίς θεραπεία η αυτόµατη 

υποχώρησή τους ανέρχεται στο 67% (Frazier, 1998). Στις θεραπευτικές στρατηγικές που 

εφαρµόζονται σήµερα στα παιδιά τόσο για τα θηλώµατα της γεννητικής περιοχής όσο και 

του δέρµατος περιλαµβάνεται η κρυοπηξία µε υγρό άζωτο, η ηλεκτροκαυτηρίαση, η 

χειρουργική θεραπεία και η φαρµακευτική θεραπεία. Σε αρκετές περιπτώσεις η αντιµετώπισή 

τους απαιτεί στη συνέχεια κατάλληλη παρακολούθηση, ενώ οι υποτροπές τους µπορούν να 

καταστήσουν αναγκαία την επανάληψη της θεραπείας. 

Η θηλωµάτωση του λάρυγγα στα παιδιά αντιµετωπίζεται χειρουργικά. Σε αρκετές 

περιπτώσεις υποτροπιάζει µετά τη χειρουργική αντιµετώπιση γεγογός που απαιτεί και νέες 

επεµβάσεις µε µέσο όρο, όπως έχει δειχθεί σε διάφορες σειρές ασθενών, τις 10 και µέγιστο 

περίπου τις 100. 

 

 6.6. Η σηµασία του εµβολίου για τον ιο HPV στην παιδική ηλικία 

Σηµαντική ερευνητική πρόκληση για το µέλλον αποτελεί η κατανόηση της σηµασίας 

του εµβολίου για τον ιό HPV στην πρόληψη των HPV-συσχετιζόµενων αλλοιώσεων που 

απαντούν στην παιδική ηλικία συµπεριλαµβανοµένης και της θηλωµάτωσης του λάρυγγα. Το 

εµβόλιο έχει προταθεί να χορηγείται σε κορίτσια κατά την εφηβεία πριν την έναρξη της 

σεξουαλικής επαφής. Ωστόσο τα συνεχώς αυξανόµενα δεδοµένα σχετικά µε την κάθετη 

µετάδοση του ιού καθιστούν αναγκαία τη διερεύνηση του κατά πόσο το εµβόλιο για τον ιό 

HPV θα πρέπει να χορηγείται αµέσως µετά τη γέννηση και θα πρέπει να γίνεται τόσο σε 

αγόρια όσο και στα κορίτσια (Cason και Mant, 2005, Steller, 2002). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

 

ΤΟ ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 

7.1. Γενικά 

7.2. Μελετη της αλληλεπίδρασης του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου HPV µε τα ογκογονίδια ras στον τράχηλο 

της µήτρας. 

7.3. Ανίχνευση του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά 

 

7.1. Γενικά 

Στο Κεφάλαιο αυτό περιγράφονται συνοπτικά οι δύο κύριοι στόχοι της παρούσας 

διατριβής. Ο πρώτος στόχος ήταν η µελέτη της αλληλεπίδρασης του ιού HPV µε την 

έκφραση των ογκογονιδίων της οικογένειας ras σε ασθενείς µε φυσιολογικό τράχηλο, µε 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου και µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας (Σχήµα 

7.1). Ο δεύτερος στόχος της διατριβής ήταν η µελέτη του ιού στις αδενοειδείς και 

αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις στην παιδική ηλικία (Σχήµα 7.2).  

 

7.2. Μελετη της αλληλεπίδρασης του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου HPV µε 

τα ογκογονίδια ras στον τράχηλο της µήτρας 

Η νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας, η οποία αποτελεί µια από τις συχνότερες 

νεοπλασίες στη γυναίκα, σχετίζεται µε την παρουσία του ιού HPV γεγονός που καθιστά τον 

τράχηλο της µήτρας ιδανικό σύστηµα in vivo µελέτης του ιού HPV και του ρόλου του στην 

καρκινογένεση.  
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Σχήµα 7.1. Το αντικείµενο της διατριβής. Πειραµατική προσέγγιση για τη µελέτη της 

αλληλεπίδρασης του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου HPV µε τα ογκογονίδια ras στον τράχηλο της 

µήτρας. 
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Σχήµα 7.1. Το αντικέιµενο της διατριβής. Πειραµατική προσέγγιση για τη µελέτη της 

αλληλεπίδρασης του ιού του θηλώµατος του ανθρώπου HPV µε τα ογκογονίδια ras στον τράχηλο της 

µήτρας (συνέχεια απο την προηγούµενη σελίδα). 

 

 
 

Επιπλέον ο τράχηλος της µήτρας προσφέρει τη δυνατότητα λήψης κυτταρολογικού 

και βιοψιακού υλικού στα πλαίσια των σύγχρονων διαγνωστικών αλγορίθµων. Αντίθετα η 

µελέτη της παρουσίας του ιού σε άλλα συστήµατα όπου παρουσιάζει τροπισµό ο ιός HPV, 

όπως το αναπνευστικό σύστηµα απαιτεί τη χρήση ειδικών προσπελάσεων για τη λήψη 

δείγµατος ιστού, ενώ στην περίπτωση των θηλωµάτων του δέρµατος, τόσο στους ενήλικες, 
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όσο και στα παιδιά, η συνήθης θεραπευτική αντιµετώπιση της καταστροφής της βλάβης µε 

µεθόδους, όπως η κρυοπηξία, καθιστά ανέφικτη τη λήψη ιστού από τη βλάβη. 

 

Σχήµα 7.2. Το αντικείµενο της διατριβής. Ανίχνευση του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς 

εκβλαστήσεις σε παιδιά. 

 

 
 

Στα πλαίσια της συνεργασίας του Εργαστηρίου Ιολογίας της Ιατρικής Σχολής του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης µε τη Γυναικολογική Κλινική του Πανεπιστηµιακού Γενικού 

Νοσοκοµείου Ηρακλείου (ΠΑ.Γ.Ν.Η) συλλέχτηκαν φρέσκα δείγµατα ιστού τραχήλου της 

µήτρας από γυναίκες, οι οποίες υποβλήθηκαν την περίοδο 2002-2004 σε εγχείρηση ολικής ή 

ριζικής υστερεκτοµής. Στη µελέτη συµπεριλήφθησαν γυναίκες µε φυσιολογικό τράχηλο, µε 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας και µε διηθητικό καρκίνο τραχήλου της 

µήτρας. Στόχος της µελέτης ήταν να προσδιοριστούν τα επιπεδα έκφρασης σε επίπεςδο 

mRNA των γονιδίων K-, H- και N-ras στις διάφορες οµάδες ασθενών και και να συγκριθούν 
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ανάλογα µε την ιστολογία, την ανίχνευση και την τυποποίηση του ιού HPV. Μέχρι σήµερα 

µε βάση τη διεθνή βιβλιογραφία δεν υπάρχουν µελέτες της διαφορικής έκφρασης των 

γονιδίων ras σε µεταγραφικό επίπεδο στον τράχηλο της µήτρας (Mammas και συν, 2005, 

Koffa και Spandidos, 1997). 

 

7.3. Ανίχνευση του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις σε 

παιδιά. 

Ο δεύτερος στόχος της διατριβής ήταν η µελέτη της παρουσίας του ιού HPV στην 

καλοήθη υπερπλασία των αδενοειδών και αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων στην παιδική 

ηλικία. Για το λόγο αυτό, στα πλαίσια της συνεργασίας του Εργαστηρίου Ιολογίας της 

Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Κρήτης µε το Παθολογοανατοµικό Εργαστήριο του 

Νοσοκοµείου Παίδων ‘Π.&Α. Κυριακού’ στην Αθήνα, συλλέχτηκαν δείγµατα σε παραφίνη 

ιστού αδενοειδών και αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων από παιδιά, τα οποία υποβλήθηκαν την 

περίοδο 1995-2000 σε αδενεκτοµή ή.και αµυγδαλεκτοµή.  

Στη βιβλιογραφία µέχρι στιγµής υπάρχουν αρκετές µελέτες, οι οποίες έχουν 

ανιχνεύσει τον ιό HPV στη στοµατική κοιλότητα µε τη µελέτη στοµατικών ξεσµάτων και 

εκπλυµάτων (Koch και συν, 1997, Rice και συν, 2000, Kojima και συν, 2003, Rintala και 

συν, 2005, Cason και Mant, 2005). Ωστόσο, τα δεδοµένα από βιοψιακό υλικό στοµατικού 

βλεννογόνου από παιδιά µε φυσιολογικό βλεννογόνο ή καλοήθεις αλλοιώσεις είναι ιδιαίτερα 

περιορισµένα (Syrjanen, 2005). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 

8.1. Προέλευση δειγµάτων 

8.2. Εκχύλιση DNA και RNA 

8.2.1. Πρωτόκολλο εκχύλισης DNA από συµπαγή φρέσκο ιστό 

8.2.2. Πρωτόκολλο εκχύλισης DNA από συµπαγή ιστό σε παραφίνη 

8.2.2. Πρωτόκολλο εκχύλισης RNA από συµπαγή φρέσκο ιστό 

8.3. Αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR) 

8.3.1. Αρχές της µεθόδου 

8.3.2. Ρυθµιστικοί παράγοντες της PCR 

8.3.3. Συνθήκες PCR και επιλογή εκκινητών 

8.4. Ανάλυση πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP) 

8.4.1. Αρχές της µεθόδου 

 8.4.2. Ανίχνευση µεταλλάξεων ογκογονιδίων ras και τυποποίηση ιών HPV 

8.5. Αντίστροφη αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (RT-PCR) 

8.5.1. Αρχές της µεθόδου 

8.5.2. Ποσοτικοποίηση επιπέδων mRNA ογκογονιδίων ras 

8.6. Ηλεκτροφόρηση 

8.6.1. Αρχές της µεθόδου 

8.6.2. Πήκτωµα αγαρόζης 

 8.6.3. Πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 

8.7. Χρώσεις νουκλεϊκών οξέων 

 8.7.1 Χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο 

 8.7.2. Χρώση µε νιτρικό άργυρο 

8.5. Στατιστική ανάλυση 

8.6. Υλικά και εταιρίες προέλευσης 

 

8.1. Προέλευση δειγµάτων 

Για την παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκαν 56 δείγµατα βιοψιακού υλικού 

τραχήλου της µήτρας, τα οποία προήλθαν από γυναίκες, στις οποίες διενεργήθηκε ολική 

υστερεκτοµή κατά τη νοσηλεία τους στη Γυναικολογική και Μαιευτική Κλινική του 

Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου Ηρακλείου την χρονική περίοδο Ιούλιος 2002 έως 
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∆εκέµβριος 2004. Κάθε δείγµα εξετάστηκε παθολογοανατοµικά για την επιβεβαίωση της 

ιστολογίας του και τον καθορισµό παραµέτρων όπως το στάδιο της νόσου, ο βαθµός 

διαφοροποίησης και η διήθηση των λεµφαδένων. Επίσης καταγράφηκαν από τον ιατρικό 

φάκελο των ασθενών κλινικές παράµετροι όπως η ηλικία, το κάπνισµα και το οικογενειακό 

ιστορικό. Από την παρούσα µελέτη εξαιρέθηκαν οι γυναίκες εκείνες, στις οποίες 

διενεργήθηκε ολική υστερεκτοµή µε ιστορικό ή ιστολογική διάγνωση καρκίνου του 

ενδοµητρίου, των σαλπίγγων ή των ωοθηκών. Η λήψη των δειγµάτων γινόταν αµέσως µετά 

τη χειρουργική εξαίρεση του τραχήλου της µήτρας. Οι ιστοί τοποθετούνταν σε σωλήνες 

epperdof του 1,5ml µέσα σε δοχείο µε υγρό άζωτο και ακολούθως αποθηκεύονταν σε 

θερµοκρασία -80ºC στο εργαστήριο Κλινικής Ιολογίας της Ιατρικής Σχολής του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης. Στη συνέχεια ο ιστός κοβόταν σε τρία µέρη, από τα οποία τα δύο 

πρώτα χρησίµευαν για την εκχύλιση DNA και RNA αντίστοιχα, ενώ το τρίτο µέρος για την 

επιβεβαίωση της ιστολογικής διάγνωσης. 

Επίσης αναλύθηκαν 106 δείγµατα ιστού αδενοείδών και αµυγδαλοειδών 

εκβλαστήσεων σε παραφίνη, τα οποία προήλθαν από παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία των 

αδενοείδών ή/και των αµυγδαλοειδών τους εκβλαστήσεων, τα οποία νοσηλεύτηκαν στο 

Νοσοκοµείου Παίδων ‘Π.&Α. Κυριακού’ στην Αθήνα το διάστηµα 1995-2000, και στα 

οποία διενεργήθηκε αδενεκτοµή ή/και αµυγδαλεκτοµή. Από τέσσερα παιδιά, δύο αγόρια και 

δύο κορίτσια, συµπεριλήφθηκαν τόσο ιστός από τις αδενοείδείς όσο και τις αµυγδαλοειδείς 

εκβλαστήσεις. Κάθε δείγµα εξετάστηκε παθολογοανατοµικά για την επιβεβαίωση της 

ιστολογίας του. Επίσης καταγράφηκαν κλινικές παράµετροι όπως η ηλικία, το φύλο, η 

καταγωγή, ο τόπος διαµονής και ο µήνας προσέλευσης στο νοσοκοµείο. Μετά από τοµή των 

επιφανειακών στιβάδων των ιστών στη παραφίνη, τα λαµβανόµενα τµήµατα του ιστού 

τοποθετούνταν σε σωλήνες epperdof του 1,5ml. Aκολουθούσε η διαδικασία 

αποπαραφίνωσης και στη συνέχεια η εκχύλιση του DNA, όπως περιγράφεται παρακάτω. 
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8.2. Εκχύλιση DNA και RNA  

8.2.1.Πρωτόκολλο εκχύλισης DNA από συµπαγή φρέσκο ιστό 

Ο ιστός κόβεται σε πολύ µικρά κοµµάτια, τα οποία µεταφέρονται σε σωλήνα 

epperdof του 1,5ml. Ακολουθεί προσθήκη 400µl λυτικού διαλύµατος που περιέχει 10mM 

Tris pH 8,0, 10mM EDTA, 150mM NaCl και 0,5% SDS. Προστίθεται πρωτεϊνάση Κ σε 

τελική συγκένρωση 100µg/ml και το διάλυµα επωάζεται στους 60ºC για 1h µε συνεχή 

ανακίνηση. Ακολουθεί εκχύλιση των νουκλεϊκών οξέων (DNA και RNA) µε 

φαινόλη/χλωροφόρµιο. Αρχικά προστίθενται 200µl φαινόλη και 200µl χλωροφόρµιο και το 

διάλυµα φυγοκεντρείται µε 13.000 rpm σε θερµοκρασία περιβάλλοντος για 5min.  

Στη συνέχεια λαµβάνεται η υπερκείµενη φάση, προστίθεται ίσος όγκος 

χλωροφορµίου (περίπου 500µl) και ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση µε 13.000 rpm σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος για 5min. Ακολούθως λαµβάνεται η υπερκείµενη φάση και 

προστίθενται 20µl NaCl (1/20 όγκου) και 2,5 όγκοι απόλυτη αιθανόλη µε αποτέλεσµα την 

κατακρήµνιση του DNA.  

Μετά από επώαση στους -20ºC για 24 ώρες, ακολουθεί φυγοκέντρηση µε 13.000 rpm 

σε θερµοκρασία 4ºC για 15min και έκπλυση του κατακρηµνισµένου DNA σε 70% αιθανόλη. 

Αφού αποµακρυνθεί η αιθανόλη, το DNA επαναραιώνεται σε 30-50µl ddH2O και 

διατηρείται σε θερµοκρασία -20ºC. Η ποσότητα και η καθαρότητα του DNA υπολογίζεται µε 

φωτοµέτρηση µε UV/VIS φωτόµετρο στα 260nm και στα 280nm και στη συνέχεια µε 

κατάλληλη αραίωση καθορίζεται η τελική συγκέντρωση του δείγµατος στα 200µg/ml 

(Dokianakis και συν 1998, Maniatis και συν, 1989). 

 

8.2.2. Πρωτόκολλο εκχύλισης DNA από συµπαγή ιστό σε παραφίνη 

Τµήµα του ιστού στην παραφίνη κόβεται σε πολύ µικρά κοµµάτια, τα οποία 

µεταφέρονται σε σωλήνα epperdof του 1.5ml. Προτίθεται 1 ml ξυλόλης και µετά την επώαση 
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του δείγµατος για 12-24 ώρες προστίθεται αιθανόλη για την αποµάκρυνση της ξυλόλης 

(Noutsou και συν, 1996). Στη συνέχεια ακολουθεί η διαδικασία εκχύλισης του DNA 

ακολουθώντας το πρωτόκολλο που περιγράφηκε στην Παράγραφο 8.2.1. 

 

8.2.3. Πρωτόκολλο εκχύλισης RNA από συµπαγή φρέσκο ιστό 

Ο ιστός οµογενοποιείται αρχικά µηχανικά µε τη χρήση µηχανικού οµογενοποιητή και 

στη συνέχεια αφού τοποθετηθεί σε σωλήνα epperdof του 1,5ml µε την προσθήκη 1ml 

διαλύµατος Trizol.  

Το διάλυµα Τrizol περιέχει θειοκυανιούχο γουανίδιο, που επιτυγχάνει τη λύση των 

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

επιτυγχάνεται 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 4ºC για 15 λεπτά.  

Στην υδατική φάση, όπου βρίσκεται το RNA προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης, 

ακολουθεί επώαση στους 4ºC για 24 ώρες και στη συνέχεια φυγοκέντρηση µε 12.000rpm 

στους 4ºC για 10 λεπτά. Το ίζηµα πλένεται µε διάλυµα 75% αιθανόλης, επωάζεται στους -

20ºC για 24 ώρες και φυγοκεντρείται µε 7.500rpm στους 4ºC για 5 λεπτά. Ακολούθως το 

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

αποθηκεύεται στους -20ºC.  

H ποσότητα και η ποιότητα του RNA που αποµονώθηκε υπολογίζεται µε 

φωτοµέτρηση µε UV/VIS φωτόµετρο στα 260nm και στα 280nm και στη συνέχεια µε 

κατάλληλη αραίωση καθορίζεται η τελική συγκέντρωση του δείγµατος στα 200µg/ml 

(Maniatis και συν, 1989). 
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8.3. Αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR) 

8.3.1. Αρχές της µεθόδου PCR 

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση µε Πολυµεράση (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

αποτελεί µια από τις πλέον σηµαντικές τεχνικές της Μοριακής Βιολογίας µε πολλές 

εφαρµογές τόσο στη βασική έρευνα όσο και στην κλινική διαγνωστική. Ανακαλύφθηκε το 

1985 (Saiki και συν, 1985, Mullis και Faloona, 1987) από την ερευνητική οµάδα του K.B. 

Mullis, στον οποίο και αποδόθηκε για την ανακάλυψή του αυτή το βραβείο Nόµπελ το 1993. 

Η µέθοδος της PCR επιτρέπει την εκλεκτική ενίσχυση συγκεκριµένων αλληλουχιών DNA µε 

εκθετικό τρόπο, ώστε να είναι δυνατή η περαιτέρω µελέτη τους. Εκµεταλλεύεται τον 

ηµισυντηριτικό τρόπο διπλασιασµού του DNA σε συνδυασµό µε τη χρήση θερµοανθεκτικών 

DNA πολυµερασών. Πρόκειται για µια µέθοδο µε µεγάλη ευαισθησία, ειδικότητα και 

ταχύτητα. Η τεράστια απόδοση της αντίδρασης καθιστά δυνατή την ενίσχυση αλληλουχιών 

ακόµα και όταν αυτές βρίσκονται σε ελάχιστο αριθµό αντιγράφων ή όταν το DNA έχει 

υποστεί σχετική αποδιάταξη. 

Η ανακάλυψη της PCR αποτέλεσε αναµφίβολα επανάσταση στη βιοϊατρική έρευνα 

µε ένα ευρύτατο φάσµα συνεχώς εξελισσόµενων εφαρµογών τόσο στον τοµέα της βασικής 

έρευνας, όσο και της κλινικής διαγνωστικής. Οι εφαρµογές της PCR στην ανίχνευση 

παθογόνων µικροοργανισµών (ιών, βακτηρίων, παρασίτων, µυκήτων) έχουν καταστήσει τη 

µέθοδο αυτή βασικό εργαλείο της σύγχρονης µικροβιολογίας και ιολογίας. Η µέθοδος της 

PCR χρησιµοποιείται, επίσης, για τον προσδιορισµό µεταλλάξεων µε στόχο τη διάγνωση 

γενετικών νοσηµάτων, όπως η κυστική ίνωση, η µυική δυστροφία Duchenne και το 

σύνδροµο Enhlers-Danlos, την ανίχνευση γενετικών πολυµορφισµών των αντιγόνων 

ιστοσυµβατότητας, γεγονός αναγκαίο σε περιπτώσεις µεταµόσχευσης καθώς και την 

ανάλυση αποτυπώµατος του DNA που χρησιµεύει στον προγενετικό και ιατροδικαστικό 

έλεγχο. Επιπλέον, η PCR χρησιµεύει στην ανίχνευση γενετικών αλλοιώσεων (σηµειακές 
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µεταλλάξεις, γονιδιακή επέκταση, ανακατατάξεις) σε µια σειρά καθορισµένων για κάθε τύπο 

καρκίνου ογκογονιδίων και ογκοκατασταλτικών γονιδίων.  

 

Σχήµα 8.1. Αρχές λειτουργίας της µεθόδου της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης PCR. 
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Η ταχύτητα, η ευαισθησία και η εξειδίκευση της µεθόδου σε συνδυασµό µε την 

ευκολία στην εφαρµογή της, την καθιστούν ως εργαστηριακή µέθοδο ιδιαίτερα σηµαντική σε 

όλο το εύρος των ιατρικών ειδικοτήτων. Με την πάροδο του χρόνου η τεχνική διαρκώς 

επεκτείνεται σε ακόµα µεγαλύτερο φάσµα διαγνωστικών εφαρµογών, ενώ τα τελευταία 

χρόνια η ανάπτυξη της µεθόδου Real-time PCR, η οποία στο µέλλον αναµένεται να 

αντικαταστήσει την παραδοσιακή PCR, παρέχει τη δυνατότητα αξιόπιστων τόσο ποιοτικών 

όσο και ποσοσοτικών αναλύσεων. Τόσο η παραδοσιακή PCR όσο και η Real-time PCR 

µπορούν, εκτός από τη µελέτη του DNA, να χρησιµοποιηθούν και για τον ποιοτικό και 

ποσοτικό προσδιορισµό του RNA. Η εφαρµογή αυτή της PCR (Αντίστροφη αλυσιδωτή 

αντίδραση µε πολυµεράση, RT-PCR) περιγράφεται στην Παράγραφο 8.5. 

Το υπόστρωµα του DNA επωάζεται σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει µια 

θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση, µίγµα δεσοξυριβονουκλεοτιδίων, ιόντα Μαγνησίου και 

το ζεύγος των εκκινητών (primers). Οι τελευταίοι είναι ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες 

που παρουσιάζουν οµολογία ως προς δύο θέσεις εκατέρωθεν της DNA αλληλουχίας που 

πρέπει να ενισχυθεί, οπότε και προσδένονται σε αυτές. Στο Σχήµα 8.1 παρουσιάζονται τα 

στάδια της Αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης PCR. Αρχικά γίνεται θερµική 

αποδιάταξη του δίκλωνου DNA, ώστε να διαχωριστούν οι αλυσίδες και να µπορέσει να γίνει 

ο υβριδισµός των εκκινητών, ο οποίος σηµατοδοτεί την έναρξη της προσθήκης από την DNA 

πολυµεράση δεσοξυριβονουκλεοτιδίων συµπληρωµατικών προς τις αντίστοιχες θέσεις της 

µητρικής αλυσίδας (Σχήµα 8.2). Με τον τρόπο αυτό σχηµατίζονται δύο καινούργιες άλυσοι 

DNA µε αποτέλεσµα το διπλασιασµό του DNA στόχου. Η σειρά των τριών σταδίων 

(αποδιάταξη, υβριδισµός και πολυµερισµός) αποτελούν τον πρώτο κύκλο της αντίδρασης 

PCR. Ακολουθούν 30-40 κύκλοι, κάθε ένας από του οποίους περιλαµβάνει τρία στάδια 

(αποδιάταξη, υβριδισµός και πολυµερισµός), µε αποτέλεσµα την εκθετική αύξηση του 

αριθµού των αντιγράφων του DNA σύµφωνα µε την εξίσωση Ν=n(1+e)ª, όπου Ν=η τελική 
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ποσότητα του προιόντος, n=η αρχική ποσότητα του υποστρώµατος και a=ο αριθµός των 

κύκλων της PCR. Αν υποθέσουµε ότι η απόδοση του συστήµατος είναι 100% για κάθε 

κύκλο, τότε από ένα µόριο DNA µετά από 25 κύκλους έχουµε την παραγωγή 33.554.432 

αντιγράφων της αλληλουχίας στόχου, ενώ µετά από 40 κύκλους έχουµε την παραγωγή 

1.099.511.627.716 αντιγράφων. Κάθε κύκλος PCR περιλαµβάνει τρεις διαφορετικές 

θερµοκρασίες, οι οποίες αντιστοιχούν σε κάθε ένα στάδιο του κύκλου. 

 

Σχήµα 8.2. Ο ρόλος του ενζύµου της DNA πολυµεράσης στην αντίδραση της PCR. 
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Η αποδιάταξη συµβαίνει συνήθως σε θερµοκρασία 92-95ºC, ο υβριδισµός ανάλογα 

µε τη σύνθεση των βάσεων Α/Τ, G/C σε θερµοκρασία 50-65ºC και τέλος ο πολυµερισµός σε 

θερµοκρασία 70-78ºC. Οι εναλλαγές της θερµοκρασίας ανάµεσα σε κάθε κύκλο 

επιτυγχάνονται µε αυτοµατικοποιηµένες συσκευές, τους θερµοκούς κυκλοποιητές, οι οποίοι 

έχουν την ικανότητα να τροποποιούν µε κατάλληλη θερµαινόµενη πλάκα τη θερµοκρασία 

µεταξύ των τριών προαναφερόµενων θερµοκρασιών σε λιγότερο από 1min για αυξοµείωση 

θερµοκρασίας 40ºC. Ένας τέτοιος θερµικός κυκλοποιητής παρουσιάζεται σχηµατικά στο 

Σχήµα 8.3. 

 

Σχήµα 8.3. Ο θερµικός κυκλοποιητής για την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης PCR. 

 

 



 

 

160

8.3.2. Ρυθµιστικοί παράγοντες της PCR 

Η απόδοση και η ειδικότητα της αντίδρασης PCR εξαρτάται από µια σειρά από 

παράγοντες, οι οποίοι παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.1. 

 

Πίνακας 8.1. Ρυθµιστικοί παράγοντες της PCR. 
Επιλογή κατάλληλων εκκινητών (αλληλουχία) 

Επιλογή κατάλληλων εκκινητών (θερµοκρασία αποδιάταξης Tm) 

Προσδιορισµός θερµοκρασίας υβριδισµού Ta 

Συγκέντρωση ιόντων Μαγνησίου 

Συγκέντρωση δεσοξυριβονουκλεοτιδίων dNTPs 

Συγκέντρωση εκκινητών 

Ποσότητα DNA υποστρώµατος 

Επιλογή DNA πολυµεράσης 

  

Ο σχεδιασµός κατάλληλων εκκινητών αποτελεί βασικό παράγοντα επίτευξης 

ικανοποιητικής απόδοσης και ειδικότητας στην αντίδραση πολυµερισµού της PCR. Η γνώση 

της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων της περιοχής-στόχο αποτελεί τη βάση της σύνθεσης των 

εκκινητών. Περιοχές µε ασυνήθεις αλληλουχίες βάσεων, όπως επαναλαµβανόµενα µοτίβα ή 

πολυπουρινικές/πολυπυριµιδίνικές περιοχές καθώς και αλληλουχίες, οι οποίες ενέχονται στο 

σχηµατισµό δευτεροταγών δοµών αποφεύγονται να επιλεγούν ως αλληλουχία στόχος.  

Το µήκος των εκκινητών (συνήθως µεγαλύτερο των 20bp) εξασφαλίζει στατιστικά 

ότι οι εκκινητές έχουν ελάχιστη πιθανότητα υβριδισµού σε άλλες περιοχές του γονιδιώµατος. 

Ωστόσο έχει βρεθεί πως εκκινητές µε µήκος µεγαλύτερο των 30bp δε συµβάλουν σε 

περαιτέρω αύξηση της ειδικότητας της αντίδρασης της PCR. Το ζεύγος των εκκινητών 

πρέπει να έχουν παραπλήσιο αριθµό βάσεων G/C, να µην παρουσιάζουν 

συµπληρωµατικότητα στο 3’ ή στο 5’ άκρο τους ώστε να αποφεύγεται ο σχηµατισµός 

διµερών και να έχουν παραπλήσια θερµοκρασία αποδιάταξης ή τήξεως (Tm, melting 

temperature).  
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Με τον όρο θερµοκρασία αποδιάταξης ορίζεται η θερµοκρασία κατά την οποία η 

µετατροπή του δίκλωνου DNA σε µονόκλωνο ολοκληρώνεται στο 50%. H θερµοκρασία 

αποδιάταξης για εκκινητές µε µήκος µεγαλύτερο των 20bp υπολογίζεται σύµφωνα µε τον 

τύπο Tm=(αριθµός βάσεων Α+Τ)x2ºC + (αριθµός βάσεων G+C)x4ºC. Για αλληλουχίες 

εκκινητών 14-70 βάσεων µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί ο τύπος 

Tm=81,5ºC+16,6x(log10[Συγκέντρωση µονοσθενών κατιόντων])ºC +0,41x(%G+C)ºC -

(600/Μήκος ολιγονουκλεοτιδικής αλληλουχίας)ºC. Σήµερα για τον ακριβή σχεδιασµό των 

εκκινητών χρησιµοποιούνται ειδικά υπολογιστικά προγράµµατα (π.χ. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), τα οποία επεξεργάζονται τις παραµέτρους αυτές και 

παρέχουν τη δυνατότητα επιλογής κατάλληλων εκκινητών που εξασφαλίζουν υψηλή 

ειδικότητα και απόδοση στην αντίδραση της PCR. 

Ο προσδιορισµός της ακριβούς θερµοκρασίας υβριδισµού (Ta, annealing 

temperature) των εκκινητών παρουσιάζει ιδιαίτερη σηµασία στην ειδικότητα της αντίδρασης 

της PCR. Η θερµοκρασία υβριδισµού Ta ποικίλει ανάλογα µε το είδος των εκκινητών και του 

DNA υποστρώµατος και κυµαίνεται µεταξύ 37ºC και 60ºC. Η επιλογή υψηλών 

θερµοκρασιών επιτυγχάνει περισσότερο εξειδικευµένο υβριδισµό, χαµηλής όµως απόδοσης. 

Σε χαµηλότερες θερµοκρασίες αυξάνει η απόδοση της αντίδρασης PCR σε βάρος όµως της 

ειδικότητας, µε αποτέλεσµα τον αυξηµένο κίνδυνο δηµιουργίας παραπροϊόντων. Η 

θεωρητική ιδανική θερµοκρασία υβριδισµού Ta µπορεί να είναι έως και 5ºC χαµηλότερη, 

µέχρι και 12ºC υψηλότερη από τη θερµοκρασία αποδιατάξεως Tm των εκκινητών. Όσο πιο 

κοντά βρίσκεται η θερµοκρασία υβριδισµού Ta προς τη θερµοκρασία αποδιατάξεως Tm των 

εκκινητών, τόσο πιο πολύ η ειδικότητα αυξάνει. Ωστόσο για τον προσδιορισµό της 

πραγµατικής θερµοκρασίας υβριδισµού απαιτείται η πραγµατοποίηση πειραµάτων 

βελτιστοποίησης µε διαβάθµιση θερµοκρασίας υβριδισµού Ta, τα οποία υποδεικνύουν στην 
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πράξη την τιµή της θερµοκρασίας η οποία εξασφαλίζει την καλύτερη απόδοση και 

ειδικότητα της αντίδρασης PCR.  

Τα ιόντα Μαγνησίου είναι απαραίτητος συµπαράγοντας για τη δράση της 

πολυµεράσης και απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή στην ποσότητά τους. Τα ιόντα Μαγνησίου 

δηµιουργούν ένα διαλυτό σύµπλεγµα µε τα dNTPs, το οποίο είναι απαραίτητο για την 

ενσωµάτωση των dNTPs στη νεοσυντιθέµενη αλυσίδα του DNA, ενώ ταυτόχρονα είναι 

απαραίτητο για την ενεργότητα της πολυµεράσης. Μεγάλες συγκεντρώσεις MgCl2 αυξάνουν 

την ενεργότητα της πολυµεράσης µειώνοντας όµως την πιστότητά της προκαλώντας την 

παραγωγή παραπροϊόντων, ενώ το αντίθετο ισχύει για µικρότερες συγκεντρώσεις. Οι 

συνήθεις ιδανικές συγκεντρώσεις ιόντων Μαγνησίου κυµαίνονται περίπου στα 0,5-

5mM/αντίδραση. 

Κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού απαιτούνται υψηλής καθαρότητας 

δεσοξυριβονουκλεοτίδια dNTPs σε συγκέντρωση που κυµαίνεται από 100-200µΜ. Η 

βέλτιστη συγκέντρωση των dNTPs εξαρτάται από τη συγκέντρωση των ιόντων Μαγνησίου, 

τη συγκέντρωση των εκκινητών, το µήκος της αλληλουχίας στόχου, τον αριθµό των κύκλων 

της αντίδρασης PCR καθώς και από τις συνθήκες της αντίδρασης. 

Η συνήθης συγκέντρωση των εκκινητών σε µια αντίδραση PCR κυµαίνεται από 0,1-

0,5mM. Χαµηλές συγκεντρώσεις εκκινητών έχουν ως αποτέλεσµα τη γρήγορη εξάντλησή 

τους, οπότε και λαµβάνεται µικρή ποσότητα προϊόντος, ενώ µεγάλες συγκεντρώσεις οδηγούν 

συχνά στο σχηµατισµό παραπροϊόντων. Κατά τη βελτιστοποίηση της αντίδρασης PCR η 

συγκέντρωση των εκκινητών τροποποιείται σε συνδυασµό µε τις συγκεντρώσεις του 

Μαγνησίου και των dNTPs µε στόχο τον καθορισµό των κατάλληλων συγκεντρώσεων για 

µια δεδοµένη θερµοκρασία υβριδισµού Ta. 

Η ποσότητα του αρχικού υποστρώµατος DNA µπορεί επίσης να επηρεάσει την 

αντίδραση PCR. Μεγάλη ποσότητα DNA οδηγεί σε µη ειδικό πολυµερισµό µε την παραγωγή 
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παραπροϊόντων, ενώ µικρή ποσότητα συχνά απαιτεί την εφαρµογή της “nested” PCR. Με 

την τεχνική αυτή το προϊόν της PCR αντίδρασης υποβάλλεται σε µια νέα αντίδραση PCR 

χρησιµοποιώντας ζεύγος εκκινητων, που είναι εσωτερικά (inner primers) του αρχικού 

ζεύγους (outer primers). 

Οι DNA πολυµεράσες είναι ένζυµα που καταλύουν την αντίδραση σύνθεσης 

πολυνουκλεοτιδικών αλυσίδων από µονοµερή τριφωσφορικά δεσοξυριβονουκλεοτίδια 

(dNTPs) χρησιµοποιώντας ως µήτρα τη µια από τις δύο αρχικές αλυσίδες DNA. Η σύνθεση 

του DNA γίνεται µε κατεύθυνση 5’ προς 3’, από τον 5’ α-φώσφορο του τριφωσφωρικού 

δεσοξυριβονουκλεοτιδίου προς την 3’ τελική υδροξυλική οµάδα της νεοσυντιθέµενης 

αλυσίδας. Πριν την ανακάλυψη των θερµοανθεκτικών DNA πολυµερασών ήταν αναγκαία η 

συνεχής προσθήκη ενζύµου σε κάθε κύκλο της PCR λόγω της υψηλής θερµοκρασίας 

αποδιάταξης του DNA. Στον Πίνακα 8.2 αναφέρονται ορισµένες από τις θερµοανθεκτικές 

DNA πολυµεράσες που µπορούν να χρησιµοποιηθούν σήµερα σε µια αντίδραση PCR.  

 

Πίνακας 8.2. Θερµοανθεκτικές DNA πολυµεράσες. 
Τaq Φυσική (Thermus aquaticus) 

Amplitaq Ανασυνδυασµένη (Thermus aquaticus) 

Hot Tub Φυσική (Thermus flavis) 

Pyrostate Φυσική (Thermus flavis) 

Tth Ανασυνδυασµένη (Thermus thermophilus) 

Vent Ανασυνδυασµένη (Thermococcus litoralis) 

DeepVent Ανασυνδυασµένη (Pyrococcus GB-D) 

Pfu Φυσική (Pyrococcus furiosus) 

 

Η φυσική πολυµεράση Taq καθώς και η ανασυνδυασµέµη µορφή της Ampitaq 

αποτελούν τις συχνότερα χρησιµοποιούµενες πολυµεράσες στην αντίδραση PCR. Έχουν την 

ικανότητα ενσωµάτωσης 35-100 νουκλεοτίδια/λεπτό και η θερµοκρασία βέλτιστης απόδοσης 

κυµαίνεται µεταξύ 70ºC και 80ºC. Έχουν επίσης 5’-3’ εξωνουκλεολυτική δράση 

αποµακρύνοντας νουκλεοτίδια µπροστά από τη νεοσυντιθέµενη αλυσίδα, ενώ δεν έχουν 3’-
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5’ εξωνουκλεολυτική δράση. Η πολυµεράση Pfu έχει τόσο 5’-3’, όσο και 3’-5’ 

εξωνουκλεολυτική δράση µε αποτέλεσµα την υψηλής ακρίβειας σύνθεση DNA, γεγονός που 

την καθιστά απαραίτητη σε περιπτώσεις που απαιτείται ακριβής πολυµερισµός καθώς και 

όταν η αρχική ποσότητα DNA είναι ελάχιστη. Ωστόσο η πολυµεράση αυτή δεν ενδείκνυται 

σε περιπτώσεις µεγάλου µήκους αλληλουχίας στόχου λόγω της χαµηλής ταχύτητάς της. Η 

χρήση µιγµάτων πολυµερασών αξιοποιώντας ταυτόχρονα τα επιµέρους πλεονεκτήµατά της 

κάθε µιας πολυµεράσης αποτελεί µια εναλλακτική πρόταση βελτίωσης της ειδικότητας και 

της απόδοσης της αντίδρασης PCR.  

 

8.3.3. Συνθήκες PCR και επιλογή εκκινητών 

Ποσότητα 1µl από το εκχυλισµένο DNA κάθε δείγµατος ενίσχυόταν µε PCR σε 

τελικό όγκο 20µl µε τη βοήθεια ειδικά τροποποιηµένου θερµικού κυκλοποιητή (LightCycler, 

Roche). Για την αντίδραση, κάθε δείγµα χρειαζόταν 5µl ρυθµιστικού διαλύµατος, 200µΜ 

από κάθε dNTP, 0,5µΜ από κάθε εκκινητή και 0,74 U Taq πολυµεράση. Σε κάθε αντίδραση 

PCR εξετάζονταν επίσης δύο δείγµατα µε όλα τα υλικά της PCR εκτός από το εκχυλισµένο 

DNA ως στοιχεία ελέχγου πιθανής επιµόλυνσης στην αντίδραση. Το µίγµα από κάθε δείγµα 

επωαζόταν για 1 λεπτό στους 95ºC και ακολουθούσαν 35 κύκλοι ενίσχυσης µε τις ακόλουθες 

συνθήκες: 

β2-µικροσφαιρίνη: Για τον έλεγχο της ποσότητας του DNA που εκχυλιζόταν από 

τους λαµβανόµενους βιοψιακούς φρέσκους ή σε παραφίνη ιστούς, τα δείγµατα ελέγχονταν 

µε ενίσχυση µιας περιοχής 110bp του γονιδίου της β2-µικροσφαιρίνης, το οποίο 

χρησιµοποιείται ως γονίδιο µάρτυρας. Οι συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε 

κύκλο της αντίδρασης ήταν 94ºC για 35sec (αποδιάταξη), 60ºC για 40sec (υβριδισµός) και 

72ºC για 40sec (πολυµερισµός). Μέρος του των προϊόντων της PCR αναλυόταν σε πήκτωµα 
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αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή 

ενίσχυση των 110bp. 

 

Πίνακας 8.3. Εκκινητές και συνθήκες PCR που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση σηµειακών 

µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των ογκογονιδίων Η-ras, K-ras και N-ras. 
Γονίδιο Εκκινητές Συνθήκες PCR 

   

H-ras 

(DNA) 

5-GAGACCCTGTAGGAGGACCC-3 (S) 

5-GGGTGCTGAGACGAGGGACT-3 (A) 

94º για 35s (αποδιάταξη) 

60º για 40s (υβριδισµός) 

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

K-ras 

(DNA) 

5-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3 (S) 

5-TCAAAGAATGGTCCTGGACC-3 (A) 

94º για 35s (αποδιάταξη) 

60º για 40s (υβριδισµός) 

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

N-ras 

(DNA) 

5-AACTGGTGGTGGTTGGACCA-3 (S) 

5-ATATTCATCTTACAAAGTGGTCCTGGA-3 (A) 

94º για 35s (αποδιάταξη) 

60º για 40s (υβριδισµός) 

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

β2-m 

(DNA) 

5-TCCAACATCAACATCCCGGT-3 (S) 

5-TCCCCCAAATTCTAAGCAGA-3 (A) 

94º για 35s (αποδιάταξη) 

58º για 40s (υβριδισµός) 

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

 

Σηµείωση: S = Sense primer; A = Antisense primer. 

 

Κ-ras: Για την εύρεση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Κ-ras 

ενισχυτόταν πρώτα η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 12 µε την τεχνική της 

PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές Κ5’ και Κ3’ (Jiang και συν, 1989). Οι συνθήκες οι 

οποίες χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε κύκλο της αντίδρασης ήταν 94ºC για 35sec (αποδιάταξη), 

60ºC για 40sec (υβριδισµός) και 72ºC για 40sec (πολυµερισµός). Μέρος του των προϊόντων 

της PCR αναλυόταν σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε 

να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 157bp. 



 

 

166

Η-ras: Για την εύρεση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Η-ras 

ενισχυόταν πρώτα η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 12 µε την τεχνική της 

PCR χρησιµοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές (Jiang και συν, 1989). Οι συνθήκες οι 

οποίες χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε κύκλο της αντίδρασης ήταν 94ºC για 35sec (αποδιάταξη), 

60ºC για 40sec (υβριδισµός) και 72ºC για 40sec (πολυµερισµός). Μέρος του των προϊόντων 

της PCR αναλυόταν σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε 

να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 312bp. 

Ν-ras: Για την εύρεση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Ν-ras ενισχυόταν 

πρώτα η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 12 µε την τεχνική της PCR 

χρησιµοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές Ν12a και Ν12s (Koffa και συν, 1994). Οι 

συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε κύκλο της αντίδρασης ήταν 94ºC για 35sec 

(αποδιάταξη), 60ºC για 40sec (υβριδισµός) και 72ºC για 40sec (πολυµερισµός). Μέρος του 

των προϊόντων της PCR αναλυόταν σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη 

ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 83bp. 

ΗPV: Για την ανίχνευση του ιού χρησιµοποιήθηκαν οι «γενικοί» εκκινητές GP5 και 

GP6 (Snijders και συν, 1990). Οι εκκινητές αυτοί παρουσιάζουν οµολογία µε µια 

συντηρητική περιοχή του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης L1 των ιών HPV τύπου 6, 11, 16, 

18, 31 και 33, ενώ µε αρκετές διαφορές στη συµπληρωµατικότητα των εκκινητών µπορούν 

να ενισχυθούν επίσης και οι τύποι 1, 5 και 8, οι οποίοι όµως δεν απαντώνται συχνά στο 

γυναικολογικό σύστηµα. Οι συνθήκες, οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε κύκλο της 

αντίδρασης ήταν 94ºC για 50sec (αποδιάταξη), 52ºC για 45sec (υβριδισµός) και 72ºC για 

45sec (πολυµερισµός). Μέρος των προϊόντων της PCR αναλύονταν σε πήκτωµα αγαρόζης 

2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 

150bp. 
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Πίνακας 6.4. Εκκινητές και συνθήκες PCR που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση και την 

τυποποίηση του ιού HPV. 
Γονίδιο Εκκινητές Συνθήκες PCR 

   

HPV 

GP5/GP6 

(DNA) 

5-TTTGTTACTGTGGTAGATAC-3 (GP5) 

5-GAAAAATAAACTGTAAATCA-3 (GP6) 

 

94º για 50s (αποδιάταξη) 

52º για 45s (υβριδισµός)  

72º για 45s (πολυµερισµός) 

 

HPV 16 

(DNA)  

5-3 CTGCAAGCAACAGTTACTGCGACG(S) 

5-3 CATACATCGACCGGTCCACC(A) 

94º για 45s (αποδιάταξη) 

56º για 45s (υβριδισµός)  

72º για 50s (πολυµερισµός) 

 

HPV 18 

(DNA) 

5-AAACTAACTAACACTGGGTTATACA-3 (S) 

5-ATGGCACTGGCCTCTATAGT-3 (A) 

94º για 45s (αποδιάταξη) 

56º για 45s (υβριδισµός)  

72º για 50s (πολυµερισµός) 

 

HPV 33 

(DNA) 

5-AACAGTTAAAAAACCTTTAAA-3 (S) 

5-AGTTTCTCTACGTCGGGACCTC-3 (A) 

94º για 45s (αποδιάταξη) 

56º για 45s (υβριδισµός)  

72º για 50s (πολυµερισµός) 

 

HPV 11 

(DNA) 

5-TGTGTGGCGAGACAACTTTCCCTT-3 (S) 

5-TGGTTATTTAGTTTTATGAAGCGTGCCTTTCCC-3 (A) 

94º for 45s (αποδιάταξη) 

56º for 45s (υβριδισµός)  

72º για 50s (πολυµερισµός) 

 

β2-m 

(DNA) 

5-TCCAACATCAACATCCCGGT-3 (S) 

5-TCCCCCAAATTCTAAGCAGA-3 (A) 

94º for 50s (αποδιάταξη) 

52º for 45s (υβριδισµός)  

72º για 45s (πολυµερισµός) 

 

Σηµείωση: S = Sense primer; A = Antisense primer. 

 

 

Επίσης για την τυποποίηση των ιών HPV χρησιµοποιήθηκαν σε ξεχωριστές 

αντιδράσεις «ειδικοί» εκκινητές για τους ιούς ΗPV τύπου 16, 18, 11 και 33 (Arends και συν, 

1991). Οι εκκινητές αυτοί παρουσιάζουν πλήρη οµολογία µε την αντίστοιχη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης Ε6 του κάθε τύπου ιού. Οι συνθήκες, οι 

οποίες χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε κύκλο της αντίδρασης ήταν 94ºC για 50sec (αποδιάταξη), 

52ºC για 45sec (υβριδισµός) και 72ºC για 45sec (πολυµερισµός). Μέρος του των προϊόντων 

της PCR αναλυόταν σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε 
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να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 143bp για τον ιό HPV 18, 171bp για τον ιό HPV 

33, 211bp για τον ιό HPV 11 και 315bp για τον HPV 16. Για την ταυτοποίση της ειδικότητας 

των επιµέρους αντιδράσεων χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες πλασµιδιακά DNA των ιών 

HPV 18, 33, 11 και 16 αντίστοιχα. 

Στους Πίνακες 8.3 και 8.4 παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των εκκινητών που 

χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι συνθήκες, στις οποίες πραγµατοποιήθηκαν οι αντιδράσεις 

PCR. 

 

8.4. Ανάλυση πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP) 

8.4.1. Αρχές της µεθόδου 

Για την ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα ογκογονιδία Κ-ras, Η-ras και Ν-ras 

καθώς και για την επιβεβαίωση της τυποποίησης των HPV χρησιµοποίηθηκε η µέθοδος της 

ανάλυσης πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων RFLP (Dokianakis και συν, 

1999, Koffa και συν, 1994). Η αρχή της µεθόδου συνίσταται στην πέψη των PCR προϊόντων 

µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες, οι οπόιες έχουν την ικανότητα να αναγνωρίζουν 

συγκεκριµένες θέσεις (ειδικές θέσεις) στο DNA στόχο και να προκαλούν τη διάσπασή του σε 

δύο ή περισσότερα θραύσµατα (πέψη). Αν υπάρχει µετάλλαξη στις ειδικές θέσεις 

αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης, τότε δεν µπορεί να δράσει η 

ενδονουκλεάση και προκύπτει αλλοιωµένο πρότυπο περιοριστικών θραυσµάτων. Η ερµηνεία 

των αποτελεσµάτων της PCR-RFLP ανάλυσης γίνεται µε βάση την παρατήρηση των 

θραυσµάτων σε πήκτωµα αγαρόζης ή πολυακρυλαµιδίου. 

 

8.4.2. Ανίχνευση µεταλλάξεων ογκογονιδίων ras και τυποποίηση ιών HPV  

Στα Σχήµατα 8.4, 8.5 και 8.6 παρουσιάζεται η µέθοδος της PCR-RFLP, όπως αυτή 

εφαρµόστηκε για την ανίχνευση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων Κ-ras, Η-ras 
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και Ν-ras Τα προϊόντα της πέψης που αναφέρονται στα σχήµατα αυτά αφορούν την 

περίπτωση των φυσιολογικών γονιδίων. Παρακάτω περιγράφονται τα προϊόντα της πέψης 

τόσο στην περίπτωση των φυσιολογικών όσο και στην περίπτωση σηµειακών µεταλλάξεων 

στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων αυτών. Στο Σχήµα 8.7 παρουσιάζεται η αρχή της µεθόδου 

RFLP για την τυποποίηση του ιού HPV. 

Κ-ras: Η ανάδειξη σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Κ-ras 

καθίσταται δυνατή µε την εισαγωγή µιας µη οµόλογης βάσης στον κάθε εκκινητή, µε 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία δυο θέσεων αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης 

BstN I, από τις οποίες η µια περιλαµβάνει το κωδικόνιο 12, ενώ η άλλη χρησιµεύει ως 

µάρτυρας πιστότητας της πέψης.  

Για το λόγο αυτό, ο εκκινητής του 5’ άκρου έχει ενσωµατωµένο ένα κατάλοιπο 

κυτοσίνης αντί γουανίνη στην πρώτη θέση του κωδικονίου 11, οπότε δηµιουργείται µια θέση 

αναγνώρισης για την περιοριστική ενδονουκλεάση BstN I (CCTGG), η οποία περιλαµβάνει 

τα δύο πρώτα νουκλεοτίδια του κωδικονίου 12 (GGT). Σηµειακή µετάλλαξη ενός από τα δύο 

νουκλεοτίδια αυτά προκαλεί καταστροφή της θέσης αναγνώρισης, οπότε το ένζυµο δεν 

τεµαχίζει σε θραύσµατα 113bp και 29bp, όπως συµβαίνει στην περίπτωση της φυσιολογικής 

µορφής του γονιδίου, αλλά παράγεται ένα θραύσµα µεγέθους 143bp.  

Σηµειακή µετάλλαξη στο τρίτο νουκλεοτίδιο (θυµίνη) του κωδικονίου 12 δεν 

ελέγχεται µε τον τρόπο αυτό, ωστόσο δεν παρουσιάζει ενδιαφέρον καθώς όλα τα κωδικόνια 

που ενδέχεται να προκύψουν κωδικοποιούν το ίδιο αµινοξύ µε εκείνο του αµετάλλακτου 

κωδικονίου (γλυκίνη).  
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Σχήµα 8.4. Αρχή λειτουργίας της PCR-RFLP µεθόδου για την ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων 

στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras. 

 

 
 

 

Σηµείωση. Με µεγάλύτερα γράµµατα σηµειώνονται οι βάσεις του κωδικόνιου 12 (GGT) και µε 

υπογράµµιση οι θέσεις αναγνώρισης της ενδονουκλεάσης BstN I (CC(A/T)GG). 
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Σχήµα 8.5. Αρχή λειτουργίας της PCR-RFLP µεθόδου για την ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων 

στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-ras. 

 

 
Σηµείωση. Με µεγαλύτερα γράµµατα σηµειώνονται οι βάσεις του κωδικόνιου 12 (GGC) και µε 

υπογράµµιση οι θέσεις αναγνώρισης της ενδονουκλεάσης Msp I (CCGG). 
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Σχήµα 8.6. Αρχή λειτουργίας της PCR-RFLP µεθόδου για την ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων 

στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου N-ras. 

 

 
 
 
 
Σηµείωση. Με µεγαλύτερα γράµµατα σηµειώνονται οι βάσεις του κωδικόνιου 12 (GGT) και µε 

υπογράµµιση οι θέσεις αναγνώρισης της ενδονουκλεάσης BstN I (CC(A/T)GG). 
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Σε µέρος των προϊόντων της PCR αντίδρασης (15µl) γινόταν πέψη µε 20U της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης BstN I στους 60ºC για 4h. Tα προϊόντα της πέψης 

αναλύονταν στη συνέχεια σε πήκτωµα αγαρόζης 2% ή πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 8%, 

όπου παρατηρούνταν τα θραύσµατα DNA διαφορετικού µήκους για το φυσιολογικό (113bp 

και 29bp) και µεταλλαγµένο (143bp) αλληλόµορφο. 

Η-ras: Για την εύρεση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Η-

ras, δεν χρειάζεται η εισαγωγή µη οµόλογων βάσεων στους εκκινητές δεδοµένου ότι 

υπάρχουν ενδογενώς δύο θέσεις αναγνώρισης για την περιοριστική ενδονουκλεάση Msp I 

στο προιόν της PCR για το Η-ras. Η πρώτη εντοπίζεται στο τέλος του εκκινητή στο 5’ άκρο 

και χρησιµεύει ως θέση ελέγχου της πέψης µε Msp I, ενώ η δεύτερη είναι πολυµορφική για 

τις µεταλλάξεις του H-ras σε µια από τις δύο πρώτες θέσεις του κωδικόνιου 12.  

Σε µέρος των προϊόντων της PCR αντίδρασης (15µl) γινόταν πέψη µε 30U της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης Msp I στους 37ºC για 12h. Tα προϊόντα της πέψης 

αναλύονταν στη συνέχεια σε πήκτωµα αγαρόζης 2% ή πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 8%, 

όπου παρατηρούνταν τα θραύσµατα DNA διαφορετικού µήκους για το φυσιολογικό (236bp 

και 55bp)και µεταλλαγµένο (291bp) αλληλόµορφο. 

Ν-ras: Για την εύρεση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου N-

ras, σε µέρος των προϊόντων της PCR αντίδρασης (15µl) γινόαταν πέψη µε 30U της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης BstN I στους 60ºC για 6h. Tα προϊόντα της πέψης 

αναλύονταν στη συνέχεια σε πήκτωµα αγαρόζης 2% ή πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 8%, 

όπου παρατηρούνταν τα θραύσµατα DNA διαφορετικού µήκους για το φυσιολογικό (19bp, 

23bp και 41bp) και µεταλλαγµένο αλληλόµορφο (23bp και 60bp). 

ΗPV: Για την εύρεση του τύπου του HPV χρησιµοποιώντας τους «γενικούς» 

εκκινητές, σε µέρος των προϊόντων της PCR αντίδρασης (15µl) γινόταν πέψη µε 40U της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης Rsa I στους 60ºC για 6h, οπότε προέκυπταν τµήµατα DNA 
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διαφορετικού µήκους για κάθε τύπο HPV ιό. Tα προϊόντα της πέψης αναλύονταν στη 

συνέχεια σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 8%. Μετά την περιοριστική πέψη προέκυπταν 

θραύσµατα 39bp και 109bp για τον ιό HPV 11, 30bp, 42bp και 70bp για τον ιό HPV 16, 

30bp, 38bp και 77bp για τον ιό HPV 18 και 30bp, 39bp και 70bp για τον ιό HPV 33. Οι τύποι 

των ιών HPV που ανιχνεύονταν κάθε φορά επιβεβαιώνονταν µε τη χρησιµοποίηση στην 

αντίδραση PCR ειδικών εκκινητών για κάθε ένα τύπο ιό HPV (16, 18, 11, 33). 

 

Σχήµα 8.7. Αρχή λειτουργίας της PCR-RFLP µεθόδου για την τυποποίηση των ιών HPV.  
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6.5. Αντίστροφη αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (RT-PCR) 

6.5.1. Αρχές της µεθόδου 

Η αντίστροφη αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (Reverse Transcriptase- 

Polymerase Chain Reaction RT-PCR) αποτελεί µια από τις βασικότερες εφαρµογές της 

αντίδρασης PCR µε στόχο τη µελέτη του RNA αντί του DNA. Η αρχή λειτουργίας της 

µεθόδου παρουσιάζεται στο Σχήµα 6.8.  

 

Σχήµα 6.8. Η αρχή λειτουργίας της µεθόδου της αντίστροφης µεταγραφάσης-αλυσιδωτής αντίδρασης 

της πολυµεράσης (RT-PCR). 
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Η µέθοδος αποτελείται από δύο στάδια: α) το στάδιο της αντίστροφης µεταγραφής 

RT και β) το στάδιο του PCR πολυµερισµού. Στο πρώτο στάδιο έχουµε τη µετατροπή του 

ολικού RNA, το οποίο έχει εκχυλιστεί από το προς µελέτη δείγµα σε cDNA µε τη χρήση του 

ενζύµου της αντίστροφης µεταγραφάσης (Σχήµα 8.9). Στο δεύτερο στάδιο το µόριο cDNA 

αποτελεί το υπόστρωµα για την αντίδραση PCR που ακολουθεί, η οποία έχει ως αποτέλεσµα 

την ενίσχυση της αλληλουχίας στόχου που θέλουµε να µελετήσουµε.  

 

Σχήµα 8.9. Ο ρόλος της αντίστροφης µεταγραφάσης στη µέθοδο της RT-PCR. 
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8.5.2. Ποσοτικοποίηση επιπέδων mRNA ογκογονιδίων ras 

Πριν την εποχή της PCR, η προσέγγιση του ποσοτικού προσδιορισµού των 

νουκλεϊκών οξέων γινόταν µε τεχνικές υβριδισµού, Southern blotting και Northern blotting, 

µε ελάχιστο όριο ανίχνευσης ποσοτικού προσδιορισµού των µορίων στόχου από 10.000 έως 

10.000.000 µόρια. Η εφαρµογή της αντίδρασης PCR στον ποσοτικοποίηση των νουκλεϊκών 

οξέων µπορεί να στοχεύει είτε στο σχετικό ποσοτικό προσδιορισµό µε τη σύγκριση των 

σχετικών συγκεντρώσεων µεταξύ διαφόρων δειγµάτων από τους ίδιους (π.χ. ζεύγος 

καρκινικού και γειτονικού φυσιολογικού ιστού) ή άλλους ασθενείς (π.χ. σύγκριση 

καρκινικών ιστών µε οµάδα ελέγχου φυσιολογικών ιστών), είτε στον ακριβή προσδιορισµό 

των µορίων στόχου σε ένα δεδοµένο δείγµα.  

Η ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων της RT-PCR παρέχει τη δυνατότητα µελέτης 

µέσω του υπολογισµού των επιπέδων mRNA της µεταγραφικής ενεργοποίησης των 

διάφορων γονιδίων. Σε περιπτώσεις καρκινικών δειγµάτων µπορεί να γίνει σύγκριση των 

επιπέδων mRNA ενός γονιδίου µε τα αντίστοιχα σε γειτονικά φυσιολογικά δείγµατα από τον 

ίδιο ασθενή ή σε οµάδα ελέγχου από διαφορετικούς ασθενείς µε φυσιολογικά δείγµατα. Για 

την ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων της RT-PCR πρέπει να έχει τερµατιστεί η 

αντίδραση της PCR ενώ βρίσκεται στην εκθετική της φάση, ώστε να υπάρχει γραµµική 

αντιστοιχία της τελικής ποσότητας προϊόντος και του αρχικού υποστρώµατος. Με τη 

δηµιουργία πρότυπης καµπύλης καθορίζονται οι κύκλοι καθώς και οι συνθήκες, ώστε να 

διατηρείται η γραµµική αυτή σχέση (Kotsinas και συν, 1994).  

Για να επιτευχθούν ποσοτικές µετρήσεις µπορεί να εφαρµοστεί duplex PCR κατά την 

οποία στην ίδια αντίδραση ενισχύονται ταυτόχρονα η αλληλουχία στόχος του προς µελέτη 

γονιδίου µαζί µε µια αλληλουχία ενός γονιδίου ελέγχου µε σταθερή έκφραση στους 

φυσιολογικούς και τους καρκινικούς ιστούς. Η duplex PCR αποτελεί εφαρµογή της 

multiplex PCR, η οποία επιτρέπει την ταυτόχρονη µελέτη πολλών γονιδίων στο ίδιο σωλήνα 
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του δείγµατος κατά τη διάρκεια της ίδιας αντίδρασης PCR. Για την ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσµάτων της duplex RT-PCR πρέπει α) και οι δύο καµπύλες να παρουσιάζουν την 

γραµµική τους φάση ταυτόχρονα, β) η µέγιστη ποσότητα (πλατώ) των τελικών προϊόντων να 

είναι συγκρίσιµη, ενώ γ) η αντίδραση PCR πρέπει να τερµατίζεται στον κύκλο, ο οποίος 

αντιστοιχεί στο µέσο της γραµµικής φάσης. Για το λόγο αυτό γίνεται βελτιστοποίηση των 

συνθηκών της duplex PCR, µε την τροποποίηση των συγκεντρώσεων Μαγνησίου, των 

dNTPs και της αναλογίας των εκκινητών για κάθε γονίδιο καθώς και της θερµοκρασίας 

υβριδισµού Τa.  

Για τον καθορισµό των πρότυπων καµπυλών παρασκευάζεται µίγµα µε cDNA ίσου 

όγκου από κάθε δείγµα και πραγµατοποιείται η αντίδραση PCR, από την οποία λαµβάνεται 

διαδοχικά µετά το πέρας κάθε κύκλου το PCR προϊόν για να ηλεκτροφορηθούν στη συνέχεια 

όλα µαζί. Με τον τρόπο αυτό κάθε PCR προϊόν αντιστοιχεί στο προϊόν που λαµβάνεται 

διαδοχικά σε κάθε κύκλο µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία της πρότυπης καµπύλης της 

αντίδρασης. Τα προϊόντα της RT-PCR διαχωρίζονται ηλεκτροφορητικά σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου και πραγµατοποιείται πυκνοµετρική ανάλυση των ηλεκτροφορητικών 

ζωνών. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης αναλύονται µε τη βοήθεια ψηφιακού συστήµατος 

ανάλυσης εικόνας. Με τη χρήση σήµερα της Real-time PCR ο προσδιορισµός της ποσότητας 

του προϊόντος σε κάθε κύκλο γίνεται αυτόµατα, µε αποτέλεσµα στο µέλλον, παρά το γεγονός 

πως η εφαρµογή της υποκρύβει διάφορα προβλήµατα, αναµένεται να αντικαταστήσει την 

ηµιποσοτική RT-PCR. 

Στην παρούσα µελέτη, σε 500ng ολικού RNA από κάθε δείγµα µε τη βοήθεια ειδικού 

θερµικού κυκλοποιητή (LightCycler, Roche) γινόταν αρχικά η αντίστροφή µεταγραφή σε 

όγκο 20µl µε 15U του ενζύµου της αντίστροφης µεταγραφάσης, 40 U RNaseOut, 50ng 

random hexamers και 1,0 mM από κάθε dNTP και 1x First Strand cDNA ρυθµιστικό 

διάλυµα, το οποίο περιέχει 5 mM διθειοθρεϊτόλη DTT για 1 ώρα στους 52ºC µε βάση τις 
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οδηγίες του κατασκευαστή του ενζύµου (Life Technologies Ltd., UK). Στη συνέχεια γινόταν 

επώαση για 20 λεπτά στους 37ºC µε 2 U E.coli RNaseH µε στόχο την απαλλαγή του τελικού 

προϊόντος από RNA και το λαµβανόµενο cDNA αποθηκευόταν στους -20ºC. Ο 

πολυµερισµός του cDNA µε την αντίδραση της PCR γινόταν, όπως περιγράφηκε στην 

Παράγραφο 3.3 µε τη διαφορά της χρήσης ταυτόχρονα δύο ζευγών εκκινητών (duplex PCR). 

Ποσότητα 1µl από το cDNA κάθε δείγµατος ενίσχυόταν σε τελικό όγκο 20µl µε τη βοήθεια 

ειδικά τροποποιηµένου θερµικού κυκλοποιητή (LightCycler, Roche) και την ταυτόχρονη 

χρήση ζεύγους εκκινητών για το προς µελέτη κάθε φορά mRNA και για την b-actin (γονίδιο 

αναφοράς).  

 

Πίνακας 8.5. Εκκινητές και συνθήκες PCR αντιδράσεων που χρησιµοποιήθηκαν για τη µελέτη της 

έκφρασης του mRNA των ογκογονιδίων Η-ras, K-ras και N-ras.  
Γονίδιο Εκκινητές Συνθήκες PCR 

   

H-ras  

(RNA) 

5-GACGGAATATAAGCTGGTGG-3 (S) 

5-TAACTACCCCTCTGCACGGA-3 (A) 

94º για 35s (αποδιάταξη) 

60º για 40s (υβριδισµός)  

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

K-ras 

(RNA) 

5-ACTGAATATAAACTTGTGGTAG TT GGACCT-3 (S) 

5-CAAATCACATTTATTTCCTACCA GGACCT-3 (A) 

94º για 30s (αποδιάταξη) 

58º για 30s (υβριδισµός)  

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

N-ras 

(RNA) 

5-AATCCAGCTAATCCAGAACC-3 (S) 

5-TGGTCTCTCATGGCACTGTA-3 (A) 

94º για 30s (αποδιάταξη) 

58º για 30s (υβριδισµός)  

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

β-actin 

(RNA) 

5-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3 (S) 

5-CTGGTGCCTGGGGCG-3 (A) 

94º για 35s (αποδιάταξη) 

60º για 40s (υβριδισµός)  

72º για 40s (πολυµερισµός) 

 

94º για 30s (αποδιάταξη) 

58º για 30s (υβριδισµός)  

72º για 40s (πολυµερισµός) 

   

Σηµείωση: S = Sense primer; A = Antisense primer. 
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Για την αντίδραση, κάθε δείγµα χρειαζόταν 5µl 1xPCR ρυθµιστικού διαλύµατος, 

200µΜ από κάθε dNTP, 2,5 µΜ MgCl2, 0,5µΜ από κάθε εκκινητή και 0,6 U Taq 

πολυµεράση. Οι κατάλληλα σχεδιασµένα ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές των mRNA των Κ-, 

Η- και Ν-ras γονιδίων (Miyakis και συν 1998, Vageli και συν, 1996) και της b-actin που 

χρησιµοποιήθηκαν στην µελέτη καθώς και οι συνθήκες των PCR αντιδράσεων 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.5.  

Στο Σχήµα 8.10 παρουσιάζονται οι καµπύλες µέσω των οποίων καθορίστηκε ο 

κύκλος, στον οποίο θα πραγµατοποιούνταν οι ποσοτικές µετρήσεις για κάθε γονίδιο.  

 

Σχήµα 8.10. Βελτιστοποίηση της µεθόδου RT-PCR για τη µελέτη της έκφρασης των ογκογονιδίων 

ras. Καθορισµός του κύκλου πραγµατοποιήσης των ποσοτικών προοσδιορισµών. Για την αντίδραση 

β-actin /K-ras (Α) ο κύκλος που επιλέχθηκε ήταν ο 27ος, για την αντίδραση β-actin/H-ras (Β) ο 29ος 

και για την αντίδραση β-actin/N-ras (Γ) o 31ος κύκλος. Στον άξονα ψψ΄ παρουσιάζεται η έκφραση, µε 

βάση τη µέτρηση της απορρόφησης σε πήκτωµα αγαρόζης, κάθε γονίδιού ξεχωριστά στο τέλος κάθε 

κύκλου της PCR αντίδρασης, ενώ στον άξονα χχ΄ παρουσιάζεται ο κύκλος στον οποίο 

πραγµατοποιήθηκε ο ποσοτικός προσδιορισµός. 
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Σχήµα 8.10. Βελτιστοποίηση µεθόδου RT-PCR για τη µελέτη της έκφρασης των ογκογονιδίων ras 
(συνέχεια από την προηγούµενη σελίδα) 
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Τα PCR προϊόντα αναλύονταν σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου και γίνονται ορατά µε 

χρώση µε νιτρικό άργυρο. Τα µεγέθη των PCR προιόντων ήταν τα ακόλουθα: για τη β-actin 

175bp, για το Η-ras 151bp, για το Κ-ras 357bp και για το Ν-ras 150bp. Τα επίπεδα 

έκφρασης για κάθε γονίδιο Η-ras, K-ras και N-ras εκφράστηκαν ως ο λόγος των επιπέδων 

mRNA ras προς τα επίπεδα έκφρασης της b-actin (γονίδιο αναφοράς).  
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8.6. Ηλεκτροφόρηση 

8.6.1. Αρχές της µεθόδου 

 Η ηλεκτροφόρηση συνίσταται στο διαχωρισµό µορίων µε την εφαρµογή ηλεκτρικού 

πεδίου µε βάση το µέγεθός και το φορτίο τους. Στην περίπτωση του DNA η ηλεκτροφόρηση 

των µορίων µπορεί να γίνει είτε σε πήκτωµα αγαρόζης είτε σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου. 

Η επιλογή του πηκτώµατος καθώς και της συγκέντρωσής του γίνεται µε βάση το µέγεθος του 

DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί καθώς και την απαιτούµενη διακριτική ικανότητα 

της πειραµατικής διαδικασίας. Το πήκτωµα αγαρόζης (συνήθης συγκέντρωση 1-2%) 

χρησιµοποιείται για την ηλεκτροφόρηση µεγάλων DNA τµηµάτων καθώς και για µεγάλες 

διαφορές µεγέθους των τµηµάτων που πρόκειται να διαχωριστούν. Αντίθετα, το πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου (19:1 µίγµα ακρυλαµιδίου/bis-ακρυλαµιδίου) επιλέγεται για µικρότερα 

τµήµατα DNA και για µικρές διαφορές µεγέθους ανάµεσά τους. 

 

 6.6.2. Πήκτωµα αγαρόζης 

 Η επιθυµητή ποσότητα αγαρόζης διαλύεται σε διάλυµα 0,5xTBE και θερµαίνεται σε 

φούρνο µικροκυµάτων για 3-5min περίπου. Αφήνεται να κρυώσει έως τους 60ºC για λίγα 

λεπτά και ακολούθως προστίθεται βρωµιούχο αιθίδιο (ΕtBr) σε τελική συγκέντρωση 

0,5µg/ml. Το στερεοποιηµένο πήκτωµα µετά την αφαίρεσή της κτένας, η οποία δηµιουργεί 

τις θέσεις για τη φόρτωση των δειγµάτων, εµβαπτίζεται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης που 

περιέχει 0,5xTBE. Τα δείγµατα φορτώνονται αφού αναµιχθούν µε 1/10 του όγκου 

διαλύµατος φόρτωσης και εφαρµόζεται ηλεκτρική τάση. Το διάλυµα ΤΒΕ αποτελείται από 

10,8g/l Tris µε pH=8, 5,5g/l βορικό οξύ και 0,002Μ (EDTA). Το διάλυµα φόρτωσης 

αποτελείται από 0,25% κυανό της βρωµοφαινόλης, 0,25% κυανό του ξυλενίου και 25% 

φικόλη. 
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 8.6.3. Πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 

 Το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου προκύπτει από τον πολυµερισµό του ακρυλαµιδίου 

και του bis-ακρυλαµιδίου, παρουσία ελεύθερων ριζών, µε τη βοήθεια καταλύτη. Ως δότης 

ελεύθερων ριζών χρησιµοποιείται το υπερθειικό αµµώνιο και ως καταλύτης η τετραµεθυλ-

αιθυλενο-διαµίνη (TEMED). Για την παρασκευή ενός πηκτώµατος πολυακρυλαµιδίου 

συγκέντρωσης 8% όγκου 25ml προστίθενται τα εξής: 10ml από διάλυµα 20% µίγµατος 19:1 

ακρυλαµιδίου/bis-ακρυλαµιδίου, 2,5ml 5xTBE, 1,5ml γλυκερόλη, 11ml ddH2O και 250µl 

υπερθεικό αµµώνιο 10%. Το διάλυµα αναδεύεται και στη συνέχεια προστίθενται 25µl 

TEMED. Το διάλυµα αφήνεται να πολυµεριστεί για 20-30min και στη συνέχεια τα δείγµατα 

φορτώνονται στο πήκτωµα (Σχήµα 8.11), αφού αναµιχθούν µε 1/10 του όγκου διαλύµατος 

φόρτωσης, εφαρµόζεται ηλεκτρική τάση και στο τέλος της ηλεκτροφόρησης ακολουθεί η 

χρώση του πηκτώµατος. 

 

Σχήµα 8.11. Φόρτωση δείγµατοςσε gel ακρυλαµιδίου για ηλεκτροφόρηση. 
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8.7. Χρώσεις νουκλεϊκών οξέων 

8.7.1. Χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο  

Κατά την παρασκευή του πηκτώµατος αγαρόζης προστίθεται βρωµιούχο αιθίδιο σε 

τελική συγκέντρωση 0,5µg/ml, το οποίο έχει την ικανότητα να προσδένεται στο δίκλωνο 

DNA. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης οι ζώνες του DNA γίνονται άµεσα ορατές 

κατόπιν έκθεσης του πηκτώµατος σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Η χρώση αυτή µπορεί να 

εφαρµοστεί και για τα πηκτώµατα πολυακρυλαµιδίου, τα οποία µετά την ηλεκτροφόρηση 

εµβαπτίζονται σε υδατικό διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου συγκέντρωσης 0,5µg/ml, αφήνονται 

για 20-30min, ξεπλένονται µε ίσο όγκο ddH2O για άλλα 20-30min και ακολούθως εκτίθενται 

σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV) ώστε να γίνουν ορατές οι ηλεκτροφορητικές ζώνες του DNA. 

 

8.7.2. Χρώση µε νιτρικό άργυρο 

Η µέθοδος χρώσης του DNA µε νιτρικό άργυρο χαρακτηρίζεται από µεγάλη 

ευαισθησία και αποφυγή της ραδιενέργειας, στοιχεία που την καθιστούν µέθοδο εκλογής 

στην περίπτωση των πηκτωµάτων πολυακρυλαµιδίου. Στα µειονεκτήµατά της 

συγκαταλέγεται η µη ειδική χρώση του δίκλωνου DNA, δεδοµένου ότι χρωµατίζονται επίσης 

το µονόκλωνο DNA, το RNA καθώς και οι πρωτεΐνες. Το γεγονός αυτό καθιστά αναγκαία 

προϋπόθεση για την εφαρµογή της µεθόδου την ύπαρξη ιδιαίτερα καθαρού και ειδικού DNA.  

Το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου τοποθετείται αρχικά σε ανάδευση για 10min, σε 

µονιµοποιητικό διάλυµα που περιέχει 10% αιθανόλη και 0,5% οξικό οξύ. Ακολουθεί η 

προσθήκη διαλύµατος νιτρικού αργύρου 0,1% για 20min σε ηµίφως, πλύσιµο µε H2Ο και 

προσθήκη του διαλύµατος εµφάνισης, το οποίο περιέχει 0,4Ν ΝaOH και 0,15% 

φορµαλδεΰδη. Η αντίδραση τερµατίζεται µε την προσθήκη διαλύµατος ανθρακικού νατρίου 

(Na2CO3) 0,75%, οπότε και γίνονται ορατές οι µπάντες, οι οποίες αντιστοιχούν στα µόρια 

του DNA, τα οποία φορτώθηκαν στο πήκτωµα (Σχήµα 8.12). 
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Σχήµα 8.12. ∆ιαχωρισµός σε gel ακρυλαµιδίου, όπως αυτό φαίνεται µετά από χρώση µε νιτρικό 

άργυρο, µορίων DNA µε ηλεκτροφόρηση µε βάση το µέγεθός τους. 

 
 

 

 

8.8. Στατιστική ανάλυση 

Η στατιστική επεξεργασία των εργαστηριακών ευρηµάτων και των 

κλινικοπαθολογικών δεδοµένων έγινε µε τη χρήση της δοκιµασίας SPSS version 9.0 for 

Windows. Ως στατιστικά σηµαντικές θεωρήθηκαν οι συσχετίσεις µε µονοδύναµο επίπεδο 

σηµαντικότητας (p-value) p<0,05. 

Για τα γυναικολογικά δείγµατα της µελέτης αρχικά εξετάστηκε η παρουσία 

στατιστικά σηµαντικών διαφορών στην έκφραση των ογκογονιδίων H-ras, K- και N-ras και 
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την ηλικία ανάµεσα στις 3 οµάδες ασθενών µε τη χρήση του Kruskall-Wallis Τest. Στη 

συνέχεια, για τη σύγκριση της έκφραση mRNA των ογκογονιδίων Η-, K- και N-ras ανα 

ζεύγη ανάµεσα στις οµάδες ασθενών της µελέτης, καθώς και µεταξύ ασθενών µε CIN 1και 

ασθενών µε CIN 2 ή 3 χρησιµοποιήθηκε το Mann-Witney Test.  

Το Mann-Witney Test χρησιµοποιήθηκε επίσης για τη µελέτη της έκφρασης mRNA 

των ογκογονιδίων Η-, K- και N-ras σε σχέση την παρουσία HPV16/18 ή όχι, πολλαπλής ή 

µονήρους λοίµωξης και HPV 16 ή 18 στα HPV θετικά δείγµατα της µελέτης., καθώς την 

ανίχνευση ή όχι µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Κ-ras στα δείγµατα µε 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN ή καρκίνο του τραχήλου.  

Για τη µελέτη της συν-έκφρασης των γονιδίων H-, K- και N-ras στο σύνολο των 

δειγµάτων της µελέτης χρησιµοποιήθηκε η µεθόδος Kendall’s tau (Kendall’s coefficient of 

rank correlation).  

Για τη σύγκριση της µέσης ηλικία των παιδιών µε αδενοειδή υπερπλασία και των 

παιδιών µε καλοήθη υπερπλασία των αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων χρησιµοποιήθηκε το T-

test. Επίσης το T-Test χρησιµοποιήθηκε για τη σύγκριση της µέσης ηλικία των παιδιών µε 

HPV θετικά και αρνητικά δείγµατα. Για τη σύγκριση των συχνοτήτων ανίχνευσης του ιού 

HPV στους παιδιατρικούς ασθενείς της µελέτης ανάλογα µε το φύλο, την ηλικιακή οµάδα, 

την καταγωγή/εθνότητά, τον τόπο της διαµονής τους και την ιστολογία χρησιµοποίηθηκε το 

Pearson χ² Test.  
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8.9. Υλικά και εταιρίες προέλευσης 

 

ρυθµιστικά διαλύµατα PCR - Gibco BRL/Life Technologies Ltd. 

ρυθµιστικό διάλυµα 1x First Strand cDNA - Life Technologies Ltd. 

1,2-διυδροξυ-αιθυλενο-δις-ακρυλαµίδιο (bis-ακρυλαµίδιο) - BDH 

Αγαρόζη - Gibco BRL 

Aιθανόλη - Merck 

Αιθυλο-διαµινο-τετραοξικό οξύ (ΕDTA) - BDH 

Ακρυλαµίδιο - Gibco BRL 

Ανθρακικό νάτριο - Sigma 

Αντίστροφη µεταγραφάση - Life Technologies Ltd. 

Βορικό οξύ - BDH 

Βρωµιούχο αιθίδιο - Sigma 

Γλυκερόλη - Gibco ΒRL 

∆εσοξυριβονουκλεοτίδια - Gibco ΒRL/Life Technologies Ltd. 

DNase I - Life Technologies Ltd.  

Ένζυµα περιορισµού - New England Biolabs/ Gibco BRL 

Κυανό της βρωµοφαινόλης - Sigma 

Κυανό του ξυλενίου - Sigma 

Νιτρικός άργυρος - Sigma 

Oξικό οξύ - BDH 

Πρωτεινάση Κ - Gibco BRL 

random hexamers - Life Technologies Ltd. 

RNaseH E.coli - Life Technologies Ltd. 

RNaseOut - Life Technologies Ltd. 
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Taq πολυµεράση - Gibco BRL/Life Technologies Ltd. 

Τετραµεθυλ-αιθυλενο-διαµίνη (TEMED) - Sigma 

Tris βάση - BDH 

Trizol - Gibco BRL/Life Technologies Ltd. 

Υδροξείδιο του νατρίου - Sigma 

Yδροχλωρικό οξύ - BDH 

Υπερθειικό αµµώνιο - Gibco BRL 

Φαινόλη - Gibco BRL 

Φορµαλδεΰδη - BDH 

Χλωριούχο νάτριο - Sigma 

Χλωριούχο κάλιο 

Χλωριούχο µαγνήσιο 

Χλωροφόρµιο - Fluka 

Φικόλη - Sigma 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

9.1. Ιστολογική διάγνωση-Οµαδοποίηση γυναικολογικών ασθενών 

9.2. Μελέτη της µεταγραφικής ενεργοποίησης ογκογονιδίων ras σε ασθενείς µε φυσιολογικό τράχηλο, µε 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

9.3. Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων ras σε ασθενείς µε φυσιολογικό τράχηλο, 

µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

9.4. Ανίχνευση και τυποποίηση του ιού HPV σε ασθενείς µε φυσιολογικό τράχηλο, µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 

και µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

9.5. Μελέτη της σχέσης της παρουσίας υψηλού κινδύνου HPV 16/18 και της µεταγραφικής ενεργοποίησης των 

ογκογονιδίων ras 

9.6. Μελέτη της σχέσης της παρουσίας πολλαπλής HPV λοίµωξης και της µεταγραφικής ενεργοποίησης των 

ογκογονιδίων ras 

9.7. Μελέτη της σχέσης της παρουσίας HPV 16 ή 18 και της µεταγραφικής ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras 

9.8. Ιστολογική διάγνωση-Οµαδοποίηση παιδιατρικών ασθενών 

9.9. Ανίχνευση του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία 

των αδενοειδών ή/και των αµυγδαλοειδών  εκβλαστήσεων 

9.10. Τυποποίηση του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά 

9.11. Συσχέτιση της παρουσιάς του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά µε την 

ηλικία τους 

 

9.1. Ιστολογική διάγνωση-Οµαδοποίηση γυναικολογικών ασθενών 

Στα πλαίσια της συνεργασίας του Εργαστηρίου Ιολογίας µε τη Γυναικολογική 

Κλινική του Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου Ηρακλείου (ΠΑ.Γ.Ν.Η) συλλέχτηκε 

βιοψιακό υλικό από τον τράχηλο της µήτρας, το ενδοµήτριο και τις ωοθήκες από 112 

γυναίκες, στις οποίες διενεργήθηκε ολική υστερεκτοµή την περιόδο Ιούλιος 2002 έως 

∆εκέµβριος 2004. Στη µελέτη µας συµπεριλήφθησαν οι γυναίκες εκείνες από τις οποίες 

λήφθηκε τραχηλικός ιστός, ενώ εξαιρέθηκαν οι γυναίκες µε καρκίνο του ενδοµητρίου.  

Μελετήθηκαν συνολικά 56 γυναίκες, οι οποίες µε βάση την ιστολογική διάγνωση τα- 
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Πίνακας 9.1. Ταξινόµηση γυναικολογικών ασθενών µε βάση την ιστολογική τους διάγνωση. 
Οµάδα ασθενών Αριθµός ασθενών 

µε φυσιολογικό τράχηλο 24 

µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία 

  CIN 1  

  CIN 2 

  CIN 3 

18 

6 

5 

7 

µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

  αδενοκαρκίνωµα 

  ακανθοκυτταρικό 

14 

1 

13 

 

ξινοµήθηκαν σε 3 όµαδες ασθενών: α. στην οµάδα των γυναικών µε φυσιολογικό τράχηλο 

(Ν=24), β. στην οµάδα των γυναικών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN (Ν=18) και γ. στην 

οµάδα των γυναικών µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας (Ν=14) (Πίνακας 9.1). Στον 

Πίνακα 9.2 παρουσιάζεται η ηλικιακή κατανοµή των ασθενών σε κάθε οµάδα. Η µέση 

ηλικία των ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN 

και φυσιολογικό τράχηλο ήταν 58 (Τυπική απόκλιση 16 έτη), 49 (Τυπική απόκλιση 14,2 έτη) 

και 54 έτη (Τυπική απόκλιση 12,4 έτη) αντίστοιχα. ∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές στην ηλικία των ασθενών ανάµεσα στις 3 οµάδες (Mann-Whitney 

Τest). 

 

Πίνακας 9.2. Ηλικιακή κατανοµή των τριών οµάδων ασθενών (µε φυσιολογικό τράχηλο, µε 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας) που συµµετείχαν στη µελέτη. 
Οµάδα ασθενών Ηλικιακή οµάδα 

 20-40 έτη 41-60 έτη 61-80 έτη >81 έτη 

 Αριθµός 

ασθενών 

Αριθµός 

ασθενών 

Αριθµός 

ασθενών 

Αριθµός 

ασθενών 

µε φυσιολογικό τράχηλο (Ν=24) 4 16 4 - 

µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (Ν=18) 7 7 

 

4 - 

µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας (Ν=14) 3 6 

 

4 1 
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9.2. Μελέτη της µεταγραφικής ενεργοποίησης ογκογονιδίων ras σε ασθενείς µε 

φυσιολογικό τράχηλο, µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και µε καρκίνο τραχήλου της 

µήτρας. 

Τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων Κ-, Η- και Ν-ras προσδιορίστηκαν µε την τεχνική 

της Αντίστροφης Αλυσιδωτής Αντίδρασης µε Πολυµεράση (RT-PCR) και εκφράστηκαν ως ο 

λόγος των επιπέδων mRNA ras προς τα επίπεδα έκφρασης της β-actin (γονίδιο αναφοράς).  

Στην Εικόνα 9.1 παρουσιάζεται η έκφραση των ογκογονιδίων Η-, K- και N-ras σε 

αντιπροσωπευτικά δείγµατα ασθενών µε φυσιολογικό τράχηλο, µε ενδοεπιθηλιακή 

νεοπλασία και µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας. Στο σύνολο των δειγµάτων τα επίπεδα 

έκφρασης του Η-ras κυµάνθηκαν από <0,0001 έως 9,98 (Μέση Τιµή: 1,26, Τυπική 

Απόκλιση: 6,67), του Κ-ras από <0,0001 έως 1,25 (Μέση Τιµή: 0,32, Τυπική Απόκλιση: 

10,8) και του H-ras από <0,0001 έως 12.08 (Μέση Τιµή: 1,54, Τυπική Απόκλιση: 5,92).  

Στον Πίνακα 9.3 παρουσιάζονται οι µέσες τιµές των επιπέδων έκφρασης mRNA των 

ογκογονιδίων Η- , K- και N-ras ξεχωριστά σε κάθε οµάδα ασθενών. Η στατιστική ανάλυση 

ανέδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές στην έκφραση έκφραση των ογκογονιδίων H-ras 

και N-ras ανάµεσα στις 3 οµάδες ασθενών της µελέτης (Kruskall-Wallis Τest, p=0,00015 και 

p=0,008 αντίστοιχα), ενώ τα επίπεδα έκφρασης του ογκογονιδίου Κ-ras δεν παρουσίασαν 

διαφορές (Kruskall-Wallis Τest, p=0,103). Η ανάλυση ανά ζεύγη µε τη βοήθεια του Mann-

Whitney Test ανέδειξε πως η έκφραση των ογκογονιδίων H-ras και N-ras είναι στατιστικά 

σηµαντικά αυξηµένη στην οµάδα ασθενών µε καρκίνο τραχήλου µήτρας σε σχέση την οµάδα 

ασθενών µε CIN (Mann- Witney Test p=0,004 και p=0,007 αντίστοιχα) και µε την οµάδα 

ασθενών µε φυσιολογικό τράχηλο της µήτρας (Mann-Witney Test p=0,001 και p=0,003 

αντίστοιχα). 
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Εικόνα 9.1. Αντιπροσωπευτικά παραδείγµατα έκφρασης των ογκογονιδίων Η-, K- και N-ras σε 

δείγµατα ασθενών µε φυσιολογικό τράχηλο, µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και µε καρκίνο τραχήλου 

της µήτρας. ∆είγµατα 1,2 καρκίνος τραχήλου της µήτρας, ∆είγµατα 3,4,5 ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία, 

∆είγµατα 6,7 φυσιολογικός τράχηλος. Tα ραβδογράµατα αντιστοιχούν στον λόγο των επιπέδων 

mRNA κάθε ras προς τα επίπεδα έκφρασης mRNA της β-actin σε κάθε δείγµα τραχήλου της µήτρας. 
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Πινακας 9.3. Έκφραση mRNA των ογκογονιδίων Η-ras, K-ras και N-ras εκφραζόµενη ως ο λόγος 

των επιπέδων mRNA ras προς τα επίπεδα έκφρασης β-actin σε κάθε οµάδα ασθενών. 

Έκφραση mRNA Οµάδα ασθενών 

 µε φυσιολογικό τράχηλο 

(Ν=24) 

µε ενδοεπιθηλιακή 

νεοπλασία (Ν=18) 

µε καρκίνο τραχήλου της 

µήτρας (Ν=14) 

p value 

 Μέση τιµή (Τ.Α.) Μέση Τιµή (Τ.Α.) Μέση Τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 0,63(2,44) 0,71(11,0) 5,89(2,57) 0,00015 

Κ-ras 0,24(4,91) 0,16(18,5) 

 

0,22(16,9) 

 

M.Σ. 

N-ras 1,04(1,01) 0,89(9,9) 4,98(2,02) 0,008 

 

Kruskall-Wallis Test, Μ.Σ.=στατιστικά µη σηµαντικό (p>0,05), Τ.Α.= Τυπική Απόκλιση. 

 

∆εν παρατηρήθηκαν αντίστοιχες διαφορές στην έκφραση του ογκογονιδίου Κ-ras 

στην οµάδα ασθενών µε καρκίνο τραχήλου µήτρας σε σχέση την οµάδα ασθενών µε CIN 

(Mann-Witney Test p=0,201) και µε την οµάδα ασθενών µε φυσιολογικό τράχηλο της 

µήτρας (Mann-Witney Test p=0,341). 

Στην οµάδα ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία τα επίπεδα έκφρασης των 

ογκογονιδίων Η- και Ν-ras ήταν υψηλότερα (1,01, Τυπική Απόκλιση 8,6) στους ασθενείς µε 

CIN 2 ή CIN 3 σε σχέση µε εκείνους µε CIN 1 (0,61, Τυπική Απόκλιση 9,4), ωστόσο δεν 

παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική συσχέτιση (Mann-Whitney Test, p=0,239). Στην οµάδα 

ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης των 

ογκογονιδίων Η- και Ν-ras παρατηρήθηκαν σε ασθενείς Σταδίου IA and IB κατά FIGO. ∆εν 

προέκυψαν στατιστικά σηµαντικές σχέσεις µεταξύ των επιπέδων mRNA των ογκογονιδίων 

H-, K- και N-ras και της ηλικίας των ασθενών (Kruskall-Wallis Τest, p=0,456, p=0,721 και 

p=0,189 αντίστοιχα).  

Ο µικρός αριθµός των δειγµάτων σε κάθε οµάδα ασθενών δεν επέτρεψε στατιστικά 

τη µελέτη της έκφρασης των ογκογονιδίων ras µε τίς υπόλοιπες γνωστές 
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παθολογοανατοµικές και κλινικές παραµέτρους (ιστολογικός τύπος, συνήθεια καπνίσµατος, 

οικογενειακό ιστορικό, αριθµός τοκετών, καταγωγή, διαµονή και οικογενειακή κατάσταση). 

Η συν-έκφραση των γονιδίων H-, K- και N-ras στο σύνολο των δειγµάτων 

µελετήθηκε στατιστικά µε τη χρήση της µεθόδου Kendall’s tau (Kendall’s coefficient of rank 

correlation). Η έκφραση του Η-ras συσχετίστηκε θετικά (Kendall’s tau, p=0,001) µε την 

έκφραση του Ν-ras, ενώ δεν παρατηρήθηκε συσχέτιση στην έκφραση µεταξύ των γονιδίων 

N-ras και Κ-ras (Kendall’s tau, p=0,671) καθώς και µεταξύ των H-ras και K-ras (Kendall’s 

tau, p=0,815).  

Στη Εικόνα 9.2 παρουσιάζεται διαγραµµατικά η συν-έκφραση των Η- και Ν-ras 

στους ασθενείς της µελέτης, όπου φαίνεται πώς η συσχέτιση αυτή αφορά τόσο τα καρκινικά 

δείγµατα, όσο και τα δείγµατα µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN. 

 

 

 

Εικόνα 9.2. Συσχέτιση επιπέδων έκφρασης ογκογονιδίων Η- και Ν-ras στον τράχηλο της µήτρας. Οι 

άξονες του διαγράµµατος εκφράζουν τις µεταβλητές τιµές της έκφρασης κάθε γονιδίου σε 

λογαριθµική µορφή. О: φυσιολογικός τράχηλος, ∆: ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN, ٱ: καρκίνος 

τραχήλου της µήτρας 
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9.3. Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των ογκογονιδίων ras 

σε ασθενείς µε φυσιολογικό τράχηλο, µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και µε καρκίνο 

τραχήλου της µήτρας. 

Στην παρούσα µελέτη εκτιµήθηκε η παρουσία µεταλλαγών στο κωδικόνιο 12 των 

ογκογονιδιών ras σε όλα τα δείγµατα από κάθε οµάδα ασθενών µε τη βοήθεια της τεχνικής 

της PCR και της ανάλυσης πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP) µε 

τη χρήση των περιοριστικών ενδονουκλεασών BstN I και Msp I (Εικόνα 9.3, 9.4 και 9.5). 

Μεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του ογκογονιδίου K-ras ανευρέθησαν σε ποσοστό 

21,4% (3/14) στην οµάδα ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου τις µήτρας και σε ποσοστό 

11,1% (2/18) στην οµάδα ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN. Σε µια ασθενή µε 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας ανιχνεύτηκε µετάλλαξη στο κωδικόνιο του ογκογονιδίου 

H-ras (ποσοστό 7,1%), ενώ δεν ανιχνεύτηκαν µεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του 

ογκογονιδίου Ν-ras. Στην οµάδα ασθενών µε φυσιολογικό τράχηλο δεν ανιχνεύτηκαν 

µεταλλάξεις σε κανένα ογκογονίδιο ras. 

 
 
          L          1           2           3           4           5           6 

 
 

Εικόνα 9.3. Ανίχνευση µεταλλάξεων του ογκογονιδίου Κ-ras µε τη µέθοδο PCR-RFLP σε πήκτωµα 

αγαρόζης. Οι ηλεκτροφορητικές στήλες 2, 4 και 5 αντιστοιχούν σε µεταλλαγµένα δείγµατα, ενώ οι 

στήλες 3 και 6 σε φυσιολογικό γονίδιο. Η στήλη 1 περιέχει άπεπτο PCR προϊόν και η στήλη L δείκτη 

(ladder) µοριακών βαρών 100, 200 και 300bp.  



 196

 

        1          2           3           4             5           6           L 

 
Εικόνα 9.4. Ανίχνευση µεταλλάξεων του ογκογονιδίου H-ras µε τη µέθοδο PCR-RFLP σε πήκτωµα 

αγαρόζης. Οι ηλεκτροφορητικές στήλες 2, 3 και 4 αντιστοιχούν σε δείγµατα µε φυσιολογικό γονίδιο, 

ενώ η στήλη 6 αντιστοιχεί σε µεταλλαγµένο δείγµα. Η στήλη 1 περιέχει άπεπτο PCR προϊόν και η 

στήλη L δείκτη (ladder) µοριακών βαρών 100, 200 και 300bp. 

 

          1           2          3           4            5           6           L 

 

Εικόνα 9.5. Ανίχνευση µεταλλάξεων του ογκογονιδίου Ν-ras µε τη µέθοδο PCR-RFLP σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου. Οι ηλεκτροφορητικές στήλες 2, 3, 4 και 5 αντιστοιχούν σε δείγµατα µε 

φυσιολογικό γονίδιο. Στη στήλη 6 έχει ηλεκτροφορηθεί θετικός µάρτυρας για µετάλλαξη (δείγµα από 

ασθενή µε καρκίνο του προστάτη). Η στήλη 1 περιέχει άπεπτο PCR προϊόν και η στήλη L δείκτη 

(ladder) µοριακού βάρους 100bp. 
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Πίνακας 9.4. Μεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων Η-, K- και N-ras σε κάθε οµάδα ασθενών. 

Οµάδα ασθενών Μετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 

 H-ras K-ras N-ras 

 Αριθµός ασθενών 

(Ποσοστό %) 

Αριθµός ασθενών 

(Ποσοστό %) 

Αριθµός ασθενών 

(Ποσοστό %) 

µε φυσιολογικό τράχηλο (Ν=24) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 

µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (Ν=18) 0(0%) 2 (11,1%) 0(0%) 

 

µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας (Ν=14) 1(7,1%) 3(21,4%) 0(0%) 

    

 

Στον Πίνακα 9.4 παρουσιάζονται οι συχνότητες ανεύρεσης µεταλλάξεων για κάθε 

ογκογονίδιο σε κάθε οµάδα ασθενών. Οπως φαίνεται στον Πίνακα 9.5, στα δείγµατα του 

τραχήλου της µήτρας όπου ανιχνεύτηκαν σηµειακές µεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του γονι- 

 

Πίνακας 9.5. Έκφραση mRNA ογκογονιδίων ras σε δείγµατα θετικά (+) και αρνητικά (-) για τη 

µετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 του K-ras ασθενών µε νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας. 
Α. Οµάδα ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (N=18) 

Έκφραση mRNA K-ras κωδικόνιο 12 (+) 

N=2 

Κ-ras κωδικόνιο 12 (+ 

Ν=16 

p-value 

 

 Μέση Τιµή (Τ.Α.) Μέση Τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 0.698(0,599) 

 

0.789(0,804) Μ.Σ. 

K-ras 0.704(0,109) 

 

0.876(1,478) Μ.Σ. 

N-ras 3.624(3,567) 3.098(1,349) Μ.Σ. 

 

B. Οµάδα ασθενών µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας (Ν=14)  

Έκφραση mRNA K-ras κωδικόνιο 12 (+) 

N=3 

K-ras κωδικόνιο 12 (+) 

N=11 

p-value 

 Μέση Τιµή (Τ.Α.) Μέση Τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 8.987(3,986) 

 

10.456(7,009) Μ.Σ. 

K-ras 1.345(1,897) 

 

0.987(0,674) Μ.Σ. 

N-ras 7.009(3,678) 7.899(3,007) Μ.Σ. 

 

Mann-Whitney Test, Μ.Σ. = στατιστικά µη σηµαντικό (p>0,05), Τ.Α. = Τυπική Απόκλιση. 
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δίου Κ-ras η έκφραση των ογκογονιδίων ras δεν παρουσίασε στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές σε σχέση µε τα δείγµατα µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN ή καρκίνο του 

τραχήλου που ήταν αρνητικά για µεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Κ-ras (Mann-

Whitney Τest, p>0,05). Αντίστοιχη σύγκριση δεν πραγµατοποιήθηκε όσον αφορά την 

παρουσία µεταλλάξεων στα oγκογονίδια H-ras και N-ras λόγω του χαµηλού αριθµού στη µια 

περίπτωση και της απουσίας στην άλλη περίπτωση δειγµάτων θετικών για τα γονίδια αυτά. 

 

9.4. Ανίχνευση και τυποποίηση του ιού HPV σε ασθενείς µε φυσιολογικό 

τράχηλο, µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία και µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

Στα πλαίσια της µελέτης εξετάστηκε η παρουσία του ιού HPV στο σύνολο των 

δειγµάτων µε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR), όπου 

χρησιµοποιήθηκαν οι «γενικοί» εκκινητές GP5 και GP6 (Εικόνα 9.7). Η τυποποίηση του ιού 

HPV στα θετικά για τον ιό HPV δείγµατα πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση ειδικών εκκινητών 

κατά την αντίδραση της PCR ξεχωριστά για κάθε τύπο ιό (Εικόνα 9.8). 

 

                1      2       3        4       5      6       7       L 

 
Εικόνα 9.7. Ανίχνευση του ιού HPV µε τη µέθοδο της PCR. Οι ηλεκτροφορητικές στήλες 2, 5 και 7 

αντιστοιχούν σε δείγµατα αρνητικά για τον ιό HPV, ενώ οι ηλεκροφορητικές στήλες 3 και 4 

αντιστοιχούν σε δείγµατα που εµφανίζουν τον ιό HPV. Η στήλη L αντιστοιχεί σε δείκτη (ladder) 

µοριακών βαρών 100, 200 και 300bp. Η στήλη 1 αντιστοιχεί σε αρνητικό control για τον έλεγχο της 

αντίδρασης PCR. 
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L         1          2         3         4         5          6         7 
 

 

Εικόνα 9.8. Τυποποίηση του ιού HPV µε τη χρήση ειδικών εκκινητών κατά την αντίδραση της PCR. 

Οι ηλεκτροφορητικές στήλες 1, 2 και 5 αντιστοιχούν σε δείγµατα θετικά για τον ιό HPV 16, η στήλη 

3 αντιστοιχεί σε δείγµα θετικό για τον ιό HPV 11, η στήλη 4 αντιστοιχεί σε δείγµα θετικό για τον ιό 

HPV 33 και η στήλη 6 για δείγµα θετικό για τον ιό HPV 18. Η στήλη 7 αντιστοιχεί σε δείγµα θετικό 

για τον ιό ΗPV (PCR προϊόν µε τη χρήση των γενικών εκκινητών). Η στήλη L αντιστοιχεί σε δείκτη 

(ladder) µοριακών βαρών 100bp. 

 

Από τις 56 ασθενείς που µελετήθηκαν ο ιός HPV ανιχνεύτηκε σε 5 γυναίκες µε 

φυσιολογικό ιστολογικά τράχηλο, σε 14 γυναίκες µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία CIN και σε 

12 γυναίκες µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας (Πίνακας 9.6). Με βάση την τυποπoίηση 

του ιού χρησιµοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές, ο ιός HPV 16 ανιχνεύτηκε σε 15 γυναίκες, 

6 µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, 7 µε CIN και 2 µε φυσιολογικό τράχηλο, ενώ ο ιός 

HPV 18 ανιχνεύτηκε σε 12 γυναίκες, 6 µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και 6 µε CIN 

(Πίνακας 9.7)  

 
Πίνακας 9.6. Ανίχνευση ιού HPV σε κάθε οµάδα ασθενών. 
Οµάδα ασθενών Ανίχνευση ιού HPV 

 ΗPV(+) HPV (-) 

 Αριθµός ασθενών (Ποσοστό%) Αριθµός ασθενών (Ποσοστό%) 

µε φυσιολογικό τράχηλο (Ν=24) 5(20,8%) 19(79,2%) 

µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (Ν=18) 14(77,8%) 4(22,2%) 

 

µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας (Ν=14) 12(85,7%) 2(14,3%) 
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Πίνακας 9.7. Τυποποίηση ιών HPV στα HPV-θεικά δείγµατα τραχήλου της µήτρας της µελέτης. 
Κωδικός ασθενή Ιστολογική ∆ιάγνωση HPV 16 HPV18 HPV 33 HPV 11 

G2 καρκίνος  +   

G6 CIN  +   

G9 φυσιολογικός τράχηλος   +  

G10 φυσιολογικός τράχηλος    + 

G14 καρκίνος +    

G15 καρκίνος +    

G16 CIN +    

G19 καρκίνος + +   

G20 καρκίνος  +  + 

G21 καρκίνος +    

G22 καρκίνος  +   

G24 καρκίνος + +   

G25 CIN     

G27 CIN    + 

G28 CIN +    

G29 CIN +   + 

G30 CIN + +   

G33 φυσιολογικός τράχηλος +    

G34 CIN     

G35 CIN    + 

G36 φυσιολογικός τράχηλος +    

G38 CIN  +   

G39 CIN +    

G41 CIN  +   

G44 καρκίνος  +   

G45 καρκίνος +    

G47 CIN + +   

G51 καρκίνος     

G52 CIN + +   

G54 καρκίνος     

G55 φυσιολογικός τράχηλος   +  

CIN: ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας 

 

Σε 2 γυναίκες ανιχνεύτηκε ο ιός HPV33 και σε 5 ο ιός HPV 11, ενώ 4 δείγµατα 

παρέµειναν αταυτοποίητα. Στον Πίνακα 9.8 παρουσιάζονται οι συχνότητες ανεύρεσης των 

ΗPV τύπων που µελετήθηκαν στις HPV θετικές ασθενείς της µελέτης ανα οµάδα ασθενών. 

Από τις 31 HPV θετικές ασθενείς της µελέτης, σε 7 ανιχνεύτηκαν περισσότεροι του ενός 

τύποι HPV (πολλαπλή λοίµωξη). Συν-λοίµωξη µε τους ιούς HPV 16 και 18 ανιχνεύτηκε σε 2 
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ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, µε τους ιούς HPV 18 και 11 σε µια ασθενή µε 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και µε τους ιούς HPV 16 και 11 σε µια ασθενή µε CIN. 

 

9.5. Συσχέτιση της παρουσίας υψηλού κινδύνου HPV 16/18 και της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras 

Η συσχέτιση της έκφρασης mRNA των ογκογονιδίων Η-, Κ- και Ν-ras µε την 

παρουσία των ιών υψηλού κινδύνου HPV 16/18 ή άλλων ιών HPV παρουσιάζεται στον 

Πίνακα 9.9. Στην οµάδα των ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, η µέση 

έκφραση mRNA των ογκογονιδίων Η-, Κ- και Ν-ras ήταν υψηλότερη στις HPV 16/18 

θετικές ασθενείς σε σχέση µε εκείνες που ήταν θετικές σε άλλους ιούς HPV (Mann-Whitney 

Τest, p=0,003, p=0,004 και p=0,0001, αντίστοιχα). ∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές (Mann-Whitney Τest, p>0,05) σε σχέση µε την παρουσία των ιών HPV 

16/18 στην οµάδα HPV-θετικών ασθενών µε CIN ή φυσιολογικό τράχηλο. 

 

9.6. Συσχέτιση της παρουσίας πολλαπλής HPV λοίµωξης και της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras 

Στον Πίνακα 9.10 παρουσιάζεται η έκφραση mRNA των ογκογονιδίων Η-, K- και N-

ras σε σχέση την παρουσία πολλαπλής ή µονήρους λοίµωξης µε τον ιό HPV. Στην οµάδα 

των ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, η µέση έκφραση mRNA των 

ογκογονιδίων Η-, Κ- και Ν-ras ήταν υψηλότερη σε ασθενείς µε πολλαπλή HPV λοίµωξη σε 

σχέση µε εκείνες µε µονήρη HPV λοίµωξη (Mann-Whitney Τest, p=0,004, p=0,01 και 

p=0,009, αντίστοιχα). Στην οµάδα των ασθενών µε CIN ή φυσιολογικό τράχηλο δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε σχέση (Mann-Whitney Τest, p>0.05) µε 

την παρουσία πολλαπλής ή µονήρους HPV λοίµωξης. Τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης 

παρατηρήθηκαν σε ασθενείς µε πολλαπλή HPV λοίµωξη 16 και 18. 
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Πίνακας 9.8. Tυποποίηση ιού HPV σε κάθε οµάδα HPV (+) ασθενών. 

Οµάδα ασθενών Τυποποίηση ιού HPV 

 ΗPV16(+) HPV 18(+) HPV16/18(-) 

 
Αριθµός ασθενών 

(Ποσοστό%) 

Αριθµός ασθενών 

(Ποσοστό%) 

Αριθµός ασθενών 

(Ποσοστό%) 

µε φυσιολογικό τράχηλο (Ν=5) 2(40%) 0(0%) 3(60%) 

µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (Ν=14) 7(50%) 6(42,9%) 1(7,1%) 

 
µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας (Ν=12) 6(50%) 6(50%) 2(16,7%) 

 

 

 

Πίνακας 9.9. Έκφραση mRNA ογκογονιδίων ras σε HPV 16/18 θετικά και HPV 16/18 αρνητικά 

δείγµατα HPV-θετικών ασθενών µε νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας. 
A. Οµάδα ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του ή φυσιολογικό τράχηλο 

Έκφραση mRNA HPV(+)/HPV 16/18 (+) 

N=11 

HPV (+)/HPV 16/18 (-) 

N=7 

p-value 

 

 Μέση τιµή (Τ.Α.) Μέση τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 0,645(0,297) 

 

0,596(0,195) Μ.Σ. 

K-ras 0,683(0,359) 

 

0,519(0,352) Μ.Σ. 

N-ras 1,294(1,579) 0,973(1,478) Μ.Σ. 

 

B. Οµάδα ασθενών µε  καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

Έκφραση mRNA HPV(+)/HPV 16/18 (+) 

N=10 

HPV (+)/HPV 16/18 (-) 

N=2 

p-value 

 Μέση τιµή (Τ.Α.) Μέση τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 9,290(4,383) 

 

0,655(0,926) 0,003 

K-ras 1,066(1,161) 

 

0,357(0,208) 0,004 

N-ras 7,780(3,749) 1,695(1,945) 0,0001 

 

Mann-Whitney Test, Μ.Σ. = στατιστικά µη σηµαντικό (p>0,05), Τ.Α. = Τυπική Απόκλιση. 
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Πίνακας 9.10. Έκφραση mRNA ογκογονιδίων ras σε δείγµατα ασθενών µε νεοπλασία του τραχήλου 

της µήτρας µε πολλαπλή και µονήρη λοίµωξη µε τον ιό HPV. 
A. Οµάδα ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία ή φυσιολογικό τράχηλο 

Έκφραση mRNA 

 

Πολλαπλή λοίµωξη HPV (+) 

N=4 

Μονήρης λοίµωξη HPV (+) 

N=15 

p-value 

 

 Μέση τιµή (Τ.Α.) Μέση τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 4,532(4,282) 

 

3,106(2,189) Μ.Σ. 

K-ras 1,602(1,099) 

 

0,723(0,650) Μ.Σ. 

N-ras 4,002(2,519) 3,133(4,008) Μ.Σ. 

 

B. Οµάδα ασθενών µε  καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

Έκφραση mRNA 

 

Πολλαπλή λοίµωξη HPV (+) 

N=3 

Μονήρης λοίµωξη HPV(+) 

N=9 

p-value 

 Μέση τιµή (Τ.Α.) Μέση τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 12,965(3,138) 

 

7,001(4,171) 0,004 

K-ras 0,687(0,491) 

 

1,080(1,217) 0,01 

N-ras 9,390(2,199) 5,994(3,781) 0,009 

 

Mann-Whitney Test, Μ.Σ. = στατιστικά µη σηµαντικό (p>0,05), Τ.Α. = Τυπική Απόκλιση. 

 

9.7. Μελέτη της σχέσης της παρουσίας HPV 16 ή 18 και της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras. 

Στον Πίνακα 9.11 παρουσιάζεται η έκφραση mRNA των ογκογονιδίων Η-, K- και N-

ras σε σχέση την παρουσία του ιού HPV 16 ή 18. Τόσο στην οµάδα ασθενών µε καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας όσο και µε CIN ή φυσιολογικό τράχηλο, δεν παρατηρήθηκαν 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές (Mann-Whitney Τest, p>0.05) σε σχέση µε την παρουσία 

ΗPV 16 ή HPV 18.  

 

9.8. Ιστολογική διάγνωση-Οµαδοποίηση παιδιατρικών ασθενών 

Στα πλαίσια της συνεργασίας του Εργαστηρίου Ιολογίας της Ιατρικής Σχολής του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης µε το Παθολογοανατοµικό Εργαστήριο του Νοσοκοµείου Παίδων 
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Πίνακας 9.11. Έκφραση mRNA ογκογονιδίων ras σε HPV-16 και HPV-18 θετικά δείγµατα ασθενών 

µε νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας. 

Α. Oµάδα ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του ή φυσιολογικό τράχηλο 

Έκφραση mRNA HPV 16 (+) 

N=6 

HPV 18 (+) 

N=3 

p-value 

 

 Μέση τιµή (Τ.Α.) Μέση τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 0,604(0,581) 

 

0,891(0,782) Μ.Σ. 

K-ras 0,504(0,135) 

 

1,023(1,598) Μ.Σ. 

N-ras 4,624(2,523) 5,192(0,242) Μ.Σ. 

 

B. Οµάδα ασθενών µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας 

Έκφραση mRNA HPV 16 (+) 

N=4 

HPV18 (+) 

N=4 

p-value 

 Μέση τιµή (Τ.Α.) Μέση τιµή (Τ.Α.)  

H-ras 7,395(3,406) 

 

10,202(8,455) Μ.Σ. 

K-ras 1,414(1,589) 

 

0,764(0,451) Μ.Σ. 

N-ras 6,948(3,969) 7,466(3,936) Μ.Σ. 

 

Mann-Whitney Test, Μ.Σ. = στατιστικά µη σηµαντικό (p>0,05), Τ.Α. = Τυπική Απόκλιση. 
 

‘Π.&Α. Κυριακού’ στην Αθήνα, µελετήθηκαν 64 δείγµατα αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων 

και 42 δείγµατα αδενοειδών εκβλαστήσεων από 102 συνολικά παιδιά, 57 κορίτσια και 45 

αγόρια (Πίνακας 9.12 και Πίνακας 9.13). 

Σε 4 παιδιά, 2 αγόρια και 2 κορίτσια έγινε συλλογή δειγµάτων και αδενοειδών και 

αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων. Τα παιδιά αυτά νοσηλεύτηκαν στο Γενικό Νοσοκοµείο 

Πάιδων ‘Αγλαία Κυριακού’ την περίοδο 1995 έως 2000 λόγω καλοήθους υπερπλασίας των 

αµυγδαλοειδών ή/και των αδενοειδών τους εκβλαστήσεων και διενεργήθηκε χειρουργική 

εξαίρεσή τους. Η µέση ηλικία των ασθενών της µελέτης ήταν 7,5 (Τυπική Απόκλιση 3,6) έτη 

µε ηλικιακό ευρος από 2 έως 14 έτη. Σε όλα τα δείγµατα τέθηκε η διάγνωση της καλοήθους 

υπερπλασίας των αµυγδαλοειδών ή/και των αδενοειδών εκβλαστήσεων στο 

Παθολογοανατοµικό Εργαστήριο του Γενικού Νοσοκοµείου Πάιδων ‘Αγλαία Κυριακού’. 
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Πινακας 9.12. Χαρακτηριστικά παιδιών µε καλοήθη υπερπλασία των αµυγδαλοειδών τους 

εκβλαστήσεων, τα οποια συµπεριλήφθησαν στη µελέτη. 
Παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία των αµυγδαλοειδών  N=64 

Οµαδοποίηση ασθενών Αριθµός ασθενών( Ποσοστό %) 

Φύλο   

 αγόρια 28(43,8) 

 κορίτσια 36(56,2) 

Ηλικιακή οµάδα   

 προσχολικής ηλικίας 35(54,7) 

 σχολικής ηλικίας 29(45,3) 

Καταγωγή/Εθνικότητα   

 ελληνική 51(79,7) 

 άλλη 13(20,3) 

Τόπος κατοικίας   

 αστικός 49(76,6) 

 αγροτικός 15(23,4) 

   

Ηλικία σε έτη   

 Μέση Τιµή (Τ.Α.) 7,1(3,2) 

 Ηλικιακό Εύρος 2-14 

Τ.Α.: Τυπική Αποκλίση. 
 

Πινακας 9.13. Χαρακτηριστικά παιδιών µε καλοήθη υπερπλασία των αδενοειδών τους 

εκβλαστήσεων, τα οποια συµπεριλήφθησαν στη µελέτη. 
Παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία των αδενοειδών N=42 

Οµαδοποίση ασθενών  Αριθµός ασθενών (Ποσοστό %) 

Φύλο   

 αγόρια 19(45,2) 

 κορίτσια 23(54,8) 

Ηλικιακή οµάδα   

 προσχολικής ηλικίας 18(42,9) 

 σχολικής ηλικίας 24(57,1) 

Καταγωγή/Εθνικότητα   

 ελληνική 32(76,2) 

 άλλη 10(23,8) 

Τόπος κατοικίας   

 αστικός 26(61,9) 

 αγροτικός 16(38,1) 

   

Ηλικία σε έτη   

 Μέση Τιµή (Τ.Α.) 8,1(4,0) 

 Ηλικιακό Εύρος 2-14 

Τ.Α.: Τυπική Απόκλιση 
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Σε κανένα δείγµα δεν υπήρχαν στοιχεία κακοήθειας, ούτε στοιχεία ενδεικτικά 

λοίµωξης µε τον ιό HPV (παρουσία κοιλιοκυττάρων, δυσκερατωτικών κυττάρων ή 

παρακεράτωσης). Η µέση ηλικία των παιδιών µε αδενοειδή υπερπλασία ήταν µεγαλύτερη σε 

σχέση µε την ηλικία των παιδιών µε καλοήθη υπερπλασία των αµυγδαλοειδών 

εκβλαστήσεων, ωστόσο η σχέση αυτή δεν ήταν στατιστικώς σηµαντική (T-test, p=0,101). 

Κανένα παιδί δεν είχε θηλώµατα στην στοµατική του κοιλότητα, ενώ σε κανένα δεν τέθηκε 

κλινική υποψία σεξουλικής κακοποίησης.  

 

9.9. Ανίχνευση του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε 

παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία των αδενοειδών ή/και των αµυγδαλοειδών  

εκβλαστήσεων.  

Στον Πίνακα 9.14 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της ανίχνευσης του ιού HPV 

στα παιδιατρικά δείγµατα της µελέτης. Ο ιός HPV ανιχνεύτηκε σε 6 (9,4%) από τα 64 

δείγµατα αµυγδαλοειδών και σε 3 (7,1%) από τα 42 δείγµατα αδενοειδών εκβλαστήσεων που 

µελετήθηκαν. Από τα τέσσερα παιδιά, όπου µελετήθηκαν και οι αδενοειδείς και οι 

αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις, θετικό στον ιό HPV ήταν ένα παιδί, στο οποίο θετικό ήταν 

µόνο δείγµα της αµυγδαλοειδούς εκβλάστησης. 

 

Πίνακας 9.14. Ανίχνευση του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά µε 

καλοήθη υπερπλασία των αδενοειδών ή/και των αµυγδαλοειδών τους εκβλαστήσεων. 
Οµάδα ασθενών Ανίχνευση του ιού HPV 

 ΗPV(+) HPV(-) 

 Αριθµός δειγµάτων (Ποσοστό%) Αριθµός δειγµάτων (Ποσοστό%) 

Παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία 

των αµυγδαλοειδών (Ν=64) 

6(9,4) 58 (90,6) 

Παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία 

των αδενοειδών (Ν=42) 

3(7,1) 39(92,9) 

   

Σύνολο (Ν=106) 9(8,5) 97(91,5) 
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9.10. Τυποποίηση του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε 

παιδιά. 

Στους Πίνακες 9.15 και 9.16 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της τυποποίησης των 

ιών HPV στις αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις των παιδιών της µελέτης.  

 

Πίνακας 9.15. Τυποποίηση ιών HPV στα HPV-θεικά δείγµατα των αδενοειδών και αµυγδαλοειδών 

εκβλαστήσεων της µελέτης. 
Κωδικός Ασθενή Ιστολογική ∆ιάγνωση HPV 16 HPV18 HPV 33 HPV 11 

P4 Υπερπλασία αδενοειδών +    

P8 Υπερπλασία αµυγδαλών     + 

P25 Υπερπλασία αµυγδαλών +    

P29 Υπερπλασία αµυγδαλών +    

P43 Υπερπλασία αδενοειδών     

P48 Υπερπλασία αδενοειδών +    

P76 Υπερπλασία αµυγδαλών +    

P92 Υπερπλασία αµυγδαλών    + 

P95 Υπερπλασία αµυγδαλών +    

 

Πίνακας 9.16. Τυποποίηση του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά 

ανα οµάδα δειγµάτων. 
Οµάδα ασθενών Ανίχνευση και τυποποίση ιού HPV 

 HPV (+) HPV 16 HPV 18 HPV 11 HPV 33 άλλοι HPV 

 Αριθµός 

δειγµάτων 

(%) 

Αριθµός 

δειγµάτων 

(%) 

Αριθµός 

δειγµάτων 

(%) 

Αριθµός 

δειγµάτων 

(%) 

Αριθµός 

δειγµάτων 

(%) 

Αριθµός 

δειγµάτων 

(%) 

Παιδιά µε καλοήθη 

υπερπλασία των 

αµυγδαλοειδών (Ν=64) 

      

 6(9,4%) 4(6,3%) 0(0%) 2(3,1%) 0(0%) 0(0%) 

       

Παιδιά µε καλοήθη 

υπερπλασία των 

αδενοειδών (Ν=42) 

      

 3(7,1%) 2(4,8%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(2,4%) 

       

Σύνολο (Ν=106)       

 9(8,5%) 6(5,7%) 0(0%) 2(1,9%) 0(0%) 1(0,9%) 

       

Σε 4 παιδιά συλλέκτηκαν δείγµατα και αµυγδαλοειδών και αδενοειδών εκβλαστήσεων. 
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Η τυποποίηση του ιού HPV στα θετικά για τον ιό HPV δείγµατα πραγµατοποιήθηκε 

µε τη χρήση ειδικών εκκινητών κατά την αντίδραση της PCR ξεχωριστά για κάθε τύπο ιό. Ο 

ιός HPV 16 ανιχνεύτηκε σε 3 κορίτσια και σε 3 αγόρια σε ποσοστό 5,7% των δειγµάτων που 

µελετήθηκαν. Ο ιός HPV 11 ανιχνεύτηκε σε 1 αγόρι και 1 κορίτσι, ενώ δεν ανιχνεύτηκαν σε 

κανένα παιδί οι ιοί HPV 33, 18 και 6. Eνα δείγµα αµυγδαλοειδούς εκβλάστησης από ένα 

HPV-θετικό κορίτσι παρέµεινε ατυποποίητο. Σε κανένα από τα HPV-θετικά δείγµατα της 

µελέτης δεν ανιχνεύτηκαν περισσότεροι του ενός ιοί HPV, υποδεικνύονταν απουσία HPV 

πολλαπλής µόλυνσης στα παιδιά αυτά.  

 

9.11. Συσχέτιση της παρουσιάς του ιού HPV σε αµυγδαλοειδείς και αδενοειδείς 

εκβλαστήσεις σε παιδιά µε την ηλικία τους. 

Στον Πίνακα 9.17 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της στατιστικής συσχέτισης της 

παρουσίας του ιού HPV µε τα κλινικοπαθολοανατοµικά χαρακτηριστκά των παιδιών της 

µελέτης. Για τη σύγκριση των συχνοτήτων ανίχνευσης του ιού HPV ανάλογα µε το φύλο, την 

ηλικιακή οµάδα, την καταγωγή/εθνότητά, τον τόπο της διαµονής τους και την ιστολογία 

χρησιµοποίηθηκε το Pearson χ² Test. Για τη µελέτη της σχέσης της παρουσίας του ιού µε 

βάση την ηλικία των παιδιών χρησιµοποιήθηκε το T-test.  

Η µέση ηλικία των παιδιών µε HPV θετική καλοήθη υπερπλασία των αµυγδαλοειδών 

ή/και των αδενοειδών τους εκβλαστήσεων ήταν 4,1 (Τυπική Απόκλιση 1,8) έτη, ενώ η µέση 

ηλικία των παιδιών µε HPV-αρνητικά δείγµατα ήταν 7,8 (Τυπική Απόκλιση 3,5) έτη (T-test, 

p=0,006). Η συσχέτιση της παρουσίας του ιού HPV και της ηλικίας των παιδιών 

επιβεβαιώθηκε και µέσω της σύγκρισης των αντίστοιχων ποσοστών στα παιδιά της 

προσχολικής και της σχολικής ηλικίας, όπου στα παιδιά της προσχολικής ηλικίας η 

συχνότητα της παρουσίας του ιού HPV ήταν µεγαλύτερη σε σχέση µε αυτή στα παιδιά 

σχολικής ηλικίας (Pearson χ² Τest, p=0,01).  
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Πίνακας 9.17. Ανίχνευση του ιού HPV σύµφωνα το φύλο των παιδιών (αγόρια ή κοριτσια), την 

ηλικιακή οµάδα (προσχολικής ή σχολικής ηλικίας) την καταγωγή/εθνότητά τους (ελληνικη ή άλλη), 

τον τόπο της διαµονής τους (αστικό ή αγροτικό), την ιστολογία του δείγµατος (αµυγδαλοειδής ή 

αδενοειδής εκβλάστηση) καθώς και την ηλικία τους. 
Οµαδοποίση ασθενών   Ανίχνευση του ιού HPV  

   HPV (+) HPV (-) p-value 

  Ν Αριθµός δειγµάτων 

(ποσοστό %) 

Αριθµός δειγµάτων 

(ποσοστό %) 

 

Φύλο      

 αγόρια 59 4(6,8) 55(93,2)  

 κορίτσια 47 5(10,6) 42(89,4) Μ.Σ. 

Ηλικιακή οµάδα      

 προσχολικής 

ηλικίας 

53 8(15,1) 45(84,9)  

 σχολικής ηλικίας 53 1(1,9) 52(98,1) 0,015 

Καταγωγή/Εθνικότητα      

 ελληνική 83 5(6) 78(94)  

 άλλη 23 4(17,4) 19(82,6) Μ.Σ. 

Τόπος κατοικίας      

 αστικός 75 8(10,7) 67(89,3)  

 αγροτικός 31 1(3,2) 30(96,8) Μ.Σ. 

      

Ιστολογία αµυγδαλοειδείς 

εκβλαστήσεις 

64 6(9,4) 58(90,6)  

 αδενοειδείς 

εκβλαστήσεις 

 

42 3(7,1) 39(92,9) Μ.Σ. 

Ηλικία σε έτη      

 Μέση Τιµή (Τ.Α.)  4,1(1,8) 7,8(3,5) 0,006 

 Ηλικιακό Εύρος  2-8 2-14  

      

Pearson χ² Test για τη σύγκριση των συχνοτήτων ανίχνευσης του ιού HPV ανάλογα µε το φύλο, την 

ηλικιακή οµάδα, την καταγωγή/εθνότητά, τον τόπο της διαµονής τους και την ιστολογία, T-test για τη 

σύγκριση της µέσης ηλικίς των παιδιώνµε βάση την παρουσία ή όχι  του ιού HPV, Μ.Σ. = στατιστικά µη 

σηµαντικό (p>0,05), Τ.Α. = Τυπική Απόκλιση. 

 

Παρά το γεγονός πως ο ιός HPV ανιχνεύτηκε σε µεγαλύτερη συχνότητα στις 

αµυγδαλοειδείς σε σχέση µε τις αδενοειδείς εκβλαστήσεις, η συσχέτιση αυτή δεν ήταν 

στατιστικά σηµαντική (Pearson χ² Τest, p=0,687). Καµιά διαφορά δεν παρατηρήθηκε 

ανάµεσα στα HPV-θετικά και στα HPV-αρνητικά δείγµατα σύµφωνα το φύλο των παιδιών 
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(αγόρια ή κορίτσια), την καταγωγή/εθνότητά τους (ελληνικη ή άλλη) και τον τόπο της 

διαµονής τους (αστικό ή αγροτικό) (Pearson χ² Τest, p=0,479, p=0,084, p=0,211, αντίστοιχα). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 10 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

10.1. Γενικά. Ο τράχηλος της µήτρας ως µοντέλο µελέτης του ιού HPV 

10.2. Μεταγραφική ενεργοποίηση των ογκογονιδίων Η- και Ν-ras στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας 

10.3. Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων ογκογονιδίων ras στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και σε 

ενδοεπιθηλιακές νεοπλασµατικές αλλοιώσεις 

10.4. Ανίχνευση και τυποποίηση ιών HPV στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και σε ενδοεπιθηλιακές 

νεοπλασµατικές αλλοιώσεις 

10.5. Συσχέτιση της παρουσίας του ιού HPV και της ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras 

10.6. Ανίχνευση του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία 

των αδενοειδών ή/και των αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων 

10.7. Συσχέτιση της παρουσιάς του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά µε την 

ηλικία τους 

10.8. Τυποποίηση του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις σε παιδιά 

10.9. Συζήτηση των πιθανών τρόπων µετάδοσης του ιού HPV στη στοµατική κοιλότητα στα παιδιά 

10.10. Συµπεράσµατα 

 

10.1. Γενικά. Ο τράχηλος της µήτρας ως µοντέλο µελέτης του ιού HPV 

Η µελέτη της αλληλεπίδρασης του ιού HPV µε το κύτταρο ξενιστή παρουσιάζει 

ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον λόγω της συσχέτισης του ιού µε την εµφάνιση καρκίνου 

στον άνθρωπο. Κλινικές και επιδηµιολογικές µελέτες έχουν αναδείξει τον ιό HPV ως τον 

κύριο αιτιολογικό παράγοντα του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας (Μunoz και συν, 1992, 

Bosch και συν, 1995), ενώ µια σειρά από πρόσφατες µελέτες έχουν συσχετίσει την παρουσία 

του ιού HPV µε την εµφάνιση του καρκίνου του λάρυγγα, του οισοφάγου και του πνεύµονα 

(zur Hausen, 2000). Τα ογκογόνα στελέχη του ιού HPV κωδικοποιούν τις ογκοπρωτεΐνες Ε6  
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Σχήµα 10.1. Eνεργοποίηση ογκογονιδίων της οικογένειας ras κατά τη διαδικασία καρκινογένεσης 

του τραχήλου της µήτρας. 

 
 

και Ε7, οι οποίες αλληλεπιδρούν µε γονίδια και πρωτεΐνες του κυττάρου-ξενιστή µε 

αποτέλεσµα την κακοήθη εξαλλαγή του. Η παρουσία του ιού HPV, παρά το γεγονός πως 

θεωρείται αναγκαία συνθήκη, φαίνεται πως δεν είναι ικανή από µόνη της να για να 

προκαλέσει κακοήθη εξαλλαγή. Επιπρόσθετοι παράγοντες, όπως η ενεργοποίηση 

ογκογονιδίων ή η απερεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων του κυττάρου-ξενιστή, έχει 

προταθεί πως προάγουν την εξέλιξη της HPV λοίµωξης στην εκδήλωση του κακοήθους 

φαινοτύπου δρώντας συνεργιστικά µε τον ιό HPV (Spandidos και συν, 2000). 

Στην παρούσα διατριβή µελετήθηκε τόσο σε µεταγραφικό επιπέδο, όσο και σε 

επίπεδο σηµειακών µεταλλάξεων η ενεργοποίηση των ογκογονιδίων ras (Σχήµα 10.1) και 

διερευνήθηκε η αλληλεπίδραση των ογκογονιδίων ras µε τον ιό HPV στη νεοπλασία του 

τραχήλου της µήτρας. Ο τράχηλος της µήτρας αποτελεί ιδανικό µοντέλο ιστού για την in 
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vivo µελέτη του ιού HPV και την κατανόηση των µηχανισµών της HPV-επαγώµενης 

καρκινογένεσης τόσο λόγω της συσχέτισης του ιού µε τη νεοπλασία του τραχήλου της 

µήτρας, όσο και λόγω της δυνατότητας λήψης βιοψιακού υλικού κατά τη χειρουργική 

αντιµετώπιση της κακοήθους ή µη παθολογίας του τραχήλου. Για το λόγο αυτό, 

συµπεριλήφθησαν στη µελέτη µας 56 δείγµατα βιοψιακού υλικού τραχήλου της µήτρας, τα 

οποία προήλθαν από γυναίκες που νοσηλεύτηκαν στη Γυναικολογική και Μαιευτική Κλινική 

του Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου Ηρακλείου Κρήτης την περίοδο Ιούλιος 2002 

έως ∆εκέµβριος 2004 και στην οποίες διενεργήθηκε ολική υστερεκτοµή. Οι ασθενείς της 

µελέτης, από τις οποίες έγινε λήψη ιστού τραχήλου µήτρας µε βάση την ιστολογική 

διάγνωση ταξινοµήθηκαν σε τρεις όµαδες: α. µε φυσιολογικό τράχηλο, β. µε ενδοεπιθηλιακή 

νεοπλασία και γ. µε καρκίνο τραχήλου της µήτρας. 

 

10.2. Μεταγραφική ενεργοποίηση των ογκογονιδίων Η- και Ν-ras στον καρκίνο 

του τραχήλου της µήτρας 

Η µεταγραφική ενεργοποίηση των ογκογονιδίων της οικογένειας ras στον τράχηλο 

της µήτρας εκτιµήθηκε µε τη χρήση της µεθόδου της ηµιποσοτικής αντίστροφης αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυµεράσης (RT-PCR). Η µεθόδος αυτή, η οποία αποτελεί µια από τις 

σηµαντικότερες εφαρµογές της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR), παρέχει τη 

δυνατότητα ποσοτικοποίησης των επιπέδων mRNA κάθε γονιδίου ξεχωριστά µε αυξηµένη 

ευαισθησία, ειδικότητα, επαναληπτικότητα και µε σχετικά χαµηλό κόστος. Η µέθοδος 

προσφέρει τη δυνατότητα διαφορικής µελέτης της έκφρασης των ογκογονιδίων ras, η οποία 

δεν µπορεί να µελετηθεί σε πρωτεϊνικό επίπεδο, καθώς η πρωτεΐνη Ras αποτελεί κοινό 

προϊόν για τα τρία ογκογονίδια ras. Το γεγονός πως το αρχικό υπόστρωµα της αντίδρασης 

RT είναι το RNA, το οποίο είναι ιδιαίτερα ευάισθητο στην αποδόµησή του από RNAάσες, 

καθιστούσε αναγκαία τόσο κατά τη φάση της διαδικασίας εκχύλισης του RNA, όσο και κατά 
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την έναρξη της RT-PCR την εφαρµογή απόλυτων συνθηκών αποστείρωσης. Ιδιαίτερη 

προσοχή απαιτήθηκε στη πειραµατική φάση βελτιστοποίησης της µεθόδου, γεγονός που 

εξασφάλισε, τόσο την πιστότητα της µεθόδου, όσο και τη δυνατότητα ερµηνείας των 

αποτελεσµάτων της. 

Με βάση τον ποσοτικό προσδιορισµό των αποτελεσµάτων της µεθόδου RT-PCR 

στην οµάδα ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου µήτρας παρατηρήθηκε αυξηµένη έκφραση 

των ογκογονιδίων H-ras και N-ras σε σχέση µε την οµάδα ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή 

νεοπλασία και µε την οµάδα ασθενών µε φυσιολογικό τράχηλο της µήτρας, ενώ τα επίπεδα 

έκφρασης του ογκογονιδίου Κ-ras δεν παρουσίασαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές 

ανάµεσα στις τρεις οµάδες ασθενών της µελέτης. Η παρούσα µελέτη αποτελεί την πρώτη 

προσπάθεια στην παγκόσµια βιβλιογραφία διερεύνησης του ρόλου της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras στον τράχηλο της µήτρας. Μέχρι σήµερα, µια σειρά 

από ανοσοϊστοχηµικές µελέτες έχουν ανιχνεύσει σε δείγµατα τραχήλου της µήτρας την 

πρωτεΐνη Ras σε ποσοστό 12-80% και έχουν δείξει πως η έκφρασή της είναι αυξηµένη στο 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας σε σχέση µε τον φυσιολογικό τράχηλο (Leung και συν, 

2001, Skomedal και συν, 1999, Slagle και συν, 1998, Huang και συν, 1992, Pinion και συν, 

1991, Agnantis και συν, 1988, Shirasawa και συν, 1987). Ωστόσο οι εργασίες αυτές δεν είχαν 

τη δυνατότητα να καθορίσουν ποιό ή ποιά από τα ογκογονίδια ras ευθύνεται για την 

υπερέκφραση της πρωτεΐνης Ras σε µεταγραφικό επίπεδο ή κατά πόσο η υπερέκφραση είναι 

το αποτέλεσµα µετα-µεταγραφικών τροποποίησεων.  

Με βάση τα ευρήµατα της µελέτης µας τα αυξηµένα επίπεδα της πρωτεΐνης Ras 

µπορούν να αποδοθούν στη µεταγραφική ενεργοποίηση των ογκογονιδίων H-ras και N-ras. 

Tο γεγονός αυτό έχει ιδιαίτερη σηµασία δεδοµένου ότι αποδεικνύει πως η αυξηµένη 

έκφραση της πρωτεΐνης Ras δεν οφείλεται σε ειδική µεταγραφική δραστηριότητα ενός µόνου 

από τα ογκογονίδια ras, αλλά στην αθροιστική τους δράση, όπως έχει βρεθεί και σε άλλους 
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τύπους καρκίνου (Μiyakis και συν, 1998). Η συνέκφραση των ογκογονιδίων H-ras και N-ras 

υποδεικνύει την παρουσία κοινών µηχανισµών µεταγραφικής ρύθµισης των γονιδίων αυτών 

στα κύτταρα του τραχήλου της µήτρας, γεγονος που απαιτεί στο µέλλον περεταίρω 

διερέυνηση. 

Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Ras στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας έχει 

συσχετιστεί µε την εµφάνιση προχωρηµένων σταδίων κατά FIGO (Riou και συν, 1988) και 

µε την παρουσία λεµφαδενικών µεταστάσεων (Hayasashi και συν, 1991). Οι Sagae και συν 

έχουν επσης συσχετίσει την υπερέκραση της πρωτεΐνης Ras µε φτωχή πρόγνωση των 

ασθενών (Sagae και συν, 1989), γεγονός, όµως, που δεν έχει επιβεβαιωθεί σε µεταγενέστερες 

εργασίες (Garzetti και συν, 1998, Lee και συν, 1996, Symonds και συν, 1992). Στη µελέτη 

µας τα υψηλότερα επίπεδα mRNA των ογκογονιδίων H- and N-ras βρέθηκαν σε πρώιµα 

στάδια κατά FIGO (Στάδιο IA and IB) παρά σε προχωρηµένα (IIB and III). Το γεγονός αυτό 

σε συνδυασµό µε παρατηρήσεις που προτείνουν τον ογκοπροστατευτικό ρόλο της 

φυσιολογικής H-Ras πρωτεΐνης (Spandidos και συν, 2002) δηµιουργούν νέα ερωτήµατα 

σχετικά µε το ρόλο της έκφρασης της πρωτεΐνης Ras στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. 

Η πενταετής παρακολούθηση των ασθενών που συµµετείχαν στην παρούσα µελέτη θα 

βοηθήσει στη διερεύνηση του ρόλου των επιπέδων mRNA των ογκογονιδίων H- and N-ras 

ως προγνωστικοί δείκτες στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. 

Η µελέτη της έκφρασης τόσο σε πρωτεϊνικό όσο και σε µεταγραφικό επίπεδο 

κυτταρικών γονιδίων που σχετίζονται µε επαγωγή της καρκινογένεσης µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί δυνητικά στη διάγνωση και την πρόγνωση του καρκίνου στον άνθρωπο. 

Παράδειγµα ενός τέτοιου δείκτη στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, καλά µελετηµένου, 

αποτελεί η πρωτεΐνη ΙΝΚ4Α, η οποία κωδικοποιείται από το γονίδιο CDKN2A. Η πρωτεΐνη 

INK4A απενεργοποιεί τα συµπλέγµατα της κυκλίνης D1-CDK4 και της κυκλίνης D1-CDK6 

αναστέλλοντας την έκφραση της κυκλίνης Ε και εµποδίζει την ικανότητα της πρωτεΐνης Ε6 
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να προκαλέσει µετασχηµατισµό των κυττάρων. Η δράση της ΙΝΚ4Α αναστέλλεται από την 

πρωτεΐνη Ε7 των ιών υψηλού κινδύνου, η οποία παρά το γεγονός πως προκαλεί 

υπερέκφραση της ΙΝΚ4Α, ενεργοποιεί τις κυκλίνες Α και Ε µέσω της της αλληλεπίδρασής 

της µε την πρωτεΐνη Rb (Zerfass και συν, 1995). Η αυξηµένη έκφραση της πρωτεΐνης 

ΙΝΚ4Α η οποία προσδιορίζεται ανοσοϊστοχηµικά έχει συσχετιστεί µε υψηλού βαθµού 

νεοπλασµατικές αλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας (Klaes και συν, 2001).  

Ωστόσο η θετική προγνωστική της αξία που έχει αναφερθεί αναµένεται να καθοριστεί 

σε µελλοντικές προοπτικές µελέτες. Η ειδικότητα, η ευαισθησία και η θετική ή αρνητική 

προγνωστική αξία της υπερέκφρασης ή υποέκφρασης και άλλων πρωτεϊνών επιβάλλεται να 

διερευνηθούν στο µέλλον και να αξιολογηθούν κλινικά. Στην περίπτωση του καρκίνου του 

τραχήλου της µήτρας, ο οποίος είναι ιδιαίτερα συχνός στις αναπτυσσόµενες χώρες, εκτός 

από την αξιοπιστία των δεικτών ιδιαίτερη σηµασία πρέπει να αποδοθεί και στο χαµηλό 

κόστος εφαρµογής των µεθόδων προσδιορισµού τους. Η παραδοσιακή µεθοδολογία της RT-

PCR αποτελεί µια αξιόπιστη µέθοδο, η οποία πλεονεκτεί όσον αφορά το κόστος σε σχέση µε 

τη Real-time RT-PCR. Ωστόσο η καθιέρωσή της στην καθηµερινή κλινική πράξη υποκρύβει 

µια σειρά από τεχνικές δυσκολίες λόγω της ευαισθησίας του µορίου του RNA, το οποίο 

αποτελεί το υπόστρωµα της αντίδρασης της RT-PCR. Η τεχνολογία των microarrays, 

αποτελεί µια ελπιδοφόρα προοπτική προς την κατεύθυνση αυτή. Παρέχει τη δυνατότητα 

προσδιορισµού της έκφρασης ταυτόχρονα ενός µεγάλου αριθµού γονιδίων και στο µέλλον 

αναµένεται η επέκταση της χρήσης των microarrays στην κλινική πρακτική (Liotta και 

Petricoin, 2000). 

Η υπερέκφραση των ογκογονιδίων ras έχει συσχετιστεί µε την ανάπτυξη πολλών 

τύπων καρκίνου στον άνθρωπο (Gulbis και Galand, 1993). Ιn vitro µελέτες έχουν 

επιβεβαιώσει το ρόλο της έκφρασης των Ras στην επαγωγή της κακοήθους εξαλλαγής 

διάφορων κυττάρικών σειρών και από διαφορετικούς ιστούς (Stacey και συν, 1984). 
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Επιπλέον, η έκφραση της πρωτεΐνης Ras έχει ενοχοποιηθεί για αυξηµένη αντίσταση των 

καρκινικών κυττάρων στην ακτινοθεραπεία (Sklar, 1988, Miller και συν, 1993). Οι Karlson 

και συν έχουν δείξει πως η αναστολή της έκφρασης του ογκογονιδίου H-ras σε κυτταρικές 

σειρές ινοβλαστών µε τη βοήθεια ειδικού αναστολέα οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα 

απόπτωσης των κυττάρων µετά από ακτινοβόλησή τους (Κarlson και συν, 1996). Οι 

παρατηρήσεις αυτές υποδεικνύουν την πρωτεΐνη Ras καθώς και τα ογκογονίδια ras ως 

πιθανά µόρια στόχους για τη γονιδιακή θεραπεία είτε ως µονοθεραπεία, είτε σε συνδυασµό 

µε τις παραδοσιακές µεθόδους (ακτινοθεραπεία, χηµειοθεραπεία και χειρουργική θεραπεία). 

Η αναστολή των ενεργοποιηµένων ογκογονιδίων ras µπορεί να γίνει σε επίπεδο DNA µε τη 

χρήση ειδικών antisense ολιγονουκλεοτιδίων, σε µεταγραφικό επίπεδο, σε πρωτεϊνικό 

επίπεδο µε την αδρανοποίηση της πρωτεΐνης Ras καθώς και σε µετα-πρωτεϊνικό επίπεδο είτε 

µε την αναστολή των µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων της πρωτεΐνης που είναι 

απαραίτητες για τη δράση της, είτε µε την καταστροφή της από το ανοσοποιητικό σύστηµα 

λόγω εµβολιασµού µε Ras πεπτίδια (Ζachos και Spandidos, 1997). Η γονιδιακή θεραπεία 

στον γυναικολογικό καρκίνο αποτελεί πραγµατική πρόκληση για το µέλλον, ενώ οι πρώτες 

προσπάθειες χρησιµοποιώντας ως συστήµατα µεταφοράς αδενοϊούς µε µόρια στόχους το 

γονίδιο της p53 καθώς και τα ογκογονίδια Ε6 και Ε7 του ιού HPV είχαν ενθαρρυντικά 

αποτελέσµατα (Hamada και συν, 1996, Ηamada και συν, 1996). Στο µελλον ο καθορισµός 

και άλλων µορίων στόχων θα επιτρέψει την επιλογή της µοριακής θεραπείας ως θεραπεία 

εκλογής του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας. 

Η πλειοψηφία των περιπτώσεων χαµηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας του 

τραχήλου της µήτρας (CIN) υποχωρούν αυτόµατα, ενώ έχει υπολογιστεί πως µόλις το 1% 

των αλλοιώσεων CIN1 και περίπου το 10% των αλλοιώσεων CIN3 τελικά εξελίσσονται σε 

διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της µήτρας (Duggan και συν, 1998, Ostor, 1993). Εξαιτίας 

της έλλειψης αξιόπιστων γενετικών δεικτών ελέγχου της εξέλιξης της ενδοεπιθηλιακής 
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νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας, η θεραπεία εκλογής για τις υψηλου βαθµού 

αλλοιώσεις CIN αποτελεί η χειρουργική εκτοµή της βλάβης. Η καθιέρωση αξιόπιστων, 

ευαίσθητων και ειδικών δεικτών θα έχει ως αποτέλεσµα τον προσδιορισµό της κατάλληλης 

θεραπευτικής τους αντιµετώπισης µε βάση την επιθετικότητά της ενδοεπιθηλιακής 

νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας, ενώ θα βοηθήσει στην πρόληψη του καρκίνου του 

τραχήλου της µήτρας (Cheng και συν, 2002). Μια σειρά από εργασίες έχουν µελετήσει την 

έκφραση της πρωτεΐνης Ras σε ασθενείς µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (Pedroza-Saavedra 

και συν, 2000, Ngan και συν, 1999, Νair και συν, 1998, Slagle και συν, 1998, Sagae και συν, 

1990). Αρκετοί ερευνητές έχουν βρει αυξηµένα επίπεδα και έχουν συσχετίσει την έκφραση 

της µε την εξέλιξη της ενδοεπιθηλιακή νεοπλασίας (Νair και συν, 1998, Sagae και συν, 

1990). Στη µελέτη των Sagae και συν η συχνότητα έκφρασης της πρωτεΐνης Ras µε τη χρήση 

µονοκλωνικών αντισωµάτων ήταν 17,9% σε αλλοιώσεις CIN1, 28,9% σε CIN2, και 53,9% 

CIN3, ενώ το αντίστοιχο ποσοστό στον µικροδιηθητικό καρκίνο ήταν 50% (Sagae και συν, 

1990). Στην ανοσοϊστοχηµική ανάλυση 204 προκαρκινικών και καρκινικών αλλοιώσεων του 

τραχήλου της µήτρας από τους Nair και συν, τα επίπεδα της πρωτεΐνης N-Ras αυξάνονταν µε 

βάση το βαθµό της δυσπλασίας (Νair και συν, 1998). Ωστόσο άλλοι ερευνητές δεν έχουν 

βρεί σηµαντικές διαφορες στην έκφραση της πρωτεΐνης Ras µεταξύ ενδοεπιθηλιακής 

νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας και φυσιολογικού τραχήλου και δεν έχουν 

επιβεβαιώσει τα ευρήµατα των προηγουµένων (Slagle και συν, 1998).  

Στη µελέτη µας παρά το γεγονός πως δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές µεταξύ των δειγµάτων µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας και 

της οµάδας ελέγχου γυναικών µε φυσιολογικό τράχηλο, τα επίπεδα mRNA σε ασθενείς µε 

CIN2 και CIN3 ήταν υψηλότερα, αν και στατιστικώς µη σηµαντικά, σε σχέση µε εκείνα των 

ασθενών µε CIN1. Μελέτη µε µεγαλύτερο αριθµό δειγµάτων ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή 

νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας απαιτείται για τη διερεύνηση του ρόλου της 
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µεταγραφικής ενεργοποίησης των ογκονιδίων ras στην εµφάνιση και την εξέλιξη της 

ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας του τραχήλου της µήτρας. 

 

10.3. Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων ογκογονιδίων ras στον καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας και σε ενδοεπιθηλιακές νεοπλασµατικές αλλοιώσεις. 

Η συχνότητα ανίχνευσης σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του 

ογκογονιδίου Κ-ras στα δείγµατα µε νεοπλασία του τραχήλου της µήτρας ήταν 12,5%, ενώ 

σε ασθενείς µε φυσιολογικό τράχηλο δε βρέθηκαν Κ-ras µεταλλάξεις. Στον καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας η συχνότητα ανίχνευσης σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 

του ογκογονιδίου Κ-ras ήταν υψηλότερη σε σχέση µε την ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία. Τα 

αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε άλλες µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί στον ελληνικό 

πληθυσµό, οι οποίες έχουν δείξει πως η συχνότητα Κ-ras µεταλλάξεων σε προκαρκινικές και 

καρκινικές αλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας κυµαίνεται µεταξύ 17 και 24,4% 

(Dokianakis και συν, 1999, Κoffa και συν, 1994). Με βάση τη διεθνή βιβλιογραφία, οι 

µεταλλάξεις στo ογκογονίδιo K-ras στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας συµβαίνουν σε 

ποσοστό 0-61%, όπως φαίνεται στον Πίνακα 10.1.  

Οι πιο συχνές σηµειακές µεταλλάξεις αφορούν το κωδικόνιο 12 µε συχνότερες τις 

µεταθέσεις GGT σε GAT (Stenzel και συν, 2001, Ferguson και συν, 1998, Parker και συν, 

1997, Wong και συν, 1995, Sato και συν, 1991). Σε ασθενείς µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία η 

συχνότητα µεταλλάξεων στo ογκογονίδιo K-ras είναι µικρότερη, ωστόσο η παρουσία τους 

συνηγορεί στην ενεργοποίηση του ογκογονιδίου Κ-ras µέσω σηµειακών µεταλλάξεων στα 

αρχικά στάδια της καρκινογένεσης του τραχήλου της µήτρας (Alonio και συν, 2003, 

Prokopakis και συν, 2002, Golijow και συν, 1999, Dokianakis και συν, 1998).  

Στη µελέτη µας η συχνότητα ανεύρεσης σηµειακών µεταλλάξεων στις ασθενείς µε 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας στο κωδικόνιο 12 του ογκογονιδίου H-ras ήταν 7,1%, ενώ  
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Πίνακας 10.1. Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα ογκογονίδια ras σε ασθενείς µε καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας. 
Ερευνητική Οµάδα 

 

Αριθµός περιστατικών Ογκογονίδιο ras Συχνότητα (Ποσοστό%) 

Sato και συν, 1991 7 K-ras 2/7 (28,6%) 

Falcinelli και συν, 1993 42 K-ras 0/42 (0%) 

Willis και συν, 1996 15 K-ras 1/15 (6,7%) 

Jiko και συν, 1995 25 K-ras 1/25 (4%) 

Koffa και συν, 1994 37 K-ras 

Η-ras 

Ν-ras 

10/37 (27%) 

3/37 (8,1%) 

2/37 (5,4%) 

Wong και συν, 1995 80 K-ras 

H-ras 

49/80 (61%) 

28/80 (35%) 

Huang και συν, 1996 44 H-ras 8/44 (18,2%) 

Lee και συν, 1996 27 H-ras 6/27 (22%) 

Parker και συν, 1997 32 K-ras 3/32 (9,4%) 

Grendys και συν, 1997 33 K-ras 

H-ras 

N-ras 

4/33 (12,1%) 

2/33 (6,1%) 

2/33 (6,1%) 

Ferguson και συν, 1998 27 K-ras 1/27 (3,7%) 

O’Leary και συν, 1998 20 K-ras 

H-ras 

N-ras 

0/20 (0%) 

1/20 (5%) 

0/20 (0%) 

Aoyama και συν, 1998 20 H-ras 0/20 (0%) 

Dokianakis και συν, 1999 75 K-ras 

H-ras 

N-ras 

24/75 (32%) 

7/75 (9,3%) 

0/75 (0%) 

Pochylski και συν, 2003 29 K-ras 0/29 (0%) 

Stenzel και συν, 2001 24 K-ras 2/24 (8,3%) 

Alonio και συν, 2003 39 H-ras 16/39 (41%) 

Τροποποιηµένο από Mammas και συν, 2005. 

 

δε βρέθηκαν σηµειακές µεταλλάξεις στο ογκογονίδιο Ν-ras. Τα ευρήµατα αυτά συµφωνούν 

µε άλλους ερευνητές, οι οποίοι έχουν δείξει πως η ενεργοποίηση των ογκογονιδίων H-ras και 

Ν-ras µέσω σηµειακών µεταλλάξεων συµβαίνει λιγότερο συχνά στη νεοπλασία του 

τραχήλου της µήτρας (Dokianakis και συν, 1999, O’Leary και συν, 1998, Ηuang και συν, 

1996, Lee και συν, 1996, Wong και συν, 1995). Για παράδειγµα, στη µελέτη των Dokianakis 

και συν, σε 75 ασθενείς µε διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, σηµειακές 
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µεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του ογκογονιδίου Κ-ras ανιχνεύτηκαν στο 32% των ασθενών, 

ενώ τα αντίστοιχα ποσοστά για τα ογκογονίδια H-ras και N-ras ήταν 22% και 0% αντίστοιχα 

(Dokianakis και συν, 1999). Στη µελέτη των Koffa και συν, σε 37 ασθενείς µε καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας τα αντίστοιχα ποσοστά ήταν 27% για το ογκογονίδιο K-ras, 8,1% για 

το ογκογονίδιο H-ras και 5,4% για το ογκογονίδιο N-ras (Κoffa και συν, 1994), ενώ στη 

µελέτη των Grendys και συν σε 33 ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας τα 

αντίστοιχα ποσοστά ήταν 12,1%, 6,1% και 6,1% (Grendys και συν, 1997). 

Είναι σηµαντικό, ωστόσο, να σηµειωθεί πως στη διεθνή βιβλιογραφία οι µελέτες 

ανίχνευσης σηµειακών µεταλλάξεων σε άλλα κωδικόνια σε δείγµατα τραχήλου της µήτρας 

είναι ιδιαίτερα περιορισµένες (Pochylski και Kwasniewska, 2003, Stenzel και συν, 2001, 

O’Leary και συν, 1998, Parker και συν, 1997, Grendys και συν, 1997, Lee και συν, 1996, 

Wong και συν, 1995, Falcinelli και συν, 1993, Willis και συν, 1993). Οι Grendys και συν 

µελέτησαν 33 ασθενείς µε πρώιµο στάδιο καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και ανίχνευσαν 

µεταλλάξεις στα ογκογονίδια ras στο 24,2% των ασθενών (Grendys και συν, 1997). Στη 

µελέτη αυτή πραγµατοποιήθηκε ανάλυση για τα κωδικόνια 12, 13 και 61, και οι σηµειακές 

µεταλλάξεις στο σύνολό τους ανιχνεύτηκαν στο κωδικόνιο 61 των ογκογονιδίων H-, N- και 

K-ras. Στη µελέτη των Parker και συν, σε 32 ασθενείς η συχνότητα ανίχνευσης σηµειακών 

µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 61 του ογκογονιδίου Κ-ras ήταν 3,1% (Parker και συν, 1997). 

Οι Wong και συν ανίχνευσαν σηµειακές µεταλλάξεις στο κωδικόνιο 13 του ογκογονιδίου K-

ras σε 5 από του 80 ασθενείς (6%) µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, ενώ οι Willis και 

συν σε 15 ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας βρήκαν µόνο σε µια γυναίκα 

µετάλλαξη στο κωδικόνιο 13 του ογκογονίδιου Κ-ras (Wong και συν, 1995). Πρόσφατα 

ανιχνεύτηκαν πολυµορφισµοί στο κωδικόνιο 31 σε δείγµατα αδενοκαρκινωµάτων µε υψηλού 

κινδύνου HPV ιούς (Roh και συν, 2001). Περαιτέρω έρευνα απαιτείται για τη διερεύνηση και 
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νέων κωδικονίων ως πιθανές θέσεις σηµειακών µεταλλάξεων στον καρκίνο του τραχήλου της 

µήτρας. 

Η παρουσία σηµειακών µεταλλάξεων στο ογκογονίδιο Κ-ras έχει συσχετιστεί µε 

προχωρηµένα στάδια καρκίνου του τραχήλου της µήτρας κατά FIGO και µε πτωχή 

πρόγνωση (Dokianakis και συν, 1999). Ωστόσο, άλλοι ερευνητές δεν έχουν επιβεβαιώσει τις 

συσχετίσεις αυτές (Wong και συν, 1995, Sato και συν, 1991). Σε ασθενείς µε ενδοεπιθηλιακή 

νεοπλασία και µε σηµειακές µεταλλάξεις στο ογκογονίδιο Η-ras η εξέλιξη της νεοπλασίας σε 

διηθητικό καρκίνο του τραχήλου της µήτρας εχεί βρεθεί πως συµβαίνει σε χρονικό διάστηµα 

µικρότερο των δύο χρόνων (Αlonio και συν, 2003). Ο ρόλος της ανίχνευσης των σηµειακών 

µεταλλάξεων στα ογκογονίδια ras ως προγνωστικοί δείκτες της εξέλιξης της νεοπλασίας του 

τραχήλου της µήτρας αποµένει να διερευνηθεί στο µέλλον µε τη βοήθεια προοπτικών 

µελετών. Αξίζει να σηµειωθεί η απουσία µεταλλάξεων στα ογκογονίδια ras στο φυσιολογικό 

τράχηλο γεγονός που είναι σύµφωνο µε τα ευρήµατα και άλλων ερευνητών (Ο’Leary και 

συν, 1998, Aoyama και συν, 1998, Van Le και συν, 1993). 

Στη µελέτη µας δε βρέθηκε στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ της παρουσίας 

σηµειακών µεταλλάξεων στα ογκογονίδια K-ras και των επιπέδων έκφρασης των 

ογκογονιδίων H-, Κ- και N-ras. Παρόµοια αποτελέσµα τα έχουν βρεθεί και από τους Lee και 

συν, οι οποίοι σε δείγµατα καρκίνου του τραχήλου της µήτρας έχουν δείξει πως η έκφραση 

της πρωτεΐνης H-Ras δε σχετίζεται µε την παρουσία σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 

12 του ογκογονιδίου H-ras (Lee και συν, 1996). Φαίνεται πως άλλοι µηχανισµοί, όπως η 

γονιδιακή επέκταση των ογκογονιδίων ras, οι σηµειακές µεταλλάξεις σε άλλα κωδικόνια των 

ρυθµιστικών περιοχών τους καθώς και η δράση µεταγραφικών παραγόντων που προάγουν τη 

µεταγραφή των ογκογονιδίων, ενδεχοµένως να είναι υπεύθυνοι για την υπερέκφραση των 

ογκογονιδίων Η-ras και Ν-ras στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. 
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10.4. Ανίχνευση και τυποποίηση ιών HPV στον καρκίνο του τραχήλου της 

µήτρας και σε ενδοεπιθηλιακές νεοπλασµατικές αλλοιώσεις. 

Η εξέλιξη των τεχνικών και των µεθόδων της µοριακής βιολογίας είχε ως αποτέλεσµα 

την ανίχνευση του ιού ΗPV σε όλο και µεγαλύτερο ποσοστό ασθενών µε καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας (Bosch και Munoz, 2002, Walboomers και συν, 1999). Αξίζει να 

σηµειωθεί πως στις αρχές τις δεκαετίας του 1980 το ποσοστό ανίχνευσης του ιού HPV σε 

ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας δεν ξεπερνούσε το 40-50%, ενώ το αντίστοιχο 

ποσοστό σήµερα ανέρχεται σχεδόν στο 100%. Η ανίχνευση του ιού µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί µε διάφορες µοριακές µεθόδους, όπως ο in situ υβριδισµός (µέθοδος FISH), 

η ανάλυση southern (µέθοδος SH), η µέθοδος Hybrid Capture (HC) και η αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης (PCR).  

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR), η οποία χρησιµοποιείται σήµερα 

περισσότερο συχνά, είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη και παρέχει τη δυνατότητα ανίχνευσης ενός 

µεγάλου αριθµού τύπων ιού HPV (τυποποίηση). Με τη χρήση γενικών εκκινητών και 

ακολούθως την πέψη των PCR προϊόντων µε περιοριστικά ένζυµα (τεχνική RFLP), καθώς 

και µε τη χρήση ειδικών εκκινητών για κάθε τύπο ιού HPV ταυτόχρονα (multiplex PCR) 

µπορεί να πραγµατοποιηθεί η τυποποίηση των ιών HPV µε τη βοήθεια µιας µόνο αντίδρασης 

πολυµερισµού (Koffa και συν, 1994). Ωστόσο, µε τη χρήση ειδικών εκκινητών για κάθε τύπο 

ιού HPV ξεχωριστά περιορίζεται η πιθανότητα ψευδώς θετικών ή αρνητικών 

αποτελεσµάτων, ενώ ταυτόχρονα είναι δυνατόν να προσδιοριστούν µε µεγαλύτερη ακρίβεια 

περιπτώσεις πολλαπλών HPV λοιµώξεων (Husnjak και συν, 2000, Αstori και συν, 1997). 

Στην παρούσα µελέτη η ανίχνευση των ιών HPV πραγµατοποιήθηκε µε PCR 

χρησιµοποιώντας τους γενικούς εκκινητές, ενώ η τυποποίηση των ΗPV θετικών δειγµάτων 

έγινε µε PCR χρησιµοποιώντας ειδικούς εκκινητές ξεχωριστά για κάθε τύπο ιού HPV. 
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Η παρουσία HPV αρνητικών δειγµάτων σε νεοπλασµατικά δειγµάτα µπορεί να 

αποδοθεί είτε στην παρουσία και άλλων HPV ιών που δεν προσδιορίσθηκαν στην παρούσα 

µελέτη, είτε να ερµηνευτεί ως ψευδώς αρνητικό αποτέλεσµα. Σε µελέτη επανεξέτασης HPV 

αρνητικών δειγµάτων έχει βρεθεί πως στην πλειοψηφία των περιπτώσεων τελικά ανιχνεύται 

ο ιός ΗPV µε τη χρήση µικρότερου µεγέθους εκκινητών που παρουσίαζαν µεγαλύτερη 

ευαισθησία σε σχέση µε τους αρχικούς (Bosch και συν, 1995, Walboomers και συν, 1999). 

Ωστόσο, η ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της µήτρας σε δείγµατα όπου δεν ανιχνεύται ο 

ιός HPV δεν µπορεί να αποκλείσει την υπόθεση της µη HPV-εξαρτώµενης καρκινογένεσης 

σε ένα µικρό ποσοστό περιπτώσεων. 

Η παγκόσµια κατανοµή των διάφορων τύπων ιού HPV ποικίλει στις διάφορες 

γεωγραφικές περιοχές, γεγονός που έχει αποδοθεί τόσο σε επιδηµιολογικά χαρακτηριστικά 

των περιοχών αυτών, όσο και στη διαφορετική ευαισθησία των µεθόδων που έχουν 

χρησιµοποιηθεί για την τυποποίση των ιών HPV (Walboomers και συν, 1999, Sasagawa και 

συν, 2001). Οι ιοί HPV 16 και 18 αποτελούν τους πιο συχνούς τύπους ιούς HPV που 

ανιχνεύονται σε ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, µε τον ιό HPV 16 να 

παρουσιάζεται παγκόσµια σε µεγαλύτερη συχνότητα. Στη µελέτη µας, παρά το γεγονός πως 

ο ιός HPV 16 ήταν ο πιο συχνός τύπος ιού HPV, ο ιός HPV 18 ανιχνεύτηκε σε ποσοστό 

σχεδόν διπλάσιο από εκείνο που έχει αναφερθεί από άλλους ερευνητές σε Ευρωπαίες 

γυναίκες (Walboomers και συν, 1999). Η παρατήρηση αυτή είναι σύµφωνη µε τα 

αποτελέσµατα προηγούµενων µελετών που έχουν πραγµατοποιηθεί στον ελληνικό 

πληθυσµό, όπου έχει βρεθεί σε υψηλή συχνότητα ο ιός HPV 18 (Prokopakis και συν, 2002, 

Dokianakis και συν, 1998, Koffa και συν, 1994).  

Στον Πίνακα 10.2. παρουσιάζονται οι µελέτες που αφορούν την ανίχνευση των ιών 

HPV 16 και 18 στον ελληνικό πληθυσµό. Το κατα πόσο η κυριαρχία αυτή του ιού HPV 18 
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οφείλεται στην αυξηµένη συχνότητα του στο νησί της Κρήτης αποτελεί µια πραγµατικά 

ενδιαφέρουσα ερευνητική πρόκληση.  

 

Πίνακας 10.2. Η λοίµωξη µε τον ιό HPV στον ελληνικό πληθυσµό. Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας. 

 

PCR: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, RFLP: Ανάλυση πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων. 

 

Η Κρήτη, ένα νησί στο νοτιοανατολικό άκρο της Εύρωπης, πολύ κοντά στα βόρεια 

παράλια της Αφρικανικής ηπείρου, παρουσιάζει ιδιαίτερα επιδηµιολογικά χαρακτηριστικά. Ο 

σχεδιασµός επιδηµιολογικής µελέτης των ιών HPV στο νησί θα µπορούσε να διερευνήσει τις 

Ερευνητική 

Οµάδα 

Περιοχή ∆είγµατα/Ιστολογική 

∆ιάγνωση 

Μεθοδολογία Ν 

ασθενών 

Συχνότητα HPV 

16 

Συχνότητα HPV 

18 

Koffa και συν, 

1995 

Αθήνα/Κρήτη; Τράχηλος της µήτρας/ 

CIN 

PCR 31 11/31(35,5%) 3/31(9,7%) 

Agorastos και 

συν, 1995 

Β. Ελλάδα Τράχηλος της µήτρας/ 

Φυσιολογικός, CIN 

dot blot 226 15/226(6,6%) 3/226(1,3%) 

Noutsou και συν, 

1996 

Αθήνα/Κρήτη; Πνεύµονας/  

καρκίνος 

PCR-

PCR/RFLP 

99 4/99(4%) 8/99(8%) 

Labropoulou και 

συν, 1997 

Αθήνα/Κρήτη; Τράχηλος της µήτρας/ 

CIN, καρκίνος 

PCR/RFLP-

Southern blot 

136 43/136(31,6%) 14/136(10,3%) 

Lambropoulos 

και συν, 1997 

Β. Ελλάδα Στοµατική κοιλότητα/ 

φυσιολογικός 

βλεννογόνος 

Southern blot 169 4/169(2,4%) 0/169(0%) 

Dokianakis και 

συν, 1998 

Αθήνα/Κρήτη; Τράχηλος της µήτρας/ 

CIN, καρκίνος 

PCR- 

PCR/RFLP 

35 3/35(8,6%) 14/35(40%) 

Dokianakis και 

συν, 1999 

Αθήνα/Κρήτη; Τράχηλος της µήτρας/ 

CIN, καρκίνος 

PCR 

 

88 4/88(4,5%) 36/88(40,9%) 

Aggelopoulou 

και συν, 1999 

Αθήνα/Κρήτη; Στοµατική κοιλότητα/ 

Υπερπλασία, καρκίνος 

PCR 

 

102 11/102(10,8%) 22/102(21,6%) 

Prokopakis και 

συν, 2002 

Κρήτη Τράχηλος της µήτρας/ 

τραχηλίτιδα, CIN 

PCR 

 

47 5/47(10,6%) 12/47(25,5%) 

Mammas και 

συν, 2005 

Κρήτη Τράχηλος της µήτρας/ 

Φυσιολογικός, CIN, 

καρκίνος 

PCR- 

PCR/RFLP 

31 15/31(48,4%) 12/31(38,7%) 

Lyronis και συν, 

2005 

Κρήτη Οισοφάγος/ 

φυσιολογικός, καρκίνος 

PCR 57 2/57(3,5%) 20/57(35,1%) 

Roussaki-Schulze 

και συν, 2005 

Λάρισα ∆έρµα/Μελάνωµα PCR/RFLP 28 2/28(7,1%) 0/28(0%) 

Mammas και 

συν, 2006 

Αθήνα Αδενοειδείς και 

Αµυγδαλοειδείς 

εκβλαστήσεις/ 

φυσιολογικός 

βλεννογόνος 

PCR 102 6/102(5,9%) 0/102(0%) 
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παρατηρήσεις αυτές σε µεγαλύτερο και αντιπροσωπευτικότερο δείγµα γυναικών της Κρήτης. 

Η γνώση της κατανοµής των τύπων του ιού HPV είναι σηµαντική τόσο για το σχεδιασµό στο 

µέλλον κατάλληλου προγράµµατος HPV εµβολιασµού ειδικού για κάθε περιοχή, όσο και για 

τη µελέτη των ενδοτυπικών χαρακτηριστικών που καθιστούν έναν τύπο ιού HPV συχνό σε 

µια περιοχή. Για τον ιό HPV 18 έχουν περιγραφεί διάφοροι ενδότυποι, όπως ο Αφρικανικός 

και ο Ευρωπαϊκός, µε τον Αφρικανικό να παρουσιάζει πιο επιθετική συµπεριφορά 

προκαλώντας επιµένουσες HPV λοιµώξεις και να σχετίζεται σε υψηλότερο ποσοστό µε 

καρκίνο του τραχήλου της µήτρας σε σχέση µε τον Ευρωπαϊκό ενδότυπο (Villa και συν, 

2000, Hecht και συν, 1995). 

 

10.5. Συσχέτιση της παρουσίας του ιού HPV και της ενεργοποίησης των 

ογκογονιδίων ras 

H αλληλεπίδραση του ιού HPV µε τα ογκογονίδια της οικογένειας ras του κυττάρου 

ξενιστή κατά το µετασχηµατισµό των επιθηλιακών κυττάρων του τραχήλου της µήτρας έχει 

δειχτεί σε in vitro πειράµατα από αρκετούς ερευνητές (Di Paolo και συν, 1989, Durst και 

συν, 1989). Μια σειρά από πειράµατα σε κύτταρα ποντικού καθώς και σε ανθρώπινους 

ινοβλάστες επιβεβαιώνουν τη συνεργασία HPV και ras κατά τον κυτταρικό µετασχηµατισµό 

(Matlashewski και συν, 1987, Matlashewski και συν, 1988). Η ενεργοποίηση των 

ογκογονιδίων ras επάγει την έκφραση των ιικών πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 τόσο του ιού HPV 16 

όσο και του HPV 18 (Gaiotti και συν, 2000, Medina-Martinez και συν, 1997). Οι Chen και 

συν έχουν δείξει πως η συνεργασία της πρωτεΐνης Ε6 του ιού HPV και του ογκογονιδίου H-

ras είναι απαραίτητη για την εξουδετέρωση της πρωτεΐνης p53, η οποία αποτελεί τον κύριο 

στόχο του ιού HPV (Chen και Defendi, 1992). Στη µελέτη µας τα επίπεδα έκφρασης των 

ογκογονιδίων Η-, Κ- και Ν-ras ήταν ιδιαίτερα αυξηµένα σε γυναίκες µε καρκίνο του 

τραχήλου της µήτρας θετικές για ιούς HPV υψηλού κινδύνου 16 και 18. Η µεταγραφική 
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ενεργοποίηση των ογκογονιδίων ras σε γυναίκες µε ιούς υψηλού κινδύνου ΗPV ενδεχοµένως 

συµβάλλει στην κακοήθη συµπεριφορά των ιών αυτών. Οι παρατήρησεις µας αποµένουν να 

διερευνηθούν περισσότερο και να διευκρινισθεί ο ρόλος της πρωτεΐνης Ras στην HPV-

επαγώµενη καρκινογένεση (Σχήµα 10.2) και το κατά πόσο οι ιοί HPV υψηλού κινδύνου 

έχουν διαφορετική επίδραση στην έκφραση των κυτταρικών πρωτεϊνών σε σχέση µε τους 

ιούς χαµηλού κινδύνου. Προηγούµενα ευρήµατα των Giannoudis και συν έχουν δείξει πως η 

παρουσία ιών HPV χαµηλού, µέσου και υψηλού κινδύνου σχετίζεται µε διαφορετικά επίπεδα 

έκφρασης πρωτεϊνών του κυττάρου του ξενιστή, όπως η CDKI p21 και η p53 (Giannoudis 

και Herrington, 2000).  

 

Σχήµα 10.2. Μοντέλο αλληλεπίδρασης ιού HPV και πρωτεΐνης Ras κατά τη διαδικασία 

καρκινογένεσης. 
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Σχήµα 10.3. Ο ιός HPV και η σχέση του µε τις πρωτεΐνες του κυττάρου ξενιστή. 

 
  

Στο µέλλον αποµένει να µελετηθεί η αλληλεπίδραση των ιικών πρωτεϊνών E6 και Ε7 

και µε άλλες πρωτεΐνες του κυττάρου ξενιστή (Σχήµα 10.3) και να διευκρινισθεί ο ρόλος των 

αλληλεπιδράσεων αυτών στην ΗPV-επαγώµενη καρκινογένεση. 

O ιός HPV 18 θεωρείται πιο ογκογόνος σε σχέση µε τον ιό HPV 16 και έχει 

συσχετιστεί µε ταχύτερη εξέλιξη της ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας σε καρκίνο (Riethdorf και 

συν, 2000). Η παρουσία του ιού HPV 18 σε ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας 
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έχει συσχετιστεί µε βαθύτερη διήθηση του στρώµατος, µε συχνότερη εµφάνιση 

λεµφαδενικών µεταστάσεων και µε πτωχότερη κλινική πρόγνωση (Spandidos και συν, 1997). 

Σε ασθενείς µε πρώιµο στάδιο καρκίνου του τραχήλου της µήτρας, οι οποίες υποβλήθηκαν 

σε ριζική υστερεκτοµή, υποτροπές παρουσιάστηκαν συχνότερα σε γυναίκες θετικές στον ιό 

HPV 18 (Im και συν, 2003). Επιπλέον ο ιός HPV 18 ανιχνεύεται συχνότερα σε 

επιθετικότερους ιστολογικούς τύπους, όπως το αδενοκαρκίνωµα, σε αντίθεση µε τον ιό HPV 

16 ο οποίος κυριαρχεί στο ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα (Huang και συν, 2004). Στη µελέτη 

µας διερευνήθηκε στατιστικά το κατα πόσο οι διαφορές αυτές µεταξύ των HPV 16 και 18 θα 

µπορούσαν να αποδοθούν στην έκφραση της Ras, ωστόσο ανάµεσα σε ασθενείς θετικές για 

τον ιό HPV 16 και σε ασθενείς θετικές για τον ιό HPV 18 δε βρέθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές στην έκφραση των ογκογονιδίων ras. 

Η παρουσία ταυτόχρονα πολλών τύπων ιού HPV σε καρκινικά δείγµατα τραχήλου 

της µήτρας έχει δειχθεί από πολλούς ερευνητές σε ποικίλη συχνότητα (Huang και συν, 2004, 

Schellekens και συν, 2004, Cuschieri και συν, 2004). Η πολλαπλή HPV λοίµωξη έχει βρεθεί 

πιο συχνά σε γυναίκες µε αδενοµαλπιγιακό καρκίνωµα από ό,τι σε γυναίκες µε 

ακανθοκυτταρικό καρκίνωµα (Schellekens και συν, 2004). Γυναίκες µε πολλαπλή HPV 

λοίµωξη έχουν αυξηµένο κίνδυνο για ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της µήτρας σε σχέση 

µε γυναίκες µε µονήρη HPV λοίµωξη (Lee και συν, 2003), αν και άλλοι ερευνητές δεν έχουν 

επιβεβαιώσει τη σχέση αυτή (Cuschieri και συν, 2004, Bosch και Munoz, 2002). Επιπλέον, 

σε ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας, στις οποίες χορηγήθηκε ακτινοθεραπεία, η 

παρουσία πολλαπλής HPV λοίµωξης έχει συσχετιστεί µε πτωχή πρόγνωση (Bachtiary και 

συν, 2002). Στη µελέτη µας, η πολλαπλή HPV λοίµωξη µε τους ιούς HPV 16 και 18 ήταν η 

πιο συχνή πολλαπλή HPV λοίµωξη, γεγονός που είναι σύµφωνο µε τα ευρήµατα και άλλων 

ερευνητών (Huang και συν, 2004). Στην οµάδα των ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου της 

µήτρας, η πολλαπλή HPV λοίµωξη συσχετίστηκε µε αυξηµένη έκφραση των ογκογονιδίων 
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Η-, Κ- και Ν-ras γεγονός που υποδεικνύει τη πιθανή συµµετοχή των µονοπατιών των 

ογκογονιδίων ras στην συνεργιστική δράση των διαφορετικών ιών HPV και την εκδήλωση 

της επιθετικής τους συµπεριφοράς. 

Στην οµάδα των ασθενών µε ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία SIL, δε βρέθηκαν αλλαγές 

στην έκφραση των ογκογονιδίων ras ανάλογα µε την παρουσία ή όχι ιών HPV υψηλού 

κινδύνου, ανάλογα µε την παρουσία του ιού HPV 16 ή 18 καθώς και ανάλογα µε την 

παρουσία πολλαπλής ή µονήρους HPV λοίµωξης. Η λοίµωξη αυτή καθ’ εαυτή φαίνεται πως 

δεν είναι αρκετή για την αλληλεπίδραση του ιού HPV µε τα ογκογονίδια ras του κυττάρου 

ξενιστή. Επιπρόσθετα γεγονότα, όπως η ενσωµάτωση του ιικού γονιδιώµατος στο γονιδίωµα 

του κυττάρου ξενιστή θα µπορούσαν να προσφέρουν τις κατάλληλες προϋποθέσεις για την 

αλληλεπίδραση HPV και ras. Σε µη κακοήθεις άλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας, ο ιός 

HPV βρίσκεται στον πυρήνα του µολυσµένου κυττάρου σε επισωµατική µορφή χωρίς να 

είναι ενσωµατωµένος στο γονιδίωνα του κυττάρου (Wentzensen και συν, 2002).  

Η ενσωµάτωση του ιικού γονιδιώµατος αυξάνει τη σταθερότητα των mRNAs για τις 

ιικές πρωτεΐνες Ε6 και Ε7 γεγονός που οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση των πρωτεϊνών αυτών 

(Jeon και Lambert, 1995). Η αυξηµένη έκφραση των πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 επηρεάζει τα 

κυτταρικά µονοπάτια µετάδοσης µηνυµάτων και ιδιαίτερα τους κυτταρικούς µεταγραφικούς 

παράγοντες, γεγονός που επιδρά τόσο σε µεταγραφικό όσο και σε µεταφραστικό επίπεδο 

(Zur Hausen, 2000). Η ενσωµάτωση του ιικού γονιδιώµατος µπορεί ακόµα να οδηγήσει 

απευθείας σε αλλαγές στα κυτταρικά γονίδια λόγω της ενσωµάτωσης του ιικού DNA σε 

χρωµοσωµιακές περιοχές που βρίσκονται τα γονίδια αυτά. Τέτοιες αλλαγές έχουν περιγραφεί 

για το ογκογονίδιο myc και και το γονίδιο ΑPM-1 (Couturier και συν, 1991, Reuter και συν, 

1998). Ωστόσο η απευθείας τροποποίηση των ras λόγω ενσωµάτωσης του ιικού DNA στις 

χρωµοσωµιακές περιοχές που βρίσκονται τα γονίδια αυτά δεν φαίνεται πιθανή και τούτο 

γιατί οι ιοί HPV ενσωµατώνονται τυχαία, όπως φαίνεται στον Πίνακα 10.3, χωρίς να 
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παρουσιάζουν εκλεκτικότητα σε χρωµοσωµιακούς τόπους που εδράζονται συγκεκριµένα 

ογκογονίδια (Wentzensen και συν, 2004).  

 

Πίνακας 10.3. Περιοχές ενσωµάτωσης του ιού HPV στο γονιδίωµα του κυττάρου ξενιστή. 
 
Όνοµα 
περιοχής 
ενσωµάτωσης 
 
 

 
Τύπος ιού HPV 

 
Παθολογία 
δειγµάτων-
κυτταρικών 
σειρών 

 
Εντόπιση 
περιοχής 
ενσωµάτωσης 

 
Γονίδιο-γονιδιακός τόπος 
συσχετιζόµενα µε την 
περιοχή ενσωµάτωσης 

 
Μέθοδος µελέτης 
περιοχής ενσωµάτωσης 
 

int9 HPV 16 καρκίνος 1p36 WASF2 APOT 
V18 HPV 16 καρκίνος 1p34 BMP8 PCR 
CC192 HPV 16 καρκίνος 1q21 HS8015 PCR 
int69 HPV 16 CIN3 1q32 HS205126 APOT 
LU7 HPV 18 καρκίνος 1q32.2 CD34 PCR 
T32 HPV 18 καρκίνος 1q42 HS285861 APOT/DIPS 
int66 HPV 18 καρκίνος 1q43 CHS1 APOT 
T19 HPV 16 καρκίνος 2q21 LRP1B APOT/DIPS 
int29 HPV 16 καρκίνος 2q24 NR4A2 APOT 
int71 HPV 16 καρκίνος 2q32 GLS APOT 
T04 HPV 16 CIN3 2q34 HS25235 DIPS 
M15 HPV 16 καρκίνος 2q34-35 MAP2 PCR 
T14 HPV 16 καρκίνος 3p21 MAP4 APOT/DIPS 
MC123 HPV 18 καρκίνος 3p14 FHIT PCR 
int68 HPV 16 CIN3 4q21 PTPN13 APOT 
MC11 HPV 18 καρκίνος 5p15 HTERT PCR 
MC315 HPV 18 καρκίνος 5p13.2 SLC1A3 PCR 
int46 HPV 16 καρκίνος 5q31 KLHL3 APOT 
T18 HPV 16 καρκίνος 6p24 HS171942 APOT/DIPS 
T21 HPV 16 καρκίνος 6p23 HS633327 APOT/DIPS 
MC123 HPV 18 καρκίνος 6q26 KIAA1838 PCR 
T25 HPV 16 καρκίνος 7p22 DGKB DIPS 
T6 HPV 18 καρκίνος 7q31 FOXP2 DIPS 
int42 HPV 16 καρκίνος 8p23 HS162183 APOT 
int16 HPV 18 καρκίνος 8p11.2 HS127775 DIPS, APOT 
61 HPV 16 καρκίνος 8q21.3 RIPK2 PCR 
T29 HPV 18 καρκίνος 8q24 FLJ10359 APOT/DIPS 
MC31 HPV 18 καρκίνος 8q24 MYC PCR 
LU8 HPV 18 καρκίνος 8q24 MYC PCR 
HK10 HPV 18 καρκίνος 8q24 MYC PCR 
int25 HPV 18 καρκίνος 8q24 MYC APOT 
MC415 HPV 18 καρκίνος 8q24.2 MYC PCR 
T23 HPV 18 καρκίνος 9p22 NFIB APOT/DIPS 
HK13 HPV 18 καρκίνος 9q22 FANK PCR 
int78 HPV 16 καρκίνος 10q23 FER1L3 APOT 
73 HPV 16 καρκίνος 11p15.5 MUC5B PCR 
int27 HPV 18 καρκίνος 12q21 ALU APOT 
61 HPV 16 καρκίνος 12q21.31 MYF5 PCR 
327 HPV 16 καρκίνος 12q23.1 ELK3 PCR 
int50 HPV 16 CIN3 13q14 KPNA3 APOT 
int1 HPV 16 καρκίνος 14q24.1 HS57811 APOT 
MC34 HPV 18 καρκίνος 14q24 RNGTT PCR 
int62 HPV 16 καρκίνος 15q15 HS195730 APOT 
int61 HPV 16 καρκίνος 16q22 AFP APOT 
T15 HPV 16 καρκίνος 16q24 CDH13 APOT/DIPS 
int33 HPV 16 καρκίνος 17q12 HS23106 APOT 
AC8 HPV 18 καρκίνος 17q21 ERBB2 PCR 
T26 HPV 18 καρκίνος 17q23 HS355936 APOT/DIPS 
int13 HPV 18 καρκίνος 17q23 HS12677 APOT 
HK11 HPV 18 καρκίνος 19p13 PRKACA PCR 
LU2 HPV 18 καρκίνος 19q13 CEACAM5 PCR 
Int6 HPV 16 καρκίνος 20p11 HS97790 APOT 
T27 HPV 16 καρκίνος Xp22 HSX11910 APOT/DIPS 

PCR: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, APOT: Πολλαπλασιαµός µεταγράφων ογκογονιδίων του ιού του θηλώµατος,  
DIPS: ανίχνευση ενσωµατωµένων αλληλουχιών του ιού του θηλώµατος,  

Τροποποιηµένο από Wentzensen και συν, 2004. 
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Μελλοντικές µελέτες απαιτούνται για τη διερεύνηση του ρόλου της ενσωµάτωσης 

του ιικού DNA στη µεταγραφική ενεργοποίηση των ογκογονιδίων ras.  

 

10.6. Ανίχνευση του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις σε 

παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία των αδενοειδών ή/και των αµυγδαλοειδών  

εκβλαστήσεων 

Η µελέτη του ιού HPV στην παιδική ηλικία τα τελευταία χρόνια έχει αποκτήσει 

µεγάλο ενδιαφέρον, τόσο λόγω της αναφερόµενης αύξησης της επίπτωσης των θηλωµάτων 

στα παιδιά την τελευταία δεκαπενταετία, όσο και των νεότερων επιστηµονικών δεδοµένων, 

τα οποία υποστηρίζουν την κάθετη µετάδοση του ιού από τη µητέρα στο βρέφος. Ο ιός HPV 

ενοχοποιείται στα παιδιά για την εµφάνιση δερµατικών και γεννητικών θηλωµάτων καθώς 

και την πρόκληση της θηλωµάτωσης του λάρυγγα, µιας κατάστασης δυνητικά απειλητικής 

ακόµα και για τη ζωή του παιδιού. Πρόσφατες µελέτες έχουν ανιχνεύσει τον ιό στη 

στοµατική κοιλότητα ασυµτωµατικών παιδιών, γεγονός που αναδεικνύει νέα ερωτήµατα 

σχετικά µε τους πιθανούς τρόπους µετάδοσής του ιού στη στοµατική κοιλότητα και τη 

σηµασία του γεγονότος αυτού στη διατήρηση της λοίµωξης στην παιδική και ενήλικη ζωή 

(Koch και συν, 1997, Rice και συν, 2000, Kojima και συν, 2003, Rintala και συν, 2005, 

Cason και Mant, 2005, Herrero και συν, 2003, Chen και συν, 2005, Syrjanen, 2005). Οι 

µελέτες αυτές έχουν ανιχνεύσει τον ιό σε στοµατικά ξέσµατα ή εκπλύµατα, ενώ δεν 

υπάρχουν επαρκή στοιχεία σχετικά µε την παρουσία του ιού στην καλοήθη υπερπλασία των 

αδενοειδών και αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων στα παιδιά. Πρόσφατα, δείχθηκε σε ενήλικες 

ότι ο ιός HPV ανιχνεύεται λιγότερο συχνά στα αποφολιδούµενα κύτταρα σε σχέση µε το 

βιοψιακό υλικό του στοµατικού βλεννογόνου (Herrero και συν, 2003, Chen και συν, 2005). 

Στην παρούσα µελέτη, στα πλαίσια της συνεργασίας του Εργαστηρίου Ιολογίας της 

Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Κρήτης µε το Παθολογοανατοµικό Εργαστήριο του 
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Νοσοκοµείου Παίδων ‘Π.&Α. Κυριακού’ στην Αθήνα, συλλέχτηκαν δείγµατα σε παραφίνη 

ιστού αδενοειδών και αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων από παιδιά µε καλοήθη υπερπλασία 

των αδενοειδών ή/και των αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων τους, τα οποία υποβλήθηκαν σε 

αδενεκτοµή ή/και αµυγδαλεκτοµή την περίοδο 1995-2000. Το DNA του ιού HPV 

ανιχνεύτηκε µε τη χρήση της αντίδρασης PCR µε γενικούς εκκινητές και η τυποποίηση του 

ιού πραγµατοποίηθηκε µε PCR µε τη χρήση ειδικών εκκινητών. Οι αδενοειδείς και 

αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις αποτελούν τµήµα του λεµφώδη δακτυλίου του φάρυγγα ή 

δακτύλιου Waldayer, ο οποίος βρίσκεται στην αρχή της αναπνευστικής και πεπτικής οδού 

συµβάλλοντας στην ανοσοποιητική άµυνα του ανθρώπινου οργανισµού. Οι αδενοειδείς 

εκβλαστήσεις καλύπτονται από µονόστιβο πλακώδες επιθήλιο, ενώ οι αµυγδαλοειδείς 

εκβλαστήσεις από πολύστιβο πλακώδες χωρίς κερατινοποίηση, το οποίο παρουσιάζει 

σχισµοειδείς εµβαθύνσεις µε το σχησµατισµό µικρών κοιλοτήτων, των αµυγδαλικών 

κρυπτών. Τόσο οι αδενοειδείς όσο και οι αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις εκθέτωνται σε µια 

σειρά από µικροβιακούς παράγοντες συµπεριλαµβανοµένου του ιού Epstein-Barr, των 

αδενοϊών, των ιών του έρπητα, του αναπνευστικού συγκυτιακού ιου RSV, των ιών της 

Influenza Α και Β, του ιού της Parainfluenza καθώς και του ιού HPV (Syrjanen, 2005). 

 Με βάση πρόσφατη ανασκόπηση της βιλιογραφίας, έως το έτος 2002, µόνο 200 µη 

καρκινικά δείγµατα αδενοειδών ή αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων από ασθενείς µε 

φυσιολογικό βλεννογόνο, µε καλοήθη υπερπλασία των αδενοειδών ή των αµυγδαλοειδών 

εκβλαστήσεων, µε χρόνια αµυγδαλίτιδα ή µε θηλώµατα έχουν αναλυθεί για την παρουσία 

του ιού HPV ( Syrjanen, 2005). Ανάµεσα στους ασθενείς µε χρόνια αµυγδαλίτιδα ή καλόήθη 

υπερπλασία, το ποσοστό ανίχνευσης του ιού HPV ανέρχεται στο 14% (Watanabe και συν, 

1993, Fukushima και συν 1994, Srome και συν, 2002). Ωστόσο, άλλοι ερευνητές σε δείγµατα 

µε αµυγδαλίτιδα ή καλοήθη υπερπλασία των αδεοειδών δεν έχουν µπορέσει να ανιχνεύσουν 

τον ιό (Brandsma and Abramson, 1989, Snijders et al, 1992, Fukushima et al 1994, 
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Klussmann et al, 2001). Πρόσφατα, οι Chen και συν µελέτησαν δείγµατα αµυγδαλοειδών 

εκβλαστήσεων από 212 ασθενείς µε αµυγδαλίτιδα ή καλοήθη υπερπλασία των 

αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων και το ποσοστό ανίχνευσης του ιού HPV στο σύνολο των 

ασθενών της µελέτης ήταν 6,3%, ενώ στα παιδιά της µελέτης ήταν 8,2% (Chen και συν, 

2005). 

Στη µελέτη µας, ο ιός HPV ανιχνεύτηκε στο 9,4% των ασθενών µε καλοήθη 

υπερπλασία των αµυγδαλοειδών ακβλαστήσεων και στο 7,1% των ασθενών µε καλοήθη 

υπερπλασία των αδενοειδών εκβλαστήσεων. Ο ιός HPV ανιχνεύτηκε τόσο στα αγόρια όσο 

και στα κορίτσια και τα ποσοστά του στα δύο φύλα δε διέφεραν στατιστικά σηµαντικά. To 

γεγονός αυτό είναι σύµφωνο µε προηγούµενες µελέτες στοµατικών ξεσµάτων ή εκπλυµάτων 

στα παιδιά, οι οποίες έχουν δείξει πως ο ιός ανιχνεύται µε παρόµοια συχνότητα και στα δύο 

φύλα (Mund και συν, 1997, Rice και συν, 2000, Kojima και συν, 2003).  

 

10.7. Συσχέτιση της παρουσιάς του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς 

εκβλαστήσεις σε παιδιά µε την ηλικία τους 

Η µέση ηλικία των παιδιών, στα οποία ανιχνεύτηκε ο ιός HPV στις αδενοειδείς ή στις 

αµυγδαλοειδείς τους εκβλαστήσεις ήταν στατιστικά σηµαντικά µικρότερη (4,1 έτη) σε σχέση 

µε τη µέση ηλικία των HPV-αρνητικών παιδιών (7,8 έτη). Το ποσοστό των HPV-θετικών 

παιδιών της προσχολικής ηλικίας ήταν 15,1% (8/53), ενώ το αντίστοιχο ποσοστό HPV-

θετικών παιδιών σχολικής ηλικίς ήταν µόλις 1,9% (1/53). Το εύρηµα αυτό συµφωνεί µε τα 

αποτελέσµατα άλλων ερευνητών, συµπεριλαµβανοµένου και των αποτελεσµάτων που έχουν 

προκύψει µε βάση ορολογικές µελέτες, τα οποία αναδεικνύουν την παρουσία του ιού HPV 

περισσότερο συχνά σε παιδιά µικρότερης ηλικίας (Mund και συν, 1997, Summergill και συν, 

2001, Chen και συν, 2005). Πρόσφατα στη µελέτη των Chen και συν, ο ιός HPV ανιχνεύτηκε 

στο 11,5% των παιδιών προσχολικής ηλικίας µε µέση ηλικία τα 4,6 έτη, ενώ το αντίστοιχο 
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ποσοστό στα παιδιά της σχολικής ηλικίας µε µέση ηλικία τα 10,4 έτη ήταν 6,5% (Chen και 

συν, 2005). Ωστόσο, τα αποτελέσµατα από άλλους ερευνητές δεν έχουν επιβεβαιώσει τη 

συσχέτιση της παρουσιάς του ιού στη στοµατική κοιλότητα µε την ηλικία, γεγονός που 

απαιτεί περεταίρω διερεύνηση (Rice και συν, 2000, Kojima και συν, 2003). Επιπλέον, 

αντικείµενο µελοντικής προοπτικής µελέτης θα µπορούσε να αποτελέσει η αξιολόγηση του 

πιθανού ρόλου της παρουσίας του ιου HPV στην εκδήλωση σε µικρότερη ηλικία καλοήθους 

υπερπλασίας των αδενοειδών ή των αµυγδαλοειδών εκβλαστήσεων στα παιδιά. 

  

10.8. Τυποποίηση του ιού HPV σε αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις 

σε παιδιά 

Η τυποποίηση του ιού στα δείγµατα της µελέτης ανέδειξε την κυριαρχία του ιού HPV 

16 στις αδενοειδείς και αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις σε ποσοστό 66,7% των HPV-θετικών 

δειγµάτων. Το αποτέλεσµα αυτό συµφωνεί µε τα ευρήµατα και άλλων ερευνητών (Watanabe 

και συν, 1993, Fuushira και συν, 1994, Strome και συν, 2002, Chen και συν, 2005). Η 

κυριαρχία του ιού HPV 16 στη στοµατική κοιλόητα στην παιδική ηλικία έχει επιβεβαιωθεί 

και στις µελέτες, στις οποίες αναλύθηκαν στοµατικά ξέσµατα ή εκπλύµατα (Rice και συν, 

2000, Kojima και συν, 2003). Η λοίµωξη µε τον ιό HPV 16 στη στοµατική κοιλότητα σε 

ενήλικες έχει συσχετιστεί µε αυξηµένο κίνδυνο τόσο ανάπτυξης καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας στις γυναίκες όσο και ανάπτυξης καρκίνου στις αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις 

(Schwartz και συν, 1998, Syrjanen, 2005). 

Ο ιός HPV 11 ανιχνεύτηκε λιγότερο συχνά, ενώ κανένα δείγµα δεν ήταν θετικό για 

τους τύπους HPV 18 και 33, οι οποίοι εξετάστηκαν. Ο ιός HPV 11 αποτελεί έναν από τους 

πιο συχνά ανιχνευόµενους τύπους HPV ιού στα θηλώµατα της γεννητικής περιοχής στα 

παιδιά (Armstrong και συν, 1997). Επιπλέον, θεωρείται ένας από τους κύριους τύπους ιού 

που προκαλούν θηλωµάτωση του λάρυγγα στην παιδική ηλικία (Hartley και συν, 1994, 
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Rimell και συν, 1997). Έχει δειχθεί πως ασθενείς µε θηλωµάτωση του λάρυγγα θετικοί στον 

ιό ΗPV 11 αναπτύσσουν πιο επιθετική νοσο και απαιτούν πιο συχνή χειρουργική 

αντιµετώπιση (Hartley και συν, 1994, Rimell και συν, 1997, Rabah και συν, 2001, Wiatrak 

και συν, 2004). 

Στη µελέτη µας, δεν βρέθηκαν δείγµατα θετικά ταυτόχρονα σε περισσότερους του 

ενός τύπους ιού HPV, γεγονός που υποδεικνύει την απουσία πολλαπλής HPV λοίµωξης στη 

στοµατική κοιλότητα στα παιδιά. Η πολλαπλή τραχηλική HPV λοίµωξη, η οποία στον 

τράχηλο των HPV θετικών γυναικών αποτελεί συχνό εύρηµα, έχει συσχετιστεί µε αυξηµένο 

κίνδυνο ανάπτυξης του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας, όπως αναλύθηκε προηγουµένως 

στην Παράγραφο 10.5. Επίσης έχει δειχθεί σε ενήλικες πως η ανίχνευση πολλαπλής HPV 

λοίµωξης στη στοµατική κοιλότητα συσχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου 

στις αµυγδαλοειδείς εκβλαστήσεις (Syrjanen, 2005). Περαιτέρω έρευνα απαιτέιται για την 

κατανόηση και τη σηµασία της µονήρους HPV λοίµωξης στη στοµατική κοιλότητα 

ασυµπτωµατικών παιδιών. 

 

10.9. Συζήτηση των πιθανών τρόπων µετάδοσης του ιού HPV στη στοµατική 

κοιλότητα στα παιδιά 

 Στους τρόπους µετάδοσης του ιού HPV περιλαµβάνονται η σεξουαλική 

κακοποίηση, ο ετερο-ενοφθαλµισµός, ο αυτο-ενοφθαλµισµός και η µετάδοση του ιού µεσω 

φοµιτών από µολυσµένες επιφάνειες ή αντικείµενα (Σχήµα 10.4). Επίσης τα τελευταία 

χρόνια, νεότερα δεδοµένα υποστηρίζουν την κάθετη µετάδοση του ιού από τη µητέρα στο 

βρέφος, γεγονός το οποίο πρέπει να λαµβάνεται σοβαρά υπόψη κατά τη διαχείριση ενός 

παιδιού µε HPV-συσχετιζόµενη αλλοίωση. Παρά το γεγονός πως η σεξουαλική κακοποίηση 

αποτελεί µια πιθανότητα, η οποία απαιτεί λεπτοµερή διερεύνηση και σε αρκετές περιπτώσεις 

παραποµπή του περιστατικού σε ειδικό ειδικευµένο παιδίατρο ή ιατροδικαστή, οι µη 
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σεξουαλικά σχετιζόµενοι τρόποι µετάδοσης του ιού στη στοµατική κοιλότητα των παιδιών 

φαίνεται πως είναι πολύ πιο πιθανοί (Syrjanen και Puranen, 2000). Στη µελέτη µας, τόσο στα 

HPV-θετικά παιδιά όσο και σε εκείνα στα οποία δεν ανιχνεύτηκε ο ιός στις αδενοειδείς ή 

στις αµυγδαλοειδείς τους εκβλαστήσεις δεν υπήρχε καµία ένδειξη σεξουαλικής 

κακοποίησης. Το γεγονός αυτό έχει ιδιαίτερη σηµασία δεδοµένου πως µε βάση τα 

αποτελέσµατά µας η παρουσία του ιού στις αδενοειδείς και στις αµυγδαλοειδείς 

εκβλαστήσεις των παιδιών δε σχετίζεται µε σεξουαλική κακοποίηση. 

 

Σχήµα 10.4. Τρόποι µετάδοσης του ιού HPV στην παιδική ηλικία. 

 

 
 

 Η µετάδοση του ιού από τη µητέρα στη στοµατική κοιλότητα του βρέφους έχει 

προταθεί από αρκετούς ερευνητές (Fredericks και συν, 1993, Cason και συν, 1995, 

Armstrong και συν, 1997, Catterjee και συν, 1998, Myhre και συν, 2003). Πρόσφατα οι 
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Rintala και συν, οι οποίοι εξέτασαν στοµατικά ξέσµατα από 324 παιδιά στα πρώτα 3 χρόνια 

της ζωής τους, έδειξαν πως η HPV λοίµωξη ανιχνεύεται λιγότερο συχνά καθώς η ηλικία 

αυξάνει (Rintala και συν, 2005). Οι Mant και συν, εξέτασαν κατα πόσο η λοίµωξη της 

στοµατικής κοιλότητας µε τον ιό HPV 16 σε παιδιά 4-8 ετών είναι παροδική ή επιµένουσα 

εξετάζοντας ξέσµατα από τη στοµατική κοιλότητα των παιδιών 30 µήνες µετά την αρχική 

εκτίµησή τους (Mant και συν, 2003). Κατά την επανεξέτασή τους, σε 40% HPV 16 θετικών 

παιδιών δεν ανιχνεύτηκε ο ιός, ενώ το 63% των παιδιών που κατά την αρχική εκτίµηση ήταν 

αρνητικό στον ιό είχε θετικοποιηθεί, µε πιο πιθανό τρόπο µετάδοσης του ιού µε ετερο-

ενοφθαλµισµό. Η εξέλιξη της λοίµωξης στη στοµατική κοιλότητα στα παιδιά και η σηµασία 

της στη µετάδοση του ιού σε άλλες ανατοµικές θέσεις αποµένει να διευκρινισθεί στο µέλλον.  

  

10.10. Συµπεράσµατα 

Η παρούσα µελέτη αναδεικνύει το ρόλο της µεταγραφικής ενεργοποίησης των 

ογκογονιδίων H-ras and N-ras στην καρκινογένεση του τραχήλου της µήτρας. Οι 

συσχετίσεις που βρέθηκαν µεταξύ της ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras και της 

παρουσίας του ιού HPV προτείνουν την πιθανή αλληλεπίδραση HPV και ras για την 

κακοήθη εξαλλαγή των κυττάρων του ξενιστή. H κατανόηση του ρόλου των ογκογονιδίων 

ras στην εξέλιξη της HPV λοίµωξης αναµένεται να συµπληρώσει τις γνώσεις µας σχετικά µε 

την ογκογόνο δράση του ιού στον τράχηλο της µήτρας αλλά και σε άλλες ανατοµικές θέσεις 

τόσο στους ενήλικες, όσο και στα παιδιά και να συµβάλει στην ανεύρεση νέων διαγνωστικών 

και θεραπευτικών προσεγγίσεων. Η ανίχνευση του ιού HPV στις αµυγδαλοειδείς και στις 

αδενοειδείς εκβλαστήσεις αναδεικνύει το ρόλο του ιού στην παιδική ηλικία και δηµιουργεί 

νέα ερωτήµατα σχετικά µε τους τρόπους µετάδοσής του. Η µέση ηλικία των HPV-θετικών 

παιδιών ήταν µικρότερη σε σχέση µε τη µέση ηλικία των παιδιών, στα οποία δεν ανιχνεύτηκε 

ο ιός. Ο ιός HPV 16 ανιχνεύτηκε πιο συχνά , ενώ σε µικρότερη συχνότητα βρέθηκε ο ιός 
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HPV 11. ∆εν παρατηρήθηκαν διαφορές µε βάση το φύλο, την καταγωγή, τον τόπο διαµονής 

των παιδιών και την ιστολογία των δειγµάτων που µελετήθηκαν. Οι επιπτώσεις της 

παρουσίας του ιού HPV, παρά το γεγονός της χαµηλής της συχνότητας, στις αµυγδαλοειδείς 

και αδενοειδείς εκβλαστήσεις αποµένουν να διευκρινισθούν. Περαιτέρω έρευνα όσον αφορά 

τη HPV λοίµωξη στα παιδία θα µας βοηθήσει στο να κατανοήσουµε τη φυσική ιστορία του 

ιού και τους τρόπους µετάδοσής του στην παιδική ηλικία και την ενήλικη ζωή. 
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ΛΕΞΙΛΟΓΙΟ-ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 

 

Αγγελιοφόρο RNA (mRNA): Μόριο RNA το οποίο χρησιµοποιείται ως µήτρα για την σύνθεση 

των πολυπεπτιδικών αλυσίδων µε τη διαδικασία της µεταγραφής. 

 

Αδενοειδής εκβλάστηση (Adenoid): Πυραµοειδές τµήµα του λεµφώδή δακτυλίου του φάρυγγα 

(δακτύλιος του Waldayer) στον άνω οπίσθοφάρυγγα επικαλυπτόµενο από µονόστιβο επιθήλιο. 

Ονοµάζεται και φαρυγγική αµυγδαλή. 

 

Αδενοειδής υπερπλασία (Adenoid hyperplasia): Καλοήθης υπερπλασία της αδενοειδούς 

εκβλάστηση, η οποία αποτελεί συχνό αίτιο απόφραξης του ανώτερου αεραγωγού στην παιδική 

ηλικία. 

 

Αλληλόµορφα Γονίδια (Alleles Genes): Εναλλακτικές µορφές ενός γονιδίου σε µια 

συγκεκριµένη θέση ή περιοχή ενός χρωµοσώµατος. 

 

Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυµεράσης (PCR): Μοριακή τεχνική πολλαπλασιασµού µιας 
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συγκεκριµένης αλληλουχίας DNA µε τη βοήθεια του ενζύµου της DNA πολυµεράσης και τη χρήση 

κατάλληλων ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών κατά τη διάρκεια διαδοχικών κύκλων επιµήκυνσης.  

 

Αµυγδαλοειδής εκβλάστηση (Tonsil): Τµήµα του λεµφώδή δακτυλίου του φάρυγγα (δακτύλιος 

του Waldayer), το οποίο βρίσκεται σε κάθε πλευρά στον τρίγωνο χώρο µεταξύ των παρίσθµιών 

καµάρων.Επικαλύπτεται από πολύστιβο µη κερατινοποιηµένο πλακώδες επιθήλιο, το οποίο 

εµφανίζει σχισµοειδείς εµβανθύνσεις µε αποτέλεσµα των σχηµατισµό µικρών κοιλοτήτων, των 

αµυγδαλικών κρυπτών. Ονοµάζεται και παρίσθµια  αµυγδαλή ή απλά αµυγδαλή. 

 

Ανιχνευτής (Probe): Σηµασµένη αλληλουχία DNA ή RNA, που χρησιµοποιείται για να ανιχνεύσει 

την παρουσία συµπληρωµατικής αλληλουχίας µε τη χρήση µοριακής υβριδοποίησης. 

 

Αντίστροφη Μεταγραφάση-Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυµεράσης (RT-PCR): Μοριακή 

τεχνική µετατροπής του DNA σε RNA µε τη χρήση του ενζύµου της αντίστροφης µεταγραφάσης, το 

οποίο καταλύει τον πολλαπλασιασµού DNA χρωσιµοποιώντας ως µήτρα RNA, και στη συνέχεια 

πολλαπλασιασµού µιας συγκεκριµένης αλληλουχίας DNA µε τη βοήθεια του ενζύµου της DNA 

πολυµεράσης και τη χρήση κατάλληλων ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών κατά τη διάρκεια 

διαδοχικών κύκλων επιµήκυνσης. 

 

Βίριο (Virion): Το πλήρες σωµατίδιο ενός ιού. 

 

Γονιδιακή Θεραπεία (Gene Therapy): Θεραπευτική προσέγγιση για την αντιµετώπιση 

νοσηµάτων µε τη βοήθεια της γονιδιακής µεταφοράς στο κυτταρικό γονιδίωµα χρησιµοποιώντας 
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κατάλληλα συστήµάτα µεταφοράς. 

 

Γονιδίωµα (Genome): Η πλήρης αλληλουχία DNA ενός οργανισµού που περιλαµβάνει το σύνολο 

της γενετικής πληροφορίας. 

 

Αµυγδαλοειδής υπερπλασία (Tonsillar hyperplasia): Καλοήθης υπερπλασία των παρίσθµιων 

αµυγδαλών, η οποία αποτελεί συχνό αίτιο απόφραξης του ανώτερου αεραγωγού στην παιδική 

ηλικία. 

 

Γονότυπος (Genotype): H γενετική σύσταση ενός ατόµου, η οποία καθορίζεται από το είδος των 

αλληλόµορφων γονιδίων σε έναν συγκεκριµένο γονιδιακό τόπο. 

 

∆ακτύλιος του Waldayer (Waldayer’s ring): Με τον όρο αυτό αναφέρεται ο λεµφώδης 

δακτύλιος του φάρυγγα, ο οποίος περιλαµβάνει τις δύο παρίσθµιες αµυγδαλές, τη φαρυγγική 

αµυγδαλή και η γλωσσική αµυγδαλή. 

 

∆εοξυριβονουκλεικό οξύ (DNA): Πολυµερές δεοξυριβονουκλεοτιδίων που περιέχουν 

δεοξυριβόζη και το οποίο µεταγράφεται σε RNA. 

 

DNA πολυµεράση (DNA polymerase): Ένζυµο υπεύθυνο για τη αντιγραφή του DNA, που 

επιτυγχάνεται µε τη χρησιµοποίηση κάθε συµπληρωµατικής αλυσίδας της διπλής έλικας του DNA 

ως µήτρα για τη σύνθεση µιας νέας αλυσίδας. 
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Ειδικότητα (Specificity): Η συχνότητα µε την οποία µια διαγνωστική δοκιµασία  δίνει αρνητικό 

αποτέλεσµα στις περιπτώσεις πραγµατικού αρνητικού αποτελέσµατος. 

 

Eκκινητές (Primers): Ολιγονουκλεοτιδικές αλυσίδες DNA, οι οποίες χρησιµοποιούνται στην 

Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυµεράσης για τον πολλαπλασιασµό συγκεκριµένης αλληλουχίας 

DNA µε επαναλαµβανόµενους κύκλους επιµήκυνσης τους. 

 

Ενδοεπιθηλιακή Νεοπλασία τραχήλου της µήτρας (CIN): Καλοήθεις προκαρκινικές 

νεοπλασµατικές αλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας για τις οποίες ενοχοποιείται ο ιός του 

θηλώµατος του ανθρώπου HPV. 

 

Ενισχυτής (Enhancer): Αλληλουχία DNA που δρα αυξάνοντας τη µεταγραφή ενός παρακείµενου 

γονιδίου στην ίδια αλυσίδα. 

 

Ενσωµάτωση (Integration): Η προσθήκη πλασµιδιακού ή µη γενετικού υλικού σε συγκεκριµένη 

θέση του κυτταρικού γονιδιώµατος. 

 

Εξόνιο (Εxon): Μεταγραφόµενες περιοχές ενός γονιδίου που υπάρχουν στο ώριµο mRNA και 

περιέχουν κωδικοποιούσα πληροφορία. 

 

Ευαισθησία (Sensitivity): Η συχνότητα µε την οποία µια διαγνωστική δοκιµασία δίνει θετικό 

αποτέλεσµα στις περιπτώσεις πραγµατικού θετικού αποτελέσµατος. 
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Ζεύγος βάσεων (bp): Κάθε ζευγάρι που προκύπτει από τη συµπληρωµατική σύνδεση πουρίνης – 

πυριµιδίνης µε δεσµούς υδρογόνου στο δίκλωνο µόριο DNA. 

 

Ηλεκτροφόρηση (Electrophoresis): Μοριακή τεχνική διαχωρισµού νουκλεϊκών ή πρωτεϊνικών 

µορίων µε βάση το ηλεκτρικό τους φορτίο και το µέγεθός τους. 

  

Θήλωµα (Papilloma): Καλοήθης αλλοίωση του επιθηλίου, η οποία οφείλεται κυρίως στον ιό του 

θηλώµατος τυ ανθρώπου HPV. Συχνές εντοπίσεις θηλωµάτων στον άνθρωπο αποτελέι το δέρµα, η 

γενετική περιοχή, ο στοµατικός βλεννογόνος, ο ρινικός βλεννογόνος, η ουροδόχος κύστη καθώς 

και ο λάρυγγας. Η ανίχνευση στη γενετική περιοχή  θηλωµάτων στην παιδική ηλικία έχει 

σηµαντικές νοµικές συνέπειες λόγω της πιθανότητας σεξουαλικής κακοποίησης του παιδιού. Η 

θηλώµάτωση του λάρυγγα αποτελεί βασική αιτία πλήρους απόφραξης του αεραγωγού στην παιδική 

ηλικία.  

 

Ιικό σωµατίδιο (Virion): Το πλήρες σωµατίδιο ενός ιού στη µορφή που βρίσκεται εξωκυττάρια. 

 

Iικό ογκογονίδιο (Viral Oncogene): Γονίδιο του ιικού γονιδιώµατος η έκφραση του οποίου 

µπορεί να προκαλέσει καρκινική εξαλλαγή του κυττάρου ξενιστή. 

 

Ιντρόνιο (Intron): Τµήµα ενός γονιδίου που αρχικά µεταγράφεται σε RNA, αλλά στη συνέχεια 

αφαιρείται µε µάτισµα και δε συναντάται στ ώριµο mRNA. 

 

Ιοί (Viruses): Οι µικρότεροι γνωστοί λοιµογόνοι οργανισµοί, οι οποίο προσβάλλουν τον 
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άνθρωπο προκαλώντας µια σειρά από ποικίλης βαρύτας ασθένειες.   

Ιολογία (Virology): Ο κλάδος της επιστήµης, ο οποίος ασχολείται µε τη µελέτη των ιών. Ο όρος 

Κλινική Ιολογία (Clinical Virology) αναφέρεται στη µελέτη των ιών που προσβάλουν τον 

ανθρώπινο οργανισµό και έχει ως αντικείµενο τη διάγνωση, τη θεραπευτική αντιµετώπιση και τη 

πρόληψη των λοιµώξεων που προκαλούν οι ιοί στον άνθρωπο. 

 

Ιός του θηλώµατος του ανθρώπου (HPV): Mικροί DNA ιοί µε διάµετρο περίπου 55-60nm, οι 

οποίοι ανήκουν στην οικογένεια των Papοvaviridae ιών. Η ονοµασία τους οφείλεται στην ιδιότητα 

τους να προκαλούν θηλώµατα στον άνθρωπο. Μέχρι σήµερα έχουν περιγραφεί περισσότεροι από 

130 διαφορετικοί γονότυποι ιών HPV, οι οποίοι προκαλούν πλήθος αλλοιώσεων, καλοήθων και 

κακοήθων, στο δέρµα και τους βλεννογόνους τόσο στους ενήλικες όσο και στα παιδιά. 

 

Κάθετη µετάδοση (Vertical transmission): Ο όρος αυτός ανεφέρεται στην µετάδοση ενός 

λοιµογόνου παράγοντα, π.χ. ιού, από τη µητέρα στο βρέφος. Η µετάδοση του λοιµογόνου 

παράγοντα µπορεί να συµβεί πριν τον τοκετό µέσω του πλακούντα, τα τη διάρκεια του τοκετού ή 

από το γάλα της µητέρας κατά το θηλασµό.  

 

Καρκίνος τραχήλου της µήτρας (Cervical Cancer): Kακόηθες νεόπλασµα του τραχήλου της 

µήτρας για την πρόκληση του οποίου ενοχοποιείται ο ιός του θηλώµατος του ανθρώπου HPV. 

Αποτελεί τη δεύτερη σε συχνότητα κακοήθη νεοπλασία, µετά τον καρκίνο του µαστού, στις γυναίκες 

παγκόσµιa. 

 

Κάθετη µετάδοση (Vertical transmission): Με τον όρο αυτό αναφέρεται η µετάδοση ενός 
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παθογόνου παράγοντα, ιογενούς ή µικροβιακού, από τη µητέρα στο βρέφος πριν, κατά τη διάρκεια 

ή λίγο µετά από τον τοκετό. 

 

Καψίδιο (Capsid): Tο πρωτεϊνικό περίβληµα ενός ιού. 

 

Καψοµερίδιο (Capsomeres): Οι πρωτεϊνικές δοµικές µονάδες, απο τις οποίες αποτελείται το 

καψίδιο ενός ιού. 

 

Κλώνος (Clone): Το σύνολο γενετικά όµοιων κυττάρων, που έχουν προέλθει µε µίτωση από ένα 

µοναδικό προγονικό κύτταρο. 

 

Κυκλικό DNA (cDNA): Το DNA που συντίθεται µε µήτρα το RNA µε τη χρήση της αντίστροφης 

µεταγραφάσης. 

 

Κυτταρικό ογκογονίδιο (Cellular Oncogene): Ενεργοποιηµένο πρωτο-ογκογονίδιο που µπορεί 

να προκαλέσει καρκινική εξαλλαγή στο κύτταρο που εκφράζεται.  

 

Κωδικόνιο (Codon): Τριάδα βάσεων στο µόριο του DNA ή του RNA που κωδικοποιεί ένα 

αµινοξύ. 

 

Μάτισµα (Splicing): Η αποµάκρυνση των ιντρονίων και η επανασύνδεση των εξονίων σε επίπεδο 

RNA για τη δηµιουργία του ώριµου mRNA. 
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Μεθυλίωση DNA (DNA Methylation): Οµοιοπολική προσθήκη µεθυλοµάδων στο DNA, 

γεγονός που σχετίζεται µε ελαττωµένα επίπεδα µεταγραφής ενός γονιδίου. 

Μεταγραφή (Transcription): Η σύνθεση ενός µονόκλωνου RNA µορίου από ένα δίκλωνο DNA 

που χρησιµεύει ως µήτρα µε τη βοήθεια του ενζύµου της RNA πολυµεράσης. 

 

Μεταλλαγή (Mutation): Κάθε αλλαγή στην αλληλουχία του γενωµικού DNA που συµβαίνει 

τυχαία ή λόγω της επίδρασης χηµικών ή φυσικών παραγόντων που ονοµάζωνται µεταλλαξιογόνα. 

 

Μετάφραση (Expression)): Η διαδικασία σύνθεσης ενός πεπτιδίου που κατευθύνεται από την 

αλληλουχία ενός συγκεκριµένου mRNA. 

 

Μοριακή Ιατρική (Molecular Medicine): Νέος ταχύτατα εξελισσόµενος κλάδος της σύγχρονης 

ιατρικής επιστήµης, ο οποίος έχει ως στόχο τη µελέτη της µοριακής βάσης κληρονοµικών και µη 

νοσηµάτων, την εφαρµογή στην κλινική πράξη νέων µοριακών τεχνικών και µεθόδων καθώς και 

την ανάπτυξη θεραπευτικών προσεγγίσεων, όπως η γονιδιακή θεραπεία. 

 

Ογκογονίδιο (Oncogene): Γονίδιο, ιικό ή κυτταρικό, που το πρωτεϊνικό του προϊόν µπορεί να 

προκαλέσει στο κύτταρο καρκινική εξαλλαγή. 

 

Ογκοκατασταλτικό γονίδιο (Oncosuppressive Gene) : Κυτταρικό γονίδιο η απενεργοποίηση 

του οποίου οδηγεί στην καρκινική εξαλλαγή του κυττάρου.  

 

Περιοριστικό ένζυµο (Restriction Enzyme): Ενδονουκλεάση που τένει το δίκλωνο DNA σε 
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ειδικές νουκλεοτιδικές αλληλουχίες. 

 

Περιοχή (Domain): Περιοχή της αµινοξικής αλληλουχίας µιας πρωτεΐνης που συνδέεται µε µια 

ειδική λειτουργία ή το αντίστοιχο τµήµα σε ένα γονίδιο. 

 

Πλασµίδιο (Plasmid): Ανεξάρτητο πολλαπλασιαζόµενο, εξωχρωµοσωµικό κυκλικό µόριο DNA. 

 

Πολλαπλασιασµός ή Ενίσχυση (Αmplification): Η παραγωγή πολλαπλών αντιγράφων µιας 

αλληλουχίας DNA. 

 

Πολυµορφισµοί µεγέθους περιοριστικών τνηµάτων (RFLP): Η ποικιλοµορφία στην 

αλληλουχία του DNA που αλλάζει το µέγεθος ενός τµήµατος που προκύπτει µετά από πέψη µε ένα 

περιοριστικό ένζυµο. 

 

Πρωτεΐνη Ras (Ras Protein): Ενδοκυττάρια πρωτεΐνη της µεµβράνης του κυττάρου µε δράση 

GTPάσης µεγέθους 21kD που κωδικοποιείται από τα ογκογονίδια H-, K- και N-ras.  

 

Πρωτο-ογκογονίδιο (Proto-oncogene): Κυτταρικό ογκογονίδιο που ενέχεται στον έλεγχο της 

φυσιολογικής κυτταρικής λειτουργίας, η ενεργοποίηση των οποίων οδηγεί στη µετατροπή τους σε 

ογκογονίδια που µπορούν να προκαλέσουν καρκινική εξαλλαγή. 

 

ras ογκογονίδια (ras oncogenes) : Οικογένεια ογκογονιδίων µε σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση 

βασικών κυτταρικών λειτουργιών, όπως ο πολλαπλασιασµός και η διαφοροποίηση του κυττάρου. 
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Στον άνθρωπο έχουν ταυτοποιηθεί τρία γονίδια ras: το Κ-ras στο βραχύ σκέλος του 

χρωµοσώµατος 12 (12p12.1-ptr), το H-ras στο βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 11 (11p15.1-

p15.5) και το N-ras στο βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 1 (1p22-p32). Έχουν επίσης 

ταυτοποιηθεί και δύο ψευδογονίδια, τα H-ras 2 και K-ras 1, τα οποία όµως δεν είναι λειτουργικά. 

Τα ογκογονίδια ras.συγκαταλέγονται µεταξύ των κυριότερων γονιδίων µε καθοριστικό ρόλο στην 

καρκινογένεση. 

 

Ριβονουκλεικό οξύ (RNA): Πολυµερές ριβονουκλεοτιδίων που περιέχουν ριβόζη αντί για 

δεοξυριβόζη και στο οποίο µεταγράφεται το DNA. 

 

RNA πολυµεράσες (RNA polymerases): DNA εξαρτώµενα ένζυµα µεταγραφής που συνθέτουν 

RNA από πρόδροµα τριφωσφορικά ριβονουκλεοτίδια. 

 

Σηµειακή µετάλλάξη (Point Mutation): Η µετάλλαξη που οφείλεται στην αντικατάσταση ενός 

νουκλεοτιδίου από ένα άλλο. 

 

Τράχηλος της µήτρας (Uterine Cervix): Το χαµηλότερο τµήµα της µήτρας, µήκους περίπου 3cm 

και διάµετρου 2-2,5cm, το οποίο επικοινωνεί µε την κοιλότητα του σώµατος της µήτρας µε το έσω 

στόµιο της µήτρας και µε την κοιλότητα του κόλπου µε το έξω στόµιο της µήτρας. Ο τράχηλος της 

µήτρας διακρίνεται στον εξωτράχηλο και στον ενδοτράχηλο.  

 

Υβριδοποίηση (Hybridization): H µοριακή τεχνική ζευγαρώµατος µε βάση τη 

συµπληρωµατικότητα µιας RNA και µιας DNA αλυσίδας ή δύο διαφορετικών DNA. 
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Υπερέκφραση (Overexpression): Αυξηµένη έκφραση ενός πρωτεϊνικού µορίου λόγω 

τροποποιήσεων σε επίπεδο DNA, µεταγραφής, µετάφρασης ή µετα-µεταφραστικών µηχανισµών.  

 

Υποκινητής (Promoter): Αλληλουχία που καθορίζει τη θέση έναρξης της µεταγραφής και 

ελέγχουν την ποσότητα του παραγόµενου mRNA. 

 

Φαινότυπος (Phenotype): Το αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης του γονότυπου µε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες που προκύπτει από την έκφραση ενός συγκεκριµένου γονιδίου ή 

γονιδίων. 

 

Φάκελος ή Έλυτρο (Envelope): Το περίβληµα µε το οποίο περιβάλλεται το νουκλεοκαψίδιο 

ορισµένων ιών. 

 

Χιλιοβάση (kb): Χίλια ζεύγη βάσεων µιας αλληλουχίας DNA. 

 

Ψευδογονίδιο (Pseudogene): Αλληλουχία DNA που διαθέτει τη δοµή εκφραζόµενου γονιδίου 

αλλά δεν είναι λειτουργική και δεν παράγει πρωτεϊνικό προϊόν. 
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Abstract

Objective. Overexpression of p21 protein has been detected in human cervical cancer. However, to date, there are no data on the

differential activation of the three ras genes at the transcriptional level in cervical lesions. The purpose of this study was to evaluate the

quantitative and qualitative changes of expression of the ras family genes in the development of human cervical cancer.

Methods. The expression of ras mRNA levels in 35 human cervical specimens [11 normal cervix, 15 cervical intraepithelial neoplasia

(CIN), 9 cervical cancer] was examined using the RT-PCR technique. In addition, we studied the incidence of point mutations in codon 12 of

each ras gene using RFLP analysis and human papilloma virus (HPV) status.

Results. The transcript levels for H-ras and N-ras were significantly higher in cancer cases compared to normal cervical tissues (P =

0.0002 and P = 0.001, respectively) and CIN lesions (P < 0.0001 and P = 0.002, respectively). The transcript levels for K-ras were similar in

normal cervical tissue, CIN and cervical cancer. A strong positive correlation was found between H- and N-ras expression (P = 0.001) and

no correlation between H- and K- or N- and K-ras expression. Point mutations were detected only in three samples, located in codon 12 of K-

ras gene. No relationship was found between expression levels of each ras gene and the presence of HPV.

Conclusion. Our findings indicate the expression pattern of the three ras genes in cervical tissue and the involvement of H- and N-ras up-

regulation in the pathogenesis of cervical cancer independent of HPV infection.

D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: ras; RT-PCR; Expression; Cervical cancer; CIN; HPV

Introduction 16 and 18 (‘high risk’)—is associated with high-grade
Cervical cancer is one of the most common malignancies

affecting women world-wide. More than 471,000 new cases

are diagnosed annually predominantly in less developed

countries, where 80% of the world’s cervical cancer occurs

[1]. In United States, 12,900 new cases are diagnosed each

year and approximately one-third of these women die of the

disease [2]. In the last decades, the Papanicolaou (Pap)

smear screening has led to a steep decline in incidence and

mortality from cervical cancer world-wide [3].

Human papilloma virus (HPV) has been identified as the

principal etiologic agent for cervical cancer and its precur-

sors. The presence of specific types of HPV—mainly types
0090-8258/$ - see front matter D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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intraepithelial lesions and at least 90% of cervical carcino-

mas [4–7]. The oncogenic potential of HPV is genetically

confined to two small open reading frames (ORFs) encoding

the proteins E6 and E7 [6,7]. High risk E6 and E7 interact

with the host cell DNA and functionally inactivate the p53

and the retinoblastoma (Rb) protein [8,9]. Both p53 and Rb

are important tumor suppressor genes, whose products

maintain cell cycle regulation, protect the cellular repair

process and are involved in apoptosis. To act as oncogenes,

however, E6 and E7 have to be uncoupled from their normal

function during the regular permissive life cycle [10,11]. In

vitro experiments have shown that HPV 16 and 18 are able

to immortalize primary keratinocytes, but they are not

sufficient to engender a full tumorigenic conversion [12].

Because only a small fraction of HPV-infected women ever

develop cervical cancer, additional environmental, lifestyle

and genetic factors, such as the activation of cellular
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oncogenes, are likely to be involved in the persistence and

progression of HPV infection to cervical cancer.

Harvey (H)-ras, Kirsten (K)-ras and Neuroblastoma (N)-

ras genes have been localized to chromosomes 11, 12 and 1,

respectively, in humans. All three ras genes have a common

structure with a 5Vnon-coding exon (exon I) and four coding

exons (exons I–IV) while the introns of the genes differ

widely in size and sequence [13]. The K-ras gene has two

alternative IV coding exons, thus encoding two proteins, K-

rasA and K-rasB, with K-rasB being more abundant.

Various reports have been published concerning transcrip-

tional regulation of the H-, K- and N-ras genes [13]. All the

ras oncogenes (H-, K- and N-ras) encode for a 21-kDa

(p21) protein, 189 amino acids long (except for K-rasB

which is 188), with GTPase activity which participates in

cellular signal transduction [14,15]. Comparison of the

amino acid sequence from the three p21 proteins demon-

strates complete homology in the N-terminal 86 amino

acids, 85% homology in the next 80 amino acids and no

homology in the rest.

Activation of ras oncogenes by point mutations has been

suggested to play an important role in the multistep process of

carcinogenesis [16]. The most frequent ras alterations in

human cancer are mutations in codons 12, 13 and 61 which

abolish p21 GTPase activity rendering p21 constitutively

activated [16,17]. Overexpression of the ras genes has also

been shown to confer to carcinogenesis [18]. In vitro experi-

ments have shown that the overproduction of even the normal

ras p21 protein is sufficient to confer a transforming potential
Table 1

Primers and PCR amplification conditions used for ras expression analysis, detec

Gene Primers

H-ras (RNA) 5-GACGGAATATAAGCTGGTGG-3

5-TAACTACCCCTCTGCACGGA-3

K-ras (RNA) 5-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGT

5-CAAATCACATTTATTTCCTACCA

N-ras (RNA) 5-AATCCAGCTAATCCAGAACC-3

5-TGGTCTCTCATGGCACTGTA-3 (

h-Actin (RNA) 5-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3 (S)

5-CTGGTGCCTGGGGCG-3 (A)

h2-m (DNA) 5-TCCAACATCAACATCCCGGT-3 (

5-TCCCCCAAATTCTAAGCAGA-3

H-ras (DNA) 5-GAGACCCTGTAGGAGGACCC-3

5-GGGTGCTGAGACGAGGGACT-3

K-ras (DNA) 5-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGT

5-TCAAAGAATGGTCCTGGACC-3

N-ras (DNA) 5-AACTGGTGGTGGTTGGACCA-3

5-ATATTCATCTTACAAAGTGGTCC

HPV (DNA) 5-TTTGTTACTGTGGTAGATAC-3 (G

5-GAAAAATAAACTGTAAATCA-3

Note: S = sense primer; A = antisense primer.
on cultured cells [13,18]. Elevated expression of ras genes

has been reported for several human cancers including breast,

colon, head and neck, bladder and lung and has been

associated with the development of the disease [19].

Several studies implicate the activated ras genes by point

mutations, especially in codon 12, in cervical cancer,

although at low frequency [16,20–24]. The ras gene muta-

tions have also been detected in non-malignant lesions,

indicating that the ras genes play an important role in the

initial stages of carcinogenesis of the cervix [21]. Elevated

expression of ras p21 protein has been found in cervical

tumors as opposed to benign or premalignant lesions [25–

28]. However, expression of ras genes in cervix has been

studied only at the translational level using immunohisto-

chemical methods. There is no previous data on the tran-

scriptional level of each ras oncogene in cervical

intraepithelial neoplasia and cancer.

The aim of this study was to examine the expression of

N-ras, K-ras and H-ras genes individually at the mRNA

level in cervical neoplasia and normal cervix and to inves-

tigate their relationship with HPV infection.
Materials and methods

Tissue specimens

Among 77 female patients treated at the Department of

Obstetrics and Gynecology, University Hospital of Hera-
tion of codon 12 ras mutations and HPV

PCR profile

(S) 94jC for 35 s (denaturation)

(A) 60jC for 40 s (annealing)

72jC for 40 s (extension)

TGGACCT-3 (S) 94jC for 30 s (denaturation)

GGACCT-3 (A) 58jC for 30 s (annealing)

72jC for 40 s (extension)

(S) 94jC for 30 s (denaturation)

A) 58jC for 30 s (annealing)

72jC for 40 s (extension)

S)

(A)

(S) 94jC for 35 s (denaturation)

(A) 60jC for 40 s (annealing)

72jC for 40 s (extension)

TGGACCT-3 (S) 94jC for 35 s (denaturation)

(A) 60jC for 40 s (annealing)

72jC for 40 s (extension)

(S) 94jC for 35 s (denaturation)

TGGA-3 (A) 60jC for 40 s (annealing)

72jC for 40 s (extension)

P5) 94jC for 50 s (denaturation)

(GP6) 52jC for 45 s (annealing)

72jC for 45 s (extension)
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klion, Crete, Greece from July 2002 to December 2002 who

undertook surgical resection or biopsy, we selected for our

study all patients with cervical cancer, cervical intraepithe-

lial neoplasia and normal cervix. Finally, our sample group

consisted of 11 normal cervical tissues, 15 tissues with

cervical intraepithelial neoplasia (6 with CINI, 2 with CINII

and 7 with CINIII) and 9 cervical cancers (1 adenocarcino-

ma and 8 squamous cell carcinoma). Clinical staging was

determined using the International Federation of Gynaecol-

ogy and Obstetrics (FIGO) classification: 2 were IA, 1 was

IB, 4 were IIB and 2 were III. Normal cervical tissues used

as controls were obtained from patients who had hysterec-

tomies done for non-malignant condition. At the time of

surgical resection, the tissue was put in cryotubes and snap

frozen in liquid nitrogen. The specimens were subsequently

stored at �80jC. Clinicopathological data (histological

subtype, stage, grade, age, tobacco use, lifestyle, outcome

and survival data) were available for all specimens exam-

ined. The present study was approved by the ethics com-

mittee of the University of Crete and all the patients

participating in the study gave written informed consent.
Fig. 1. Representative examples of H-, K- and N-ras genes expression in cervical ti

of the band of each ras gene divided by the integrated density of the band of h-
Extraction and quantification of mRNA

Total RNA was isolated from fresh tissues using the

Trizol reagent (Life Technologies Ltd., UK) according to

the manufacturer’s instructions. Briefly, 1 ml of reagent

was added to each tube. The samples were homogenized

using a mechanical mixer and transferred to a 1.5-ml

Eppendorf tube. Chloroform (200 Al) was added, and the

tube was vortexed and centrifuged at 14,000 rpm for 15

min. The RNA was precipitated with an equal volume of

isopropanol and washed with 75% ethanol. The RNA was

air-dried and resuspended in water treated with diethyl

pyrocarbonate. The RNA preparation was treated with

DNase I to remove residual traces of DNA, purified with

the phenol–chloroform method and precipitated with eth-

anol. RNA concentration and purity was determined on a

UV spectrophotometer (Hitachi Instruments Inc., USA) by

the 260-nm absorbance and 260- to 280-nm absorbance

ratio, respectively. One percent agarose gel electrophoresis

and ethidium bromide staining were used to examine RNA

integrity.
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ssue. Samples 1, 2: cancer; 3–5: CIN; 6, 7: normal. Ratio: integrated density

actin.



Table 2

Expression (mRNA levels/mRNA levels h-actin) of H-, K- and N-ras

family genes in 35 hysterectomy patientsa

Variable Group CA

(n = 9)

Group CIN

(n = 15)

Controls

(n = 11)

P-valueb

Mean

(SD)c
Median Mean

(SD)c
Median Mean

(SD)c
Median

Age

(years)

58

(17.0)

53 48

(14.1)

46 51

(12.0)

49 NS

H-ras

(ratio)

5.17

(1.59)

4.30 0.43

(11.0)

0.64 0.73

(2.44)

0.91 < 0.0001

K-ras

(ratio)

0.22

(18.2)

0.58 0.14

(20.9)

0.45 0.38

(1.59)

0.36 NS

N-ras

(ratio)

3.53

(1.96)

2.50 0.87

(12.8)

1.43 1.44

(1.34)

1.29 0.0011

a Nine patients with cancer of the uterus (CA), 15 with cervical

intraepithelial neoplasia (CIN) and 11 controls.
b Kruskal–Wallis tests, NS = not significant ( P > 0.05).
c The mean and SD are presented for H-, K- and N-ras ratios, where SD is

defined as the antilog transformed SD of the logarithmic values.

ogic O
RT-PCR

Reverse transcription reactions for the preparation of

first-strand cDNA from 1 Ag of total RNA were per-

formed for 1 h at 52jC, using 15 units Thermoscript

reverse transcriptase, 40 units RNaseOut, 50 ng of

random hexamers and 1.0 mM of each dNTP in a total

volume of 20 Al of 1� First Strand cDNA Synthesis

Buffer containing 5 mM dithiothreitol (DTT), ensued by

incubation for 20 min at 37jC with 2 units of Escher-

ichia coli RNaseH to avoid RNA contamination of

cDNA, according to the manufacturer’s protocol (Life

Technologies Ltd.).

PCR assays were carried out in a PTC-200 program-

mable thermal controller (MJ Research Inc., USA); 1 Al of
cDNA was amplified in a total volume of 10 Al containing
1� PCR reaction buffer, 2.5 mM MgCl2, 0.4 mM dNTPs

and 0.6 units Platinum Taq DNA polymerase (Life Tech-

nologies Ltd.), with 30 pmol of each primer set. The

oligonucleotide primers and the amplification conditions

used are listed in Table 1. b-Actin was used as an internal

control in all PCR reactions. The PCR product size of H-

ras was 151 bp, K-ras 357 bp, N-ras 150 bp and b-actin
175 bp.

To evaluate the above conditions for specific and

optimum amplification of each primer set, and to achieve

integrated density measurements at the exponential am-

plification phase of the PCR reaction, we performed

kinetic analysis increasing the number of PCR cycles

from 24 to 38, for different annealing temperatures 53jC,
55jC and 57jC (data not shown). For this purpose, a

mixture of all cDNA preparations was used as reference

sample.

PCR products were analysed by 10% polyacrylamide gel

electrophoresis (29:1 ratio acrylamide/bis-acrylamide) and

silver stained. Gels were scanned on an Agfa SnapScan

1212u (Agfa-Gevaert N.V., Belgium). Integrated density of

the bands was used as quantitative parameter and was

calculated by digital image analysis (Scion image). The

mRNA levels for each gene were expressed as the ratio of

the integrated density of the band of each ras gene versus

the corresponding levels of h-actin.

DNA extraction and PCR

DNA extraction was performed according to standard

procedures [21] and stored at �20jC until PCR amplifica-

tion. The presence of amplifiable DNAwas verified for each

sample by performing PCR with primers specific for h2-
microglobulin. The oligonucleotide primers and the ampli-

fication conditions used are listed in Table 1. PCR products

for HPV were analysed on 2% agarose gel and photo-

graphed on a UV light transilluminator. All PCR reactions

included appropriate negative controls. DNA extracted from

HeLa cells was used as positive control for the HPV PCR

detection method.

I.N. Mammas et al. / Gynecol944
RFLP analysis of ras mutations

Twenty microliters of the amplification product was

digested for 16 h with 20 units of the restriction endonu-

cleases MspI (H-ras) and BstNI (K-ras and N-ras) in

conditions recommended by the suppliers. Ten microliters

of the digestion product was electrophoresed through an 8%

polyacrylamide gel and silver stained. Genomic DNA from

the EJ and SW480 cell lines were used as positive controls

for the H-ras and K-ras codon 12 mutations, respectively

[21]. With regard to N-ras, genomic DNA from a previously

described donor heterozygous for the N-ras codon 12

mutation [21] was used as a positive control. Genomic

DNA from previously genotyped donors [21] was used as

negative controls for all ras mutations.

Statistical analyses

The Kruskal–Wallis test was applied to assess possible

differences in expression levels of H-, K- and N-ras genes

between the three patient groups (normal, CIN and cervical

cancer) [29]. Pairwise correlations between the expression

levels of H- and K-, K- and N-, H- and N-ras genes were

performed in the total patient group using Kendall’s tau

method (Kendall’s coefficient of rank correlation). Mann–

Whitney tests were used to assess differences in gene

expression levels according to HPV status. Statistical anal-

yses were performed using SPSS version 11.5. The limit of

statistical significance was set at P < 0.05.

ncology 92 (2004) 941–948
Results

Overall, H-ras gene expression ranged from a ratio of

< 0.0001 to 9.94 (median 0.95, mean 0.96 and SD 6.87).

The ranges for K-ras and N-ras gene expression were



Table 4

Expression levels of H-, K- and N-ras genes by HPV status

Variable HPV-negative (n = 12) HPV-positive (n = 23) P-valuea

Mean (SD)b Median Mean (SD)b Median

Age (years) 49 (15.4) 48 53 (14.0) 50 NS

H-ras (ratio) 0.91 (2.88) 0.93 0.99 (9.72) 0.96 NS

K-ras (ratio) 0.24 (11.9) 0.41 0.20 (12.2) 0.45 NS

N-ras (ratio) 2.16 (1.98) 1.61 1.19 (8.30) 1.43 NS

a Mann–Whitney test, NS = not significant ( P > 0.05).
b The mean and SD are presented for H, K and N ratios, where SD is

defined as the antilog transformed SD of the logarithmic values.

Table 3

Detection of H-, K- and N-ras mutations in codon 12 and HPV by patient

group

Variable Group CA

(n = 9)

Group CIN

(n = 15)

Controls

(n = 11)

N (%)

H-ras mutation None None None

K-ras mutation 2 (22%) 1 (7%) None

N-ras mutation None None None

HPV positive 8 (89%) 11 (73%) 4 (36%)
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< 0.0001–1.25 (median 0.45, mean 0.21 and SD 11.7) and

0.0001–12.08 (median 1.55, mean 1.46 and SD 5.87),

respectively (Fig. 1). Patient age ranged from 29 to 82 years

(median 49 years, mean 51 and SD 14.5 years). There was

no evidence of a difference in age between patients with

normal cervical tissue, CIN and cervical cancer (Table 2).

No significant differences were found in marital status,

region of residence, educational level and tobacco use

between the three groups.

In Table 3, the ras family gene expression ratios are

displayed according to patient group. There was strong

evidence of a difference in H- (P < 0.0001) and N-ras

(P = 0.0011) but not K-ras expression between the three

patient groups (Table 3). Pairwise analysis indicated that

the transcript levels (mean values) for H- and N-ras were

significantly higher in the cancer cases compared to

normal cervical tissues (P = 0.0002 and P = 0.001,

respectively) and CIN lesions (P < 0.0001 and P =

0.002 respectively) while no significant difference was

found between cancer and CIN groups. The highest levels

of H- and N-ras mRNAs were found in early stage
Fig. 2. Relationship between H-ras and N-ras expression in cervical tissue.

5 cancer, D cervical intraepithelial neoplasia, o controls.
cervical cancer (Stage IA and IB). The transcript levels

for K-ras were similar in normal cervical tissue, CIN and

cervical cancer. We observed a significant positive corre-

lation (P = 0.001) between H- and N-ras expression (Fig.

2) and no correlation at all between H- and K- or N- and

K-ras expression in the total sample. H-ras appeared to be

strongly co-expressed with N-ras in both CIN and cancer

groups while no correlation was found between H- and N-

ras expression in normal cervical tissues.

Among the 35 samples analysed, only 3 (2 with cancer

and 1 with CIN) were found to contain a K-ras mutation in

codon 12 (Table 3). No point mutations were found in

codon 12 of H- and N-ras. No statistical association was

found between expression levels of each ras gene and the

presence of mutation in K-ras. As there were only three

positive samples with mutations, no correlation with the

clinicopathological parameters was undertaken.

HPV DNA was detected in 4 (36%) normal, 11 (73%)

CIN and 8 (89%) cervical cancer specimens (Table 3). The

highest expression levels of H- and N-ras were observed

among HPV-positive samples with cancer. However, there

was no evidence that expression levels of ras family genes

differed according to HPV status (Table 4).
Discussion

In the present study, we assessed the transcription levels

of H-ras, K-ras and N-ras oncogenes in 35 cervical biopsies

using RT-PCR technique. To our knowledge, this is the first

report on the differential mRNA expression of the ras

family genes in human cervical neoplasia. To date, various

immunohistochemical studies for cervical cancer and dys-

plasia have demonstrated p21 immunoreactivity in 12–80%

of cases [22,26–28,30]. Elevated p21 protein has been

associated with the development of cervical cancer [22]

while no differences have been observed between normal

cervix and cervical tissue with CIN [25]. Our data demon-

strate overexpression of ras genes in cervical cancer and

suggest that the previously reported high levels of p21 can

be attributed specifically to the elevated expression levels of

H- and N-ras gene.

The frequency of K-ras gene mutations at codon 12 in

specimens with cervical neoplasia was 3/24 (12.5%) while
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no mutations of H- and N-ras were detected. This is

consistent with the results of previous studies that have

shown that the incidence of ras mutations in cervical

carcinomas is low and preferentially occur at codon 12

of the K-ras gene [16,22–24]. In studies focused on the

Greek population, the frequency of point mutations at

codon 12 of the K-ras gene in premalignant and malignant

cervical lesions ranges from 17% to 24.4% [20,21]. It has

been suggested that the mutational activation of the K-ras

gene may be involved in the initial stages of cervical

carcinogenesis [21].

In our study, we did not find any correlation between

expression levels of H- and N-ras genes and the presence of

mutations in codon 12. Similar results have been reported

by Lee et al. [22] who showed no correlation between H-ras

protein and codon 12 point mutation in cervical cancer. It

appears that other mechanisms, such as amplification and

mutation of different codons within the regulatory regions of

ras genes, may be responsible for protein expression. The

relationship between H- and N-ras expression suggests the

presence of similar regulator elements in the promoter sites

of these two genes activated in cervical tissue.

Although the presence of HPV is detected in over 90% of

cervical carcinomas [31], it is insufficient to cause carcino-

genesis. In vitro studies have demonstrated that activated H-

ras gene can induce tumorigenic conversion of HPV-im-

mortalized cervical keratinocytes, indicating a cooperative

effect between the ras and E6/E7 genes in cellular transfor-

mation [32,33]. It has also been found that overexpression

of HPV 18 E6, c-myc or activated H-ras can partially

overcome the growth inhibitory effect of wild-type p53 in

NIH3T3 cells [34]. Additionally, expression of oncogenic

ras induces transformation only in cooperation with another

oncogene such as myc, E1A, SV40 large T antigen, or when

an onco-suppressor gene like p53 or p16 is inactivated [35].

In our study, no correlation was found between HPV

detection and ras expression, indicating that ras overex-

pression may be an important event in cervical tumorigen-

esis independent of HPV infection. The exact mechanism

through which overexpression of ras genes is implicated in

cervical cancer remains to be elucidated.

The vast majority of low-grade CIN lesions regress

spontaneously, and it has been suggested that approximately

only 1% of CIN1 lesions and about 10% of CIN3 lesions

actually progress to cancer [36,37]. In the absence of genetic

markers to monitor disease progression, the current treat-

ment of choice for all high-grade CIN cervical lesions is still

complete excision of the lesion inclusive of the transforma-

tion zone. Sensitive and objective diagnostic markers that

could assess the potential of the invasiveness of cervical

neoplastic cells detected in cervical cancer patients would be

of tremendous clinical value. The expression of cellular

genes such as the ribosomal protein S12 gene has been

suggested as early molecular diagnostic identifier for the

screening of cervical cancer [38]. In our study, the expres-

sion of all ras genes was detected in cervical tissues despite
the histopathological status. No difference was found in ras

expression between normal tissues and those demonstrating

all grades of CIN. This result is complementary to previous

reports [25] using immunohistochemical methods indicating

that ras p21 is not likely to be predictive of CIN progression.

However, the observed quantitative differences in H- and

N-ras expression between malignant and non-malignant

lesions allow the distinct possibility of employing the ras

gene family expression as an early molecular diagnostic

identifier for the screening of human cervical cancer.

Expression of ras p21 has been related to the patholog-

ical parameters and the clinical outcome of the patients in a

variety of human cancers [17]. In cervical cancer, expres-

sion of ras p21 has been associated with poor prognosis

[28], lymph node metastasis [39] and occurs in the late stage

of the disease [40]. However, observations made by other

groups have not supported the significance of ras expression

in the disease progression and survival [22,30]. In our study,

higher levels of H- and N-ras mRNAs were found in early

stage cervical cancer (Stage IA and IB) than in advanced

stage cervical cancer (IIB and III) which is in agreement

with observations from related studies on other types of

cancer [16]. This finding may indicate a possible role of ras

expression in the prognosis of cervical cancer because it has

been found that the normal H-ras can act as an onco-

suppressor [41]. The clinical follow-up of our samples will

help to examine the significance of ras overexpression as a

prognostic factor in cervical neoplasia.

Overexpression of ras genes can induce neoplastic trans-

formation of cells in vitro [42] and has been associated with

the development of several human tumors [43]. Moreover,

expression of the oncogenic Ras-family proteins is impli-

cated in enhanced resistance of cancer cells to radiation

therapy [44,45]. Karlson et al. [46] have shown that the

inhibition of H-ras by treatment of a transformed embryonic

rat fibroblast cell line with a peptidomimetic FTase-selective

inhibitor results in higher levels of apoptosis after radiation

therapy. The inhibition of the activated ras genes can be

achieved with antisense oligonucleotides, ribozymes against

ras gene products, inhibitors of Ras protein posttranslational

modifications and Ras peptide vaccination [13]. On this

basis, our data indicate H-ras and N-ras genes as candidate

targets for gene therapy strategies in cervical cancer. To

date, adenoviral-mediated transfer of wild-type p53 or HPV

16 E6 and E7 antisense RNA has been associated with cell

growth suppression in cervical cancer [47,48]. However,

further investigations are warranted to find the complete

gene pattern that can be exploited for the molecular treat-

ment of cervical cancer.

The present study provides evidence that H-ras and N-

ras genes are probably involved in cervical carcinogenesis

through elevated expression of the normal ras p21 protein.

Elevated ras gene expression is implicated in the develop-

ment of cervical cancer independent of HPV status. The

precise role of each ras gene overexpression to the devel-

opment of the HPV infection has to be clarified.
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Abstract.

 

Human carcinogenesis is a multistep process
involving complicated genetic events in which several onco-
genes and oncosuppressor genes are implicated. The role of

 

ras oncogenes in cellular transformation and apoptosis has
been extensively examined and the dual role of ras as
oncogene and oncosuppressor gene has been supported.
Activation of ras occurs either by genomic alterations such
as point mutations or by modulation of Ras protein
expression. Many molecular and immunohistochemical
studies have focused on ras activation in a wide range of
human tumours. In this review, we summarize available
information regarding the genomic and expression alterations
of ras oncogenes in cervical, endometrial and ovarian cancer.
Gynecological malignancies represent some of the most well-
studied types of human cancer concerning ras activation and
its possible use in clinical practice.
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1. Introduction

ras oncogenes and Ras protein. The family of ras oncogenes
consists of three functional genes: H (Harvey)-ras, K (Kirsten)-
ras and N (neuroblastoma)-ras which are located in chromo-
somes 11p15.5, 12p12.1 and 1p13, respectively (1). They

have similar structure with a 5' non-coding exon and four
coding exons (exons I-IV). The introns of the genes differ
widely in size and sequence with the DNA sequence of K-ras
spanning more than 35 kb, while those of N-ras and H-ras
span approximately 7 and 3 kb, respectively. The K-ras gene
has two alternative IV coding exons and is spliced into two
isoforms: K-rasA and K-rasB (2).

The ras family oncogenes encode four highly related
GTPases of 188 (K-RasB) or 189 (H-Ras, K-RasA, and N-Ras)
amino acids in length. Different Ras proteins share high
homology in the first 165 amino acids but show difference
in 25 amino acids of the C-terminal region that constitutes
the heterogeneous region. Their critical domains for GTPase
function are present within the N-terninal 165 amino acids.
All four proteins have a molecular weight of 21 kDa and are
all termed ras p21 or Ras protein. Ras proteins are synthesized
in the cytoplasm on free ribosomes as cytoplasmatic precursor
proteins, undergo a series of post-translational modifications
at the C-terminus including prenylation, proteolysis, carboxy-
methylation and palmitoylation and associate with the inner
face of the plasma membrane (3,4). The membrane localization
of Ras proteins is essential for their function.

ras signalling pathways. The Ras proteins cycle between an
inactive GDP-bound state and active GTP-bound state at the
plasma membrane (5). The ratio of GTP to GDP bound to
Ras proteins is controlled by guanine nucleotide exchange
factors (GEFs) and GTPase-activating proteins (GAPs),
the enzymatic activity of which responds to extracellular
stimuli such as growth factors (6). Binding of growth factors
(EGF, PDGF, etc.) to their receptors at the cell surface
leads to autophosphorylation of their tyrosine receptor
kinases (7). Adaptor proteins such as growth factor receptor-
bound protein 2 (GRB2) interact with receptor phosphorylated
tyrosines. This allows recruitment of GEFs in the membrane
where they promote the Ras transition into the Ras-GTP
active complex. Ras is quickly inactivated by GAPs that
stimulate GTP hydrolysis. Once active, Ras protein regulates
different downstream signalling pathways by interacting with
a plethora of target protein effectors (8).

The three main Ras effectors are Raf kinases, Ral-GEFs
and PI3-K (Fig. 1). Raf family of protein serine/threonine
kinases (A-Raf, B-Raf and Raf-1) initiate a kinase cascade that
leads to ERK activation, which modulate both cytoplasmatic
and nuclear transcriptional factors (9). Biological responses
mediated by Raf/Ras activation include cellular proliferation,
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differentation, apoptosis (10,11), and cytoskeleton remodelling
(12). Ral-GEFs activate the Ral GTPases RalA and RalB
that contribute to the regulation of phospholipase D (PLD).
Ras/Ral signalling affects specific gene transcription pathways
and influence apoptosis, acting cytoskeleton and centrosome
fuction (13-15). PI3-kinase initiates a kinase cascade leading
to PKB/AKT activation that has been strongly connected
with protection from apoptosis (16).

ras and human cancer. The family of ras oncogenes has been
extensively studied for its involvement in the multistep
process of carcinogenesis (17-19). Activation of ras onco-
genes involves genomic alterations of ras oncogenes at the
level of DNA as well as quantitative changes of the expression
of Ras protein. ras activation is implicated in human carcino-
genesis mainly by inhibiting apoptosis and promoting cellular
proliferation. However, there is considerable evidence that
activated ras oncogenes can also have opposite action by
promoting apoptosis and inhibiting cellular proliferation and
may have, under many circumstances, an oncosuppressive
role. Early observations provided evidence indicating that
expression of wild-type ras genes possesses anti-oncogenic
properties. Proof that ras has oncosuppressive activity came
very early when Spandidos and Wilkie demonstrated that

expression of the normal H-ras1 gene suppresses the
transformed phenotype induced by the T24 mutant H-ras (20)
or the mutant N-ras (21) present in tumour cell lines. Recent
development of the K-ras2 deficient animals provided the
tool to study the role of wild-type K-ras2 gene in
tumourigenesis (22). The dual role of ras as oncogenes and
oncosuppressor genes has been recently reviewed (23).

The most common genomic alterations of the ras onco-
genes are point mutations in codons 12, 13 and 61 which
abolish p21 GTPase activity rendering p21 constitutively
activated (24). Mutations of ras oncogenes are involved in a
wide range of human tumours in various frequencies with
tissue specificity depending on the member of the family
which is activated. Mutations of K-ras occur more frequently
in tumours of pancreas, lung and colon, H-ras in tumours
of bladder and kidney while N-ras is mutated more often in
melanoma and acute myelogenous leukaemia (25). Moreover,
the presence of ras mutations has been associated with the
clinical outcome of the patients and has been proposed as a
negative prognostic factor in many types of cancer (26).
Overexpression of ras oncogenes has also been detected in
several human cancers including breast, colon, head and
neck, bladder and lung and has been associated with the
development of the disease (27). In vitro experiments have
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Figure 1. ras signalling pathways.



shown that overproduction of even the normal Ras protein is
sufficient to confer a transforming potential on cultured cells
(28).

The gynaecological oncology field includes some of the
most well studied types of human cancer as far as ras activation
is concerned. It can be used as a positive and representative
paradigm for the implication of ras oncogenes in human
carcinogenesis. The purpose of this review is to summarize
our knowledge concerning ras activation mediated either by
genomic alteration events or by modulation of Ras protein
expression in cervical, endometrial and ovarian tumours. We
will also provide an overview of its relationship with clinico-
pathological parameters evaluating its possible usefulness in
clinical practice.

2. ras and cervical cancer

Background. Cervical cancer is one of the most frequent
malignancies in women worldwide (29). Clinical and epidemio-
logical data have linked cervical cancer and cervical intra-
epethelial neoplasia (CIN) to the human papilloma virus
(HPV) infection. Cervical carcinoma-associated HPV types 16
and 18 encode E6 and E7 oncoproteins which inactivate p53
and Rb altering cell cycle control and leading to chromo-
somal instability (30). However, the presence of HPV infection
alone is not enough to cause tumourigenesis, suggesting a
role for additional host-cell genetic factors such as activation
of ras oncogenes.

Several transformation studies indicate that activation of
ras oncogenes can transform cervical cells in cooperation
with HPV (31,32). Di Paolo et al have demonstrated in
nude mice that the addition of activated H-ras to HPV16-
immortalized human cervical cells can result in malignancy
(31). It has been also suggested that activated H-ras can
overcome both the anti-proliferative and anti-transforming
effects of p53, the most important HPV target (32). Recently,
Gaiotti et al found that activation of ras promotes expression
of HPV-16 E6/E7, induces cyclins A and B, and mediates
growth stimulation of immortal keratinocytes by TNF-

 

· (33).
Furthermore, ras oncogenes appear to be involved in cellular
response to radiotherapy indicating ras mutations as modulators
of the effectiveness of radiotherapy in cervical cancer (34).

Genomic alterations of ras oncogenes
ras mutations. Point mutations of K-ras have commonly
been implicated in cervical cancer with a frequency ranging
from 0 to 61% (Table I). The vast majority of K-ras mutations
occur in codon 12 including mostly transitions from GGT to
GAT (35-41). It has been suggested that codon 12 K-ras
mutations may serve as a molecular marker for the detection
of the disease (37,38). However, other investigators have
reported less frequent codon 12 K-ras mutations in cervical
cancer indicating the need for larger epidemiological surveys
(39-44). Mutations of H-ras at codon 12 have also been
reported in cervical cancer, however, they occur less frequently
than K-ras mutations in the same codon (37,38,45-47). For
example, in the study of Dokianakis et al, which included 75
patients with squamous cervical carcinoma, codon 12 point
mutations of the K-ras were detected in 24 (32%) patients
while codon 12 H-ras mutations were detected in 6 (22%)

patients (37). In the Wong et al study of 80 patients with
squamous cervical carcinoma, codon 12 mutations of K-ras
and H-ras were found in 49 (61%) and in 28 (35%) patients,
respectively (38).

It is important to note that only a small number of studies
have examined the frequency of ras mutations in other
codons (38,39,41,42,44,46-49). Grendys et al identified ras
mutations in 24.2% of specimens from 33 patients with
early-stage cervical carcinoma. In this study, analysis at
codons 12, 13, and 61 was performed, however, the detected
mutations in H-, K-, and N-ras all occurred only at codon 61;
2 in H-ras, 2 in N-ras and 4 in K-ras (48). In the study of
Parker et al, codon 61 K-ras mutations were detected in one
out of 32 specimens with cervical cancer (39,42). Wong et al
found K-ras codon 13 mutations in 5 out of 80 samples (6%)
with invasive squamous cell carcinoma, while Willis et al
found only one patient of 15 with cervical carcinoma to have
a K-ras mutation and this was present in codon 13 (38,49).
Polymorphisms in codon 31 have been detected in adeno-
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Table I. Mutational activation of ras family oncogenes in
cervical cancer.
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Author/refs. Number ras Frequency

of cases gene (%)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Sato et al (35) 7 K-ras 2/7 (28.6)

Falcinelli et al (42) 42 K-ras 0/42 (0)

Willis et al (49) 15 K-ras 1/15 (6.7)

Jiko et al (43) 25 K-ras 1/25 (4)

Koffa et al (36) 37 K-ras 10/37 (27)

H-ras 3/37 (8.1)

N-ras 2/37 (5.4)

Wong et al (38) 80 K-ras 49/80 (61)

H-ras 28/80 (35)

Huang et al (45) 44 H-ras 8/44 (18.2)

Lee et al (46) 27 H-ras 6/27 (22)

Parker et al (39) 32 K-ras 3/32 (9.4)

Grendys et al (48) 33 K-ras 4/33 (12.1)

H-ras 2/33 (6.1)

N-ras 2/33 (6.1)

Ferguson et al (40) 27 K-ras 1/27 (3.7)

O'Leary et al (47) 20 K-ras 0/20 (0)

H-ras 1/20 (5)

N-ras 0/20 (0)

Aoyama et al (56) 20 H-ras 0/20 (0)

Dokianakis et al (37) 75 K-ras 24/75 (32)

H-ras 7/75 (9.3)

N-ras 0/75 (0)

Pochylski et al (44) 29 K-ras 0/29 (0)

Stenzel et al (41) 24 K-ras 2/24 (8.3)

Alonio et al (53) 39 H-ras 16/39 (41)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––



carcinomas with high-risk HPV (16 or 18) from Korean
women (50). Additional studies are needed to evaluate
whether other codons such as codon 61, 13 and 31 represent
characteristic ‘hot-spots’ of ras mutations in cervical cancer.

ras mutations and prognosis. Several studies have suggested
association between ras mutations and the clinical
parameters of the patients although conflicting results have
been described (35,37-39,46). In the study of Dokianakis et al,
K-ras point mutations were correlated with FIGO stage
indicating that the presence of K-ras mutations coexists with
the increase of the FIGO stage (37). Moreover, a negative
correlation was found between the presence of K-ras
mutations and the survival of the patients.

However, in other studies no correlation has been found
between the presence of ras mutations and clinical stage or
survival (35,37,38). Sato et al found no correlation between
the presence of point mutation at codon 12 of K-ras and age,
clinical stage, or depth of muscular invasion (35). In support,
there were no significant differences in incidence of the H-
and K-ras mutations among different histologic grades or
clinical stages of cervical cancers studied by Wong et al (38).
Cases with codon 12 H-ras mutations studied by Lee et al
included 3 of 21 squamous, 2 of 3 adeno, and 1 of 2
adenosquamous carcinomas while no correlation was found
between H-ras codon 12 mutations and patient survival time
(46).

ras mutations and CIN. The presence of ras mutations in
non-cancerous cytological samples indicates the possible role
of ras mutations in premalignant cervical lesions. In patients
with CIN, codon 12 mutations of K-ras were found in 4 out of
23 (17%), codon 12 H-ras mutations were found in 8.5%,
while no sample carried a codon 12 point mutation of N-ras
(51). Among 91 non-cancerous samples, 17.58% showed
mutations in codon 12 of K-ras (52). In the study of Alonio
et al, 20% of CIN III patients had patterns compatible with
H-ras mutations (53). It has been suggested that mutational
activation of K- and H-ras oncogenes is implicated in the
development of CIN (51-54). Moreover, in H-ras mutated
cases with CIN lesions, the progression took place in under
two years, indicating that this detection may be an early
predictive marker of rapid progression (53). It is important to
note that ras mutations occur less frequently in CIN than in
cervical cancer cases and that ras mutations have not been
detected in cervical tissues with normal histology (47,55,56).

ras mutations and HPV. The simultaneous presence of ras
activation by point mutations and HPV suggest a possible co-
operation between ras activation and HPV infection in
cervical cancer (40,41,52,57). The presence of HPV DNA in
samples with cervical cancer has been correlated with the
detection of codon 12 of K-ras mutations (40,52). Moreover,
‘high-risk’ HPV DNA coexists with K-ras oncogene alterations
in a subset of moderately differentiated cervical carcinomas
(41). Mouron et al demonstrated in cervical tissue samples
with different grades of dysplasia a highly significant difference
in K-ras codon 12 mutation frequency between ‘high-risk’
(HPV-16 and HPV-18) and ‘low-risk’ (HPV-6) HPV-infected
samples (57).

Amplification or deletions of ras. Many studies have examined
the presence of ras amplification in cervical cancer (45,58,59).
In the analysis of Pinion et al, amplification of H-ras in CIN
III and invasive cancer compared with normal cervix and
CIN I was demonstrated, while in 20 cervical carcinomas
studied by Huang et al, amplification rate of H-ras oncogene
was 45% (45,58). However, no H-ras amplification was
demonstrated in 38 patients with invasive cervical carcinoma
studied by Iwasaka et al (59). Deletions of ras oncogenes
have also been documented in cervical cancer. The c-H-ras-1
locus was analysed by Riou et al and shown to exhibit the
loss of one allele in 36% of heterozygous cervical tumours
(60). The H-ras allele deletions were present in 40% of
codon 12 mutated cervical tumours.

Expression of ras oncogenes
Ras expression. It has been shown that the expression of Ras
protein in cervical cancer is considerably enhanced
compared with benign lesions or normal cervical tissues
(58,61-66). The Ras protein levels detected immuno-
histochemically using the Y13 259 monoclonal antibody
were elevated in malignant compared to benign human
cervical lesions (63). Expression of Ras protein was noted in
51 of the 70 (72.8%) cervical carcinomas immunohisto-
chemically using MAB-P21 as a probe, while there was no
detectable Ras protein in the normal cervical tissues (64).
Overexpression of Ras was found in 96% of 74 cervical
carcinomas studied in relation to normal cervical epithelium
from 10 patients with benign uterine leiomyomas (65).
Expression of Ras protein in 32 cervical dysplasia/adeno-
carcinomas in situ lesions and invasive cervical adeno-
carcinomas was significantly higher than in 45 normal tissues
(66).

In cell lines derived from Japanese patients with cervical
carcinoma, Shirasawa et al detected H-ras mRNA expression
at about nine times the level of that in normal cells (61). In
the study of Shiratori et al, H-ras oncogene expression was
often characterized by staining with a monoclonal antibody
in cases with severe dysplasia, carcinoma in situ or invasive
carcinoma while normal squamous epithelium was largely
negative (62). In the analysis of 56 cervical tissues by Pinion
et al, the expression of H-ras oncogene was elevated in
invasive cancer compared with normal cervix, CIN I and
CIN III (58). Recently, our group found that the transcript
levels for H-ras and N-ras were significantly higher in cervical
cancer cases compared to normal cervical tissues and CIN
lesions indicating H- and N-ras up-regulation as a marker of
malignant transformation in human cervical neoplasia (67).
The exact role of differential mechanisms of H-, K- and N-ras
oncogene transcriptional and translational activation in
cervical tissue and their implication in Ras overexpression
remain to be elucidated.

It has been reported that overexpression of Ras protein in
squamous cervical carcinomas of different histologic types is
detected more frequently in keratinizing and large cell non-
keratinizing type than in small cell type (68). In the study of
Huang et al, the expression of Ras protein in cervical
carcinoma varied with grades of cell differentiation (64). The
level of Ras expression in high-differentiation types was
higher than that of the middle- and low-differentiation types. 
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Ras expression and prognosis. Overexpression of Ras
protein has been related with various clinical parameters
(46,65,66,69,70). Hayashi et al demonstrated that the patients
with positive staining for Ras protein in cervical carcinomas
have a higher incidence of lymph node metastasis than the
patients with negative staining for Ras (69). In this study,
although the levels of Ras protein expression in the metastatic
sites were reduced compared to those in the primary sites,
tumour cells in metastatic lymph nodes also expressed Ras.
A significant relationship between Ras expression and risk
of lymphatic spread was detected in early-stage cervical
carcinoma proposing Ras positivity as an indicator of
lymphatic spread (70).

However, Ras expression does not seem to be a significant
predictor of prognosis. In the study of Lee et al, no
correlation was found between H-ras oncogene expression
and patient survival time (46). In FIGO stage I squamous
cervical cancers studied by Garzetti et al, no connection was
found between Ras expression and tumour size or histologic
grade (70). Skomedal et al found no difference in aberrant
expression of Ras protein related to histological type, grade
of differentiation, FIGO stage, or relapse-free survival (65).
No correlation was found by Leung et al between moderate/
strong expression of Ras and stage at presentation or with
survival (66). In the study of Sagae et al, although expression
of Ras was related with prognosis of cervical cancers, the
mode of the correlation was dependent on their histologic
types (68).

Ras expression and CIN. Many studies have detected Ras
protein in CIN lesions indicating its important role in early
phase of carcinogenesis (71-75). Ras expression levels
increase proportionally from CIN I to microinvasive cervical
carcinoma and they have been suggested to be predictive
of CIN progression (71,72). The frequency of positive Ras
staining using anti-ras p21 mouse monoclonal antibody rp35
was 17.9% in CIN I, 28.9% in CIN II and 53.9% in CIN III,
whereas in microinvasive carcinoma it was 50.0% (71). In
the analysis of 204 cervical tissue samples including pre-
malignant and malignant lesions as well as apparently normal
cervical tissues, the immunoreactivity for N-Ras also
increased with increasing histological abnormality from low
grade squamous cervical lesions (SIL) to invasive carcinoma
while none of the samples analysed displayed immuno-
reactivity for H-Ras and K-Ras (72). However, in the
immunohistochemical analysis of 395 biopsy specimens
representing normal through CIN III histology, neither the
proportion of tissues staining positive for Ras protein nor the
staining pattern within the epithelial layers differed
significantly among normal or CIN biopsy samples (75).
Recently, our group found no statistically significant
differences in mRNA transcript levels of H-, K-, and N-ras
genes between 11 normal cervical tissues and 15 CIN
lesions (67). Further research is required to evaluate Ras
protein detection as a marker of CIN progression.

Ras expression and HPV. In the study of Pedroza-Saavedra
et al, in serum samples from 38 healthy women and 55 women
with different types of cervical lesions, patients positive for
Ras antibodies were also positive for HPV E4 antibodies,

suggesting an association between Ras expression and HPV
(74). Giannoudis et al suggested that p53 status is correlated
with Ras expression in low grade SILs infected with ‘low,
intermediate, and high-risk’ HPVs (76). Moreover, it has
been suggested that ‘low, intermediate, and high risk’
HPVs have different effects on both p53 and Ras protein
expression. Understanding of molecular interaction
mechanisms between Ras protein and HPV will enable us to
evaluate the clinical usefulness of Ras protein detection in
HPV-infected samples. 

3. ras and endometrial cancer

Background. Endometrial cancer is the most common type
of female cancer in the Western world (77). Endometrial
carcinoma can be divided into two biologically and clinically
distinctive subtypes of which one is estrogen-related (type I)
and the other estrogen-unrelated (type II). Type I carcinomas
occur at younger age, express estrogen (ER) and progesterone
receptors (PR), are frequently associated with endometrial
hyperplasia, show a good prognosis and histologically
correspond to endometrioid carcinomas. Type II carcinomas
occur at older age, are negative for ER and PR, arise in the
background of atrophic endometrium, show poor prognosis
and histologically correspond to serous carcinomas. A number
of oncogenes and tumour suppressor genes are involved in the
process of endometrial carcinogenesis (78).

The role of ras oncogenes in endometrial cell proliferation
and differentiation has been examined by several in vitro
studies (79-82). Expression of H-Ras has been associated
with proliferation in transformed endometrial carcinoma
cells and is increased by epidermal growth factor (EGF) and
estradiol (79,80). Kato et al compared the growth response
of endometrial carcinoma cells harbouring wild-type
(Ishikawa cells) or mutated K-ras (HHUA cells) and
demonstrated that the presence of mutated K-ras alone
modulates the growth response of endometrial carcinoma
cells to EGF (81). Moreover, in vitro experiments using a
highly differentiated endometrial cancer cell line (SNG-II)
have showed that tumour cell adhesion and infiltration
decreased after exposure to conophylline, a new vinca
alkaloid that inhibits ras oncogene expression (82).

Genomic alterations of ras oncogenes
ras mutations. Point mutations of K-ras in codon 12 have
been reported to occur in 0-46% of endometrial cancers
being more frequent than H-ras or N-ras mutations in the
same codon (Table II). The most frequent codon 12 K-ras
mutations are transitions from GGT to GAT, to GTT, to
GCT, to AGT and TGT (35,83-85). K-ras point mutations in
codons 13 and 61 occur less frequently (70,83,84,86-91). In
Japan, Fujimoto et al found K-ras mutations in 10 (22.2%)
out of 45 patients with endometrial carcinoma (92).
Enomoto et al found in 19 endometrial adenocarcinomas,
point mutations in codon 12 of K-ras were found in six
tumours (32%), while only one mutation in codon 12 of N-ras
and no mutation in H-ras (92). Caduff et al studied 112
patients from USA with carcinoma of the endometrium and
K-ras codon 12 mutations were observed in 13 tumours
(11.6%), including 11 endometrioid carcinomas, one
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undifferentiated carcinoma, and one carcinosarcoma (93).
Additionally, in 38 endometrial adenocarcinomas from
Colorado analysed by Enomoto et al, K-ras activation was
detected in 4 cases (11%), three in codon 12 and one in
codon 13 (89). Differences in the frequency of ras activation
between populations from Japan and USA can be attributed
to different epidemiological and geographical characteristics
of these populations.

In Europe, studies conducted in Greek, Spanish, Polish
and German populations have not shown significant differences
concerning the frequency of ras mutations (94). In the study
of Varras et al in the Greek population, K-ras mutations were
detected in 8 out of 55 cases (15%) of primary endometrial
carcinoma, H-ras in 4 (7.3%), while no mutations were found
for the N-ras oncogene (94). In Spain, point mutations at
codon 12 of K-ras were identified in 8 of 55 (14.5%)
specimens with endometrial carcinoma while in another
study K-ras mutations were detected in 11 (18.9%) of 58

endometrial carcinomas (95,96). In Polish women studied by
Semczuk et al, mutations at exon 1 of the K-ras oncogene
were detected in two of 13 human endometrial carcinomas
(15%), while in another study, mutational activation in codon
12 of the K-ras gene was detected in 8 out of 57 (14%)
endometrial carcinomas, whereas in codon 13 of the K-ras
oncogene no point mutation was noted (91,97). In Germany,
Niederacher et al studied 112 human endometrial carcinomas
and K-ras mutations were detected in 11.6% (98). However,
in 72 malignant samples of the human endometrium from
Austria examined for point mutation in codons 12, 13 and
61 of the K-ras oncogene, a double mutation of codons 12
and 13 as a single-point mutation in one case of endometrioid
carcinoma (2.8%) and two single-point mutations of codon
13 (5.6%) in two other cases of endometrioid carcinoma
(2/72) were observed (99).

The frequency of K-ras mutations in endometrioid and
serous endometrial carcinoma differ suggesting that different
molecular genetic pathways are involved in the pathogenesis of
these two common types of endometrial carcinoma (100-102).
K-ras mutations at codon 12 were found in 15 of 58 (26%)
endometrioid endometrial carcinomas and in only 1 of 45
(2%) serous endometrial carcinomas (100). Hori et al
showed a tendency for cases with K-ras point mutations to
be endometrioid rather than serous endometrial carcinoma
(101). Among 58 endometrial carcinomas studied by Lagarda
et al, all tumours with K-ras mutations were endometrioid
carcinomas (95).

Mutations of K-ras have been associated with positive
expression of progesterone receptor (PR) indicating that
activation of K-ras may be involved in the development of
hormonal independence in endometrial cancer (98). Zachos
et al examined the activity of estrogen receptors (ER) and
glucocorticoid receptors (GR) in human endometrial cancer
and found increased binding of these receptors to H-ras
element indicating the direct activation of H-ras by steroid
hormone receptor binding (103). Transcriptional regulation
of the H-ras oncogene by p53 protein in human endometrial
tumours has also been demonstrated by Zachos and
Spandidos (104). In this study overexpression of Ras protein
was related to increased nuclear levels of wild-type p53
protein and elevated binding of the p53 protein to the H-ras
element.

Esteller et al revealed a positive association of K-ras
oncogene mutation and germline variants of the cytochrome
P-450 1A1 (CYP1A1) gene, an estrogen-metabolizing
gene associated with enhanced endometrial cancer risk (105).
K-ras codon 12 point mutations as well as K-ras exon 2
point mutations have also been associated with expression of
the retinoblastoma protein (pRB) (90,106).

K-ras mutations were more frequent in microsatellite
instability (MI) positive than in MI-negative tumours
supporting a close relationship between K-ras mutations and
the phenomenon of MI in endometrial carcinomas (95).
However, others have failed to find any relationship between
MI and ras activation (107,108). Sakamoto et al found no
relationship in endometrial carcinoma between MI and point
mutations in K-ras, while in the study of Mutter et al K-ras
mutations occured in both microsatellite stable and unstable
premalignant endometrial neoplasia (107,108).
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Table II. Mutational activation of ras family oncogenes in
endometrial cancer. 
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Author/refs. Number ras Frequency

of cases gene (%)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Enomoto et al (83) 13 K-ras 6/13 (64)

Boyd et al (84) 11 K-ras 4/11 (36.4)

H-ras 3/11 (27.3)

Sato et al (35) 21 K-ras 3/21 (14.3)

Enomoto et al (92) 19 K-ras 6/19 (32)

H-ras 0/19 (0)

N-ras 1/19 (5.3)

Mizuuchi et al (86) 49 K-ras 6/49 (12.2)

Ignar-Trowbridge 30 K-ras 3/30 (10)

et al (87) H-ras 0/30 (0)

N-ras 0/30 (0)

Fugimoto et al (85) 45 K-ras 12/45 (22.2)

Duggan et al (88) 60 K-ras 9/60 (15)

Caduff et al (93) 112 K-ras 13/112(11.6)

Enomoto et al (89) 38 K-ras 4/38 (11)

Jones et al (111) 32 K-ras 6/32 (18.8)

Schmitz et al (180) 21 K-ras 2/21 (10)

Varras et al (94) 55 K-ras 8/55 (15)

H-ras 4/55 (7.3)

N-ras 0/55 (0)

Semczuk et al (91) 13 K-ras 2/13 (15)

Esteller et al (96) 55 K-ras 8/55 (14.5)

Semczuk et al (97) 57 K-ras 8/57 (14)

Niederacher et al (98) 112 K-ras 13/112(11.6)

Semczuk et al (90) 82 K-ras 2/82 (2.4)

Lagerda et al (95) 58 K-ras 11/58 (18.9)

Mavani et al (99) 72 K-ras 3/72 (4.2)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––



ras mutations and prognosis. Many studies have examined
the relationship between the presence of K-ras mutations and
various clinicopathological parameters suggesting an important
role of activated K-ras in determining the aggressiveness of
endometrial carcinoma (85,86,102). Mizuuchi et al found,
K-ras activation to be an independent risk factor when
compared with clinical stage, depth of myometrial invasion,
and patient age (86). In endometrioid carcinoma cases, K-ras
activation has been found to be responsible for more
aggressive clinical behaviour in postmenopausal than in pre-
menopausal patients (102).

In the study of Fujimoto et al, although no relationship
appeared to be present between K-ras mutations and clinical
stage, histological type, histological grade of differentiation,
depth of myometrial invasion, and ascitic cytology, the
positive rates of lymph node metastasis tended to be higher
in the group with positive K-ras mutations than in the group
without mutations (86). This is consistent with the results of
Ito et al, who found that K-ras mutations were significantly
associated with the presence of lymph node metastases (102).
Alexander-Sefre et al have proposed molecular assessment of
depth of myometrial invasion using K-ras mutation (109).

Other studies on human endometrial carcinoma have not
found significant correlation of K-ras mutations with age,
grade of differentiation, clinical stage, lymph node status and
myometrial invasion (35,93,94,96-98,110). It has been
proposed that the presence of K-ras mutations in endometrial
carcinoma is not associated with patient prognosis and survival
(93,94,111).

ras mutations and endometrial hyperplasia. K-ras mutations
have also been observed in patients with endometrial
hyperplasia, indicating that they may represent an early
event in the development of endometrial cancer (88,92,112).
K-ras mutations have been found in endometrial hyperplasias
histologically classified as atypical and clinically considered
premalignant. No detectable ras mutations in adenomatous
hyperplasias and cystic hyperplasias have been found.
Hachisuga et al reported the presence of K-ras mutations in
codon 12 in tamoxifen (TAM)-related endometrial polyps
(113). The incidence of mutations in codon 12 of K-ras in
TAM-related endometrial polyps (64%) was greater than the
incidence of the same mutations in sporadic endometrial
hyperplasias, suggesting the important role of ras in
chemically-induced transformation of endometrium in TAM-
treated postmenopausal women with breast cancer.

Expression of ras oncogenes
Expression of Ras protein. Expression of Ras protein has
been detected in endometrial carcinoma indicating that it
may play an important role in the development of human
endometrial carcinoma (63,114-117). It has been demonstrated
that Ras protein is expressed in 68-75% of the specimens
with endometrial carcinomas analyzed by immunohisto-
chemical staining with monoclonal antibodies, while 47.5%
has been found positive for H-Ras (115,116,118). The levels
of Ras protein in human uterine lesions was studied as
compared to normal tissue using an immunohistochemical
assay (Y13 259 monoclonal antibody) and elevated
expression of Ras in endometrial carcinoma was found (63).

In this study, normal or atrophic endometrial mucosae were
mostly negative while 6 out of the 12 hyperplastic
endometrial lesions were found to be moderately or highly
positive. Scambia et al studied 18 normal endometrial
tissues and 37 human primary endometrial carcinomas by
Western blot analysis and found that Ras levels were
significantly higher in primary endometrial carcinomas than
in normal proliferative tissues (114).

In contrast to other types of cancer (bladder, prostate,
colon and breast) where Ras is detected only within neoplastic
cells, in high-grade endometrial carcinomas Ras protein has
also been detected within stromal cells (117). However, in
the immunohistochemical analysis although most of the
tumour cells expressed Ras protein, the stromal component
was unreactive (114).

It has been found that the Ras protein levels are significantly
higher in secretory than in proliferative endometrium (114).
Estrogen receptor (ER)-positive tumours express higher Ras
protein levels than ER-negative tumours, while a similar
trend, although not statistically significant, has been found
between Ras values and progesterone receptor (PR) expression
(114). In immunohistochemical analysis of Ras protein using
monoclonal antibody rp-28 by Yaginuma et al, Ras expression
was related to the histological type of endometrial cancer. In
this study, 63% of well differentiated adenocarcinomas, 53%
of moderately differentiated and 40% of poorly differentiated
were positive, while the staining intensity of Ras seemed to
be stronger in the more differentiated types of endometrial
carcinoma (119). Among patients with endometrial cancer,
expression of Ras protein has been detected more frequently
in post-menopausal than in premenopausal women indicating
the existence of different carcinogenetic mechanisms in these
two groups of patients (119).

Ras expression and prognosis. Expression of ras oncogenes has
been examined in relation to patients prognostic parameters
with conflicting results (115,116,118,120). In the study of
Miturski et al, the simultaneous detection of both Ras and
p53 proteins was correlated with advanced clinical stage of
human endometrial carcinoma (118). Semczuk et al showed
that Ras immunostaining was related to myometrial invasion
(116). However, no significant relationship between Ras
expression and patients survival has been proposed in other
studies (115,120).

4. ras and ovarian cancer

Background. Ovarian cancer is the leading cause of death
from gynaecological malignancies and the fifth most common
cause of cancer death among women (121). There is evidence
that ovarian cancer may be derived from the progressive
transformation of benign and/or borderline tumours (122).
Benign ovarian tumours lack the cytological and nuclear
atypia and follow a benign clinical course. Borderline ovarian
tumours retain a cellular and nuclear architecture similar to
invasive carcinomas, without histological evidence of stromal
invasion, but with the ability to metastasize. Mutations
involving different oncogenes and tumour suppressor genes
accumulate during the process of malignant transformation of
ovarian cells.
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The role of ras oncogene activation in ovarian carcino-
genesis has been extensively studied (123-128). In vitro
experiments have demonstrated that transfection of mutant
H-ras into immortalized ovarian cells can induce malignant
transformation (123). Yang et al found that silencing of H-ras
oncogene expression using small inhibitory RNA (siRNA)
in ovarian cancer cell lines decreases transformation
efficiency and tumour growth (124). Moreover, it has been
shown that activation of AKT2, a member of protein kinase B
family activated via ras signalling pathways, is a common
occurrence in human ovarian cancer (125,126). Thangaraju
et al found that BRCA1 overexpression in ovarian cancer
cell lines enhanced signalling through a pathway that involved
H-ras activation (127). It has been demonstrated that
hepatocyte growth factor (HGF), a multifunctional growth
factor which has several biological effects on epithelial cells,
such as proliferation, invasiveness and morphogenesis
modulates motility and invasiveness of ovarian carcinomas
via ras-mediated pathways (128).

Genomic alterations of ras oncogenes
ras mutations. Mutations of the K-ras oncogene in ovarian
cancer range from 4 to 47% while H-ras and N-ras oncogenes
occur less frequently (Table III). The most frequent codon 12
K-ras mutations are GGT to GAT transversions (129). For
example, in the study of Park et al in 37 ovarian cancers, the
incidence of codon 12 mutations of K-ras gene was 35.1%
(13/37) and the distributions of transversions from GGT to
GAT, to AGT, to TGT, and to GTT were 32.4% (12/37),
2.7% (1/37), 0% and 0%, respectively (130).

Mutations of ras oncogenes in other codons such as 13
and 61 have also been implicated less frequenlty in ovarian
cancer (131-133). In 28 tissue specimens of human ovarian
cancer examined by Chien and Chow, one specimen was
found with a H-ras point mutation at codon 12, two had a
K-ras mutation at codon 12, one had a K-ras mutation at
codon 13 and none at codon 61 (132). Hogdall et al analyzed
the presence of mutations at codons 12 and 13 of the K-ras
oncogene in 138 women with invasive ovarian cancer and
K-ras codon 12 mutations were found in 8.7% of the patients
while a K-ras codon 13 mutation was found in 1.5% (133).

Peritoneal fluid evaluation forms part of the staging process
of ovarian cancer. However, since cytological examination
may be negative in the presence of micrometastatic ovarian
cancer, molecular analysis of peritoneal fluid can be used
to complement current conventional diagnostic procedures
for detection of primary ovarian cancer (134). Genetic
abnormalities, such as genomic alterations of K-ras oncogene
present in cancer cells can be detected using molecular biology
techniques and can increase the diagnostic accuracy of
peritoneal fluid evaluation (135). In 1999 it was suggested
that K-ras detection in peritoneal fluid may have value for
the early diagnosis and monitoring of ovarian cancer (136).
This study demonstrated a high incidence of K-ras gene
mutations in the peritoneal washings or ascites of women
with ovarian adenocarcinomas related to FIGO staging
whereas K-ras mutations in cystadenomas peritoneal fluid
were less frequent. However, Parrella et al studied 14
ovarian cancers and matched peritoneal fluid but no K-ras
mutation was detected either in tissues or in peritoneal fluid

(137). Further studies are required to determine the
sensitivity of the detection of K-ras mutations in peritoneal
fluid and their importance for the early diagnosis of ovarian
cancer.

The incidence of K-ras mutations is significantly
higher in cases of mucinous than serous ovarian carcinoma
(83,131,133,138-140). K-ras mutations have also been
detected more frequently in patients with ovarian clear cell
adenocarcinoma than in patients with ovarian endometrioid
adenocarcinoma (141). The incidence of codon 12 K-ras
point mutations was higher in patients with serous cyst-
adenocarcinomas than in patients with mucinous cystadeno-
carcinomas (130). However, in another study K-ras
mutations were not associated with the differentiation of the
epithelial cells (142). The exact involvement of K-ras
mutations in ovarian differentiation remains to be elucidated.

ras mutations and prognosis. Many studies have examined the
presence of K-ras mutations in relation to clinicopathological
parameters in order to evaluate the prognostic role of detection
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Table III. Mutational activation of ras family oncogenes in
ovarian cancer.
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Author/refs. Number ras Frequency

of cases gene (%)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Enomoto et al (83) 13 K-ras 2/13 (15.4)

Enomoto et al (131) 37 K-ras 10/37 (27)

H-ras 0/37 (0)

N-ras 0/37 (0)

Chien et al (132) 28 K-ras 3/28 (10.7)

H-ras 1/28 (3.6)

Teneriello et al (129) 25 K-ras 1/25 (4)

Ichikawa et al (138) 32 K-ras 8/32 (25)

Park et al (130) 37 K-ras 13/37 (35.1)

Tanimoto et al (148) 17 K-ras 4/17 (23.5)

Cuatrecasas et al (144) 97 K-ras 34/97 (35.1)

Mandai et al (149) 10 K-ras 4/10 (40)

Haas et al (150) 17 K-ras 2/17 (11.8)

Caduff et al (151) 81 K-ras 9/81 (11.1)

Varras et al (142) 48 K-ras 11/48 (22.9)

H-ras 3/48 (6.3)

N-ras 0/48 (0)

Dokianakis et al (37) 47 K-ras 22/47 (46.7)

H-ras 3/47 (6.4)

N-ras 1/47 (2.1)

Suzuki et al (139) 64 K-ras 15/64 (23.4)

Schmitz et al (180) 21 K-ras 2/21 (9.5)

Hongdall et al (133) 138 K-ras 14/138 (10.1)

Okuda et al (141) 64 K-ras 7/64 (10.9)

Singer et al (140) 31 K-ras 0/31 (0)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––



of ras mutations in ovarian cancer. Point mutations of K-ras
were found most frequently in patients with advanced stage
disease and in those with pelvic lymph node metastases
indicating K-ras mutations as a marker that can predict a
high risk of pelvic lymph node metastases in ovarian cancer
(130). The presence of K-ras gene mutations was statistically
correlated with FIGO and surgical stage of the malignant
specimens (136). It has been proposed that ovarian cancers
of mucinous and non-mucinous histology are significantly
different with respect to clinical characteristics, survival and
molecular alterations (143). However, most of the
researchers have demonstrated no correlation between ras
mutations and patients survival (133,141,142,144). No
significant correlation was found between ras mutations and
clinicopathological parameters or clinical outcome of
primary invasive ovarian carcinomas in Greek population
(142). The presence of K-ras point mutations did not correlate
with survival in non-mucinous ovarian epithelial tumours
(144). K-ras mutations did not affect survival of patients with
ovarian clear cell or ovarian endometrioid adenocarcinoma
(141), and the frequency of K-ras mutations was correlated
with the histological type of tumour, but not with age, stage,
radicality of operation and patients survival (133). 

ras mutations and benign/borderline ovarian tumours. Ovarian
cancers are likely to arise through malignant transformation of
benign ovarian tumours (122). The results of many studies
confirm that K-ras mutations occur in benign and borderline
ovarian tumours supporting that K-ras mutational activation is
an early event in ovarian carcinogenesis (129,133,138,144-155).

It has been suggested that the frequency of K-ras mutations
increases from benign to borderline tumours and from border-
line tumours to ovarian cancer (122,138,144,147). In the
study of Ichikawa et al, mutations of K-ras in codon 12 were
detected in 4 of 30 mucinous adenomas (13%), in 4 of 12
mucinous borberline tumours (33%), while the incidence of
K-ras mutations in mucinous carcinomas was 46% (138).
Cuatrecasas et al found codon 12 point mutations of K-ras
in 55.7% of mucinous cystadenomas, 73% of borderline
tumours and 85% of ovarian carcinomas, while codon 13
mutations were detected in five cystadenomas, three
borderline tumours and three carcinomas (147). In a series of
144 non-mucinous ovarian tumours, the frequency of K-ras
mutations at codons 12 or 13 was 20% (7/35) in benign
tumours, 25% (3/12) in borderline tumours, and 35% (34/97)
and in carcinomas (144).

Higher incidence of K-ras mutations in borderline
tumours than ovarian cancer have been reported suggesting
the essential role of K-ras mutations in borderline tumours
(133,145,148,150,151).

Mutations of K-ras have been detected at a higher
frequency in mucinous borderline tumours compared to
serous borderline tumours (145,146,149,151,153). It is
suggested that K-ras mutations occur during the transformation
from benign cystadenomas to mucinous borderline tumours
or mucinous carcinomas, providing molecular genetic support
for the hypothesis of the ‘adenoma-carcinoma sequence’ in
mucinous ovarian tumours. Mucinous borderline tumours
represent precursors of mucinous carcinoma of the ovary,
while serous borderline tumours, although they have some

molecular features associated with malignancy, are unlikely
to represent a precursor of invasive serous carcinoma (122).

Amplification and deletions of ras oncogenes. Amplification of
the ras oncogenes has been widely studied in ovarian cancer
(156-162). Amplification of H-ras and K-ras has been detected
in ovarian carcinomas in a small number of cases but compared
to tumours in other anatomical sites it has been proposed to be
specific to ovarian tumours (157). Amplification of K-ras was
found in 3 of 7 cases and amplification of H-ras in 1 of 12
cases with ovarian adenocarcinoma (158). The amplification
rate of N-ras and K-ras in ovarian carcinomas was 44 and
31%, respectively (159), and took place chiefly in cases of
early stage and those of good differentiation. Corresponding
elevated levels of c-K-ras2 mRNA and Ras protein were
found in tumours with K-ras2 amplification (156). The
levels of K-ras specific RNA transcripts and Ras protein
were also related to elevated amplification of K-ras (163).
However, it has been suggested that amplification of the K-ras
oncogene is not associated with tumour progression and
metastasis (160).

Allelic loss of ras oncogenes or chromosomes where ras
oncogenes are located have also been reported in ovarian
cancer and may be involved in ovarian cancinogenesis. Allelic
deletions of the H-ras oncogene have been found to be a very
common abnormality in human ovarian adenocarcinomas
and have been used as markers of larger chromosomal
deletions on chromosome 11 (164). Chromosome 11 is one
of the most commonly involved chromosome in ovarian
cancer, reported abnormal in 83% of 29 tumours (165).
Allele loss on chromosome 11 is present in late stage human
ovarian carcinomas and has been associated with poor patient
survival (166,167).

Expression of ras oncogenes
Ras protein expression. Overexpression of ras oncogenes
only occurs in a small proportion of ovarian carcinomas but
may have an important role in the progression of the disease
pattern (146,148,168-174). In 57 tumour specimens from
patients with advanced ovarian cancer, although the pattern of
the staining was similar to the germinal epithelium of normal
ovaries, the intensity of staining was more enhanced in
carcinomas than in normal ovaries (168). Overexpression of
ras oncogenes was found in 16 of 80 (20%) patients with
epithelial ovarian cancer (170). Levels of Ras protein
detected were similar in normal and cystic ovaries and in
benign tumours, whereas they were significantly higher in
malignant tumours than in control tissues (172). Compared to
normal ovaries and benign ovarian tumours, higher levels of
Ras protein were also found in 45% of the 100 ovarian
carcinomas (173).

The presence of Ras overexpression in borderline ovarian
tumours suggests that it may be an early genetic alteration
in ovarian tumourigenesis (148,169,174-176). Ras expression
was relatively higher in serous borderline tumours and
papillary serous cystadenocarcinomas in contrast to normal
ovary and serous cystadenomas (176). It has been suggested
that Ras expression could be an indicator of malignant
potential, enabling us to distinguish benign lesions from
borderline ovarian tumours and carcinomas.
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Overexpression of Ras protein has been observed in
serous and mucinous cystadenocarcinomas, undifferentiated
adenocarcinomas, and clear cell carcinomas but not in germ
cell and sex-cord stromal tumours (171). This differential
expression of ras p21 has been suggested to be due to the
different histogenesis of ovarian tumours reflecting a different
carcinogenic mechanism for different types of malignancy.

Statistical analyses have shown a strong positive
correlation between cyclin D1 and K-Ras immunoexpression
in ovarian cancer cell lines and tumour tissues (177). It has
also been found that estrogen receptor (ER)-positive and
progesterone receptor (PR)-positive tumours express higher
Ras protein levels than ER-negative and PR-negative
tumours (172). Suto et al showed that tumourigenic
transformation induced by the ras oncogenes is associated
with alterations in estradiol biotransformation (178). Zachos
et al found increased binding of glucocorticoid receptor (GR)
to H-ras GR element and of estrogen receptor (ER) to H-ras
ER element in all ovarian tumours tested (179). It has been
suggested that steroid hormone receptor binding could directly
activate the H-ras oncogenic potency in ovarian lesions.

Overexpression of the Ras protein in ovarian tumours has
also been correlated with elevated binding and increased
nuclear levels of wild-type p53 (104).

Ras expression and prognosis. The levels of Ras expression
have been found significantly higher in tumours of patients
with recurrent or persistent disease after chemotherapy
compared to tumours of patients at initial presentation
(170). Moreover, Ras protein levels are higher in metastases
than in primary ovarian carcinomas (146). A significant
relationship has been shown between Ras positivity and a
shorter overall survival and progression-free survival
(146,172). Simultaneous overexpression of p185 and Ras
protein has also been associated with shorter disease-free and
overall survival (173).

No association between Ras protein and the histologic
characteristics, the clinical stage and the patients prognosis
have also been shown (168,169,174). There was no
correlation between staining intensity of Ras protein and the
histologic type, the histologic grade, the ploidy class, and the
clinical outcome (168). Ras expression was comparable in
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Figure 2. Involvement of the ras family oncogenes in female genital tract carcinogenesis.



I/II and III/IV FIGO stages (169) and no difference in Ras
expression was observed between the cases examined in spite
of the differences in the degree of differentiation of the
epithelial ovarian carcinomas (174).

5. Future perspectives

A major concern regarding gynaecological cancer is the lack
of specific tumour markers for early detection, for accurate
prediction of biological behaviour and for accurate assessment
of prognosis. From this point of view ras oncogenes allow us
to improve our understanding of disease aetiology (Fig. 2),
and provide more precise diagnostic and prognostic
characterization of individual tumours. The evaluation of ras
activation in patients with cervical intraepithelial neoplasia,
endometrial hyperplasia and benign or borderline ovarian
tumours may be used to identify those at high risk for
developing carcinomas. Differences in the incidence of K-ras
gene mutations in various ethnic groups or geographic
regions may indicate the presence of genetic or environmental
factors influencing the pathway of female genital carcino-
genesis. The involvement of ras oncogenes in radioresistance
or multidrug resistance will result in the improvement of
potential therapies that can be targeted at ras oncogenes,
through approaches such as selective inhibition by anti-sense
oligonucleotides. The potential ras oncogenes to be used as
therapeutic targets in gynaecological cancer will require
further research.
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ABSTRACT 

 

Objective. Human papilloma virus (HPV) has been identified as the principal 

etiologic agent for cervical cancer and its precursors. Different HPV types have been 

associated with different oncogenic potential. The purpose of this study was to evaluate the 

relationship between HPV specific type infection and expression pattern of the ras family 

oncogenes in different grades of HPV-associated human cervical neoplasia. Methods. HPV 

typing was performed using polymerase chain reaction (PCR) in thirty-one HPV-positive 

human cervical specimens from patients with squamous intraepithelial lesions (SIL) or 

squamous cervical carcinoma (SCC). The mRNA expression levels of H-, K- and N-ras 

oncogenes were examined using reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 

technique. Statistical analyses were performed using SPSS software. Results. Among patients 

with SCC, H-, K- and N-ras expression levels were higher in HPV 16/18-associated cases 

compared to HPV 16/18 non-associated samples (p=0.003, p=0.004 and p=0.0001 

respectively). Differences in ras mRNA expression between multiple HPV and single HPV 

infection were detected in patients with SCC. Among patients with SIL, no statistically 

significant relationship was found between ras expression and HPV status. Conclusion. Our 

findings indicate the possible role of ras signalling interaction with ‘high-risk’ HPV 16/18 

and multiple HPV infection in cervical cancer development.  
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INTRODUCTION 

 

Human Papilloma Viruses (HPVs), small double-stranded DNA viruses, comprise a 

family of more than 130 genotypes (1). At present, more than 80 HPV genotypes have been 

identified in humans, each with a distinct tissue tropism. The circular HPV genome contains 

between 6800 and 8000 base pairs (bp) and is divided into eight open frames (ORF)-E6, E7, 

E1, E2, E4, E5 and L2 and L1- coding for ‘early’ or ‘late’ functions and some 1 kb of 

noncoding region (2). Specific types of HPV are implicated in the development of various 

types of human tumor, including cervical carcinoma, squamous cell carcinoma of the skin and 

of the upper respiratory tract and prostate cancer (2-4). Epidemiological studies have clearly 

established infection with HPV as the central cause of invasive cervical cancer (3). 

HPV 16 and HPV 18, being cloned in 1983 and 1984, respectively, are the most 

prevalent HPV genotypes worldwide (2). Both types are considered as ‘high-risk’ types 

because their presence is predominately associated with cervical carcinoma and preneoplastic 

lesions. The presence of HPV 16 and 18 in patients with cervical carcinoma has been 

associated with vascular invasion, lymph node metastases, tumor size and FIGO stage (5). In 

patients with low grade intraepithelial lesions (LSIL), the persistence of ‘high-risk’ HPV has 

been proposed as a risk factor to a high-grade intraepithelial lesion (HSIL) progression (6). In 

contrast, ‘low-risk’ HPV types, most commonly types 6 and 11, are typically associated with 

benign proliferative lesions, such as genital warts, while HPV 33 is considered as an 

‘intermediate-risk’ type (7). 

The oncogenic potential of HPV 16 and HPV 18 has been attributed to two small 

open reading frames (ORF), E6 and E7, that encode proteins essential for viral replication. E6 

and E7 proteins interact with host cell proteins that are implicated in cell cycle regulation, 

DNA cellular repair processes and apoptosis. The E6 protein binds and functionally 

inactivates tumor suppressor protein, p53, promoting its degradation by means of an 

ubiquitin-dependent pathway (8). The E7 protein, similarly, interacts with the retinoblastoma 
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(Rb) protein and inactivates it (9). In addition, E6 functions to activate telomerase and the 

SRC kinases and inhibit BAK, while E7 stimulates cyclins A and E and inactivates the cyclin-

dependent kinase inhibitors, WAF1 and KIP1 (2). Although E6 and E7 can independently 

immortalize human cells, efficiency is increased when they are expressed together, indicating 

a synergizing action in host cell immortalization and malignant transformation (10). 

Although the presence of HPV DNA and E6/7 expression is proposed as a virtually 

necessary cause of primary keratinocyte immortalization, HPV infection alone is not 

sufficient to engender a full tumorigenic conversion of cervical tissue (11). This is illustrated 

by the rare occurrence of cancer compared with the wide distribution of HPV infection 

worldwide and the long latency of HPV-induced cervical neoplasia. Interaction between HPV 

and host cell genes, including the inactivation of tumor suppressor genes and /or activation of 

cellular oncogenes is likely to contribute to the persistence and progression of HPV infection 

to cervical cancer. 

Expression of cellular genes has been excessively studied in human malignancies by 

several researchers (12-14). The family of ras oncogenes, the most well-studied family of 

cellular genes, consists of H-ras, K-ras and N-ras, which have been mapped on chromosomes 

12p12.1, 11p15.5 and 1p13 respectively (15). These genes encode for a 21kDa protein (p21 

protein) with GTPase activity which participates in cellular signal transduction. ras 

oncogenes are frequently implicated in human tumors by four different mechanisms: mutation 

of ras proto-oncogenes (16,17), gene amplification, insertion of retroviral sequences and 

alterations in regulation of transcription (18). Overexpression of p21 protein has been 

implicated in several human cancers including breast, colon, head and neck, bladder and lung 

(18). In vitro experiments have shown that overexpression of the mutant T24 H-ras oncogene 

can cause the oncogenic transformation of early passage rodent cells (19), while 

overproduction of even the normal p21 protein is sufficient to confer a transforming potential 

on cultured cells (20).  

In cervical neoplasia, overexpression of p21 protein has been detected in cervical 

tumors as opposed to benign or premalignant lesions and has been associated with the 
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development of the disease (21-25). Recently, our group demonstrated H-ras and N-ras 

overexpression as a marker of malignant transformation in human cervical neoplasia (26). In 

vitro experiments have demonstrated collaboration between HPV and ras in the malignant 

transformation process of cervical keratinocytes (27-29).  

The purpose of this study was to examine the possible interaction of different HPV 

types with ras oncogene expression. We evaluated the ras expression pattern according to 

specific type HPV status and investigated differences between HPV 16 and HPV 18 positive, 

‘high risk’ HPV16/18(+) and HPV16/18(-), multiple and single HPV(+) samples in different 

grades of human cervical neoplasia. To date, there is no data on the relationship between 

specific HPV types and transcriptional activation of ras oncogenes in human cervical tissue. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Patients and tissue specimens 

We collected cervical tissue from fifty six (56) patients who undertook surgical 

resection or biopsy at the Department of Obstetrics and Gynecology, University Hospital of 

Heraklion between 2002 and 2004. HPV detection was performed in the total number of 

samples. All the HPV-positive samples (31) were selected for further HPV typing and 

analysis of H-ras, K-ras and N-ras mRNA expression. The histological classification of the 

material was performed at the Department of Pathology, University of Crete, Heraklion, 

Greece. Clinicopathological data (histological subtype, stage, grade, age, tobacco use, 

lifestyle, outcome and survival data) were available for all patients included in the study. The 

present study was approved by the ethics committee of the University of Crete and all the 

patients participating in the study gave written informed consent. 

 

DNA and RNA extraction 
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Tissue obtained during surgery was divided into three parts. One portion was fixed in 

buffered formalin (pH 7.4) for routine histopathological assessment, while the two others 

portions were directly snap-frozen in liquid nitrogen and stored at –80ºC until DNA and RNA 

extraction. DNA was extracted as previously described (30) and stored at -20ºC. Total RNA 

was isolated using the Trizol reagent (Life Technologies Ltd., UK) according to the 

manufacturer’s instructions. RNA samples were treated with DNase I to remove residual 

traces of DNA. RNA content and purity were assessed by spectrophotometry (Hitachi 

Instruments Inc., USA) at 260 nm and 280 nm. One percent (1%) agarose gel electrophoresis 

and ethidium bromide staining were used to examine RNA integrity. RNA aliquots were 

stored at –80ºC. 

 

HPV detection 

For the detection of the HPV, the general primers, GP5 and GP6, were used(30). The 

extracted DNA (1µl) of each sample was amplified in a total volume of 30 µl containing 1x 

PCR reaction buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µΜ οf each dNTP, 0.5 µM of each primer and 0.6 

U Platinum Taq DNA polymerase (Life Technologies Ltd., U.K.).The amplification 

conditions used for HPV detection using the general primers have been previously described 

(30). PCR products for HPV were analysed on 2% agarose gel and photographed on a UV 

light transilluminator.  

 

HPV typing 

For the distinction of HPV types we used separate specific pairs of primers (31) for 

virus types, HPV 16, HPV 18, HPV 33 and HPV 11, giving a different length of amplified 

DNA. The extracted DNA (1µl) of each sample was amplified in a total volume of 20 µl 

containing 1x PCR reaction buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µΜ οf each dNTP, 0.5 µM of each 

primer (sense and antisense) and 0.6 U Platinum Taq DNA polymerase (Life Technologies 

Ltd., U.K.). The amplification conditions used for HPV detection using the specific primers 

have been previously described by Koffa et al (31). Ten µl of the digestion product was 
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electrophoresed through an 8% polyacrylamide gel and silver stained. The PCR product size 

of HPV 16 was 315 bp; HPV 18,  143 bp; HPV 33, 171 bp; and HPV 11, 236 bp. PCR assay 

was carried out in a PTC-200 programmable thermal controller (MJ Research Inc., U.S.A.). 

All PCR reactions included appropriate negative controls. DNA extracted from HeLa cells 

and plasmid DNA of HPV 16, HPV 18, HPV 33 and HPV 11 were used as positive controls.  

 

Analysis of H-ras, K-ras and N-ras mRNA expression 

We have reported the analysis of H-, K- and N-ras mRNA expression levels on 

samples 1-23 in a previous study (26). In order to ensure comparable results in the 

total sample group, we repeated the analysis with the addition of samples 24-31. 

Reverse transcription reactions for the preparation of first strand cDNA from 1 µg of total 

RNA were performed for 1h at 52oC using 15 U Thermoscript reverse transcriptase, 40 U 

RNaseOut, 50 ng of random hexamers and 1.0 mM of each dNTP in a total volume of 20 µl 

of 1x First Strand cDNA Synthesis Buffer containing 5 mM dithiothreitol (DTT), ensued by 

incubation for 20 min at 37oC with 2 U of E. coli RNaseH to avoid RNA contamination of 

cDNA, according to the manufacturer’s protocol (Life Technologies Ltd., U.K.). PCR assays 

were carried out in a PTC-200 programmable thermal controller (MJ Research Inc., U.S.A.); 

1 µl of cDNA was amplified in a total volume of 10 µl containing 1x PCR reaction buffer, 2.5 

mM MgCl2, 0.4 mM dNTPs, and 0.6 U Platinum Taq DNA polymerase (Life Technologies 

Ltd., U.K.), with 30 pmol of each primer set. β-actin was used as an internal control in all 

PCR reactions. To evaluate the above conditions for specific and optimum amplification of 

each primer set, and to achieve integrated density measurements at the exponential 

amplification phase of the PCR reaction, we performed kinetic analysis increasing the number 

of PCR cycles from 24 to 38 for the different annealing temperatures of 53oC, 55oC and 57oC. 

The oligonucleotide primers for H-, K-, N-ras and β-actin, as well as the amplification 

conditions, have been previously described (26).  
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PCR products were analysed by 10% polyacrylamide gel electrophoresis (29:1 ratio 

acrylamide/bis-acrylamide) and silver stained. Gels were scanned on an Agfa SnapScan 

1212u (Agfa-Gevaert N.V., Belgium). The integrated density of the bands was used as a 

quantitative parameter and was calculated by digital image analysis (Scion image). The 

mRNA levels for each gene were expressed as the ratio of the integrated density of the band 

of each ras gene versus the corresponding levels of β-actin. 

 

Statistics 

Statistical analyses were performed using SPSS software (SPSS, version 11.5). The 

Mann-Whitney U test was used to compare the median mRNA transcript levels of each ras 

oncogene between HPV 16/18(+) and HPV 16/18(-), HPV 16 and HPV 18, and single HPV 

and multiple HPV groups of patients. The limit of statistical significance was set at p<0.05. 

 

RESULTS  

 

Our study included thirty-one (31) HPV-positive patients, nineteen (19) with 

squamous intraepithelial lesions (SIL) and twelve (12) with squamous cervical carcinoma 

(SCC). The mean age in each group of patients was 49.32 and 58.2 years respectively (Table 

1). The results of HPV typing of our study samples are presented in Table 2. The frequency of 

‘high-risk’ HPV 16 or 18 infection in patients with low grade squamous intraepithelial lesions 

(LSIL) was 54.55%; in patients with high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL), 

75%; and in patients with SCC, 83.33%.  

HPV 16 was detected more frequently than HPV 18 (45.16% vs 38.71%). Among 

patients with SCC, HPV 16 was detected in 6 (50%) women and HPV 18 was detected in 6 

(50%) women. In non-malignant group of patients HPV 16 was detected in 9 (47.37%) 

women, 4 with LSIL and 5 HSIL, while HPV 18 was detected in 6 (31.58%) women, 2 with 
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LSIL and 4 with HSIL. HPV 33 was observed in 2 (6.45%) LSIL patients while HPV 11 was 

found in 5 (16.13%) patients, 4 with LSIL and 1 with SCC.  

Out of the 31 positive samples for HPV-DNA, 7 were multiple infection cases 

produced by more than one viral genotype. Co-infection with HPV 16 and HPV 18 was 

detected in 2 patients with SCC and in 3 patients with HSIL, HPV 18 and 11 was detected in 

one patient with SCC, while one sample with LSIL was positive for HPV 11 and HPV 16.  

In the total sample, the mean expression levels of H-, K- and N-ras were 4.678 (SD 

4.990), 0.954 (SD 1.564) and 5.231 (SD 3.987) respectively. The mean expression levels of 

H- and N-ras were higher in patients with SCC than in patients with SIL (p=0.002 and p.029). 

K-ras expression levels were also higher in patients with SCC than in patients with SIL 

(1.021, SD 0.654 vs 0.811, SD 0.431); however, this relationship was not statistically 

significant. 

The relationship between mRNA expression levels of ras oncogenes and HPV status 

is summarized in tables 3 and 4. Among patients with SCC, the mean mRNA expression 

levels of all ras oncogenes, H-, K- and N-ras, were higher in HPV16/18 positive patients 

compared to HPV16/18 negative patients, while no difference was observed in patients with 

SIL (Table 3). Among patients with SCC and SIL, no statistically significant difference was 

observed in expression levels of ras oncogenes between HPV 16 positive and HPV 18 

positive patients.  

The expression levels for H-, K- and N-ras were significantly higher in SCC patients 

with multiple HPV infection compared to patients with single HPV infection (Table 4). 

Among patients with SIL, the transcript levels for ras oncogenes were similar in multiple and 

single HPV infected samples. The highest expression of H-ras and N-ras oncogenes was 

observed in patients with multiple HPV 16 and 18 infection. 

 

DISCUSSION 
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Molecular technology development has led to a dramatic increase in the estimated 

prevalence of HPV in cervical carcinoma, from 40-50% of cases in the early 1980’s to nearly 

100% in recent studies (32). HPV detection and typing can be performed by using various 

molecular biology techniques such as in situ hybridation (FISH), southern hybridation (SH), 

Hybrid CaptureTM (HC) and polymerase chain reaction (PCR) technology. PCR, which is the 

most frequently employed, is a highly sensitive methodology which enables the detection of a 

large number of HPV genotypes. The PCR-RFLP technique employing general primers, as 

well as the multiplex PCR using simultaneously specific HPV type primers, allows the 

recognition of several genotypes in a single amplification reaction (31). However, these 

procedures are not able to define with accuracy certain cases of infection caused by multiple 

genotypes, which frequently produce blurred restriction or amplification patterns (33). In such 

cases, PCR with specific primers used separately, nucleotide sequence analysis or Dot Blot 

hydridation can achieve more accurate HPV typing (34). In our study, we performed PCR 

with specific primers used separately, increasing the sensitivity of HPV detection by avoiding 

HPV false-negative or undetermined results in cases of multiple HPV infection. 

The distribution of specific types of HPV is known to vary in different regions of the 

world. Geographical variations have been attributed to the epidemiological features of each 

region as well as to the variability in the sensitivity of the employed assays (35,36). HPV 16 

and HPV 18 are the most prevalent HPV types with HPV 16 being predominant worldwide. 

The knowledge of the most prevalent HPV genotypes in a region is essential to design an 

effective HPV-vaccination program. In our study, although HPV 16 was the most frequent 

genotype, the frequency of HPV 18 was almost twice the frequency which is reported by 

other researchers in Europe (37). This is in agreement with the reports from Greece indicating 

a high frequency of HPV 18 in the island of Crete, an island of the southeast edge of Europe, 

close to Africa (30,31). Distribution of HPV 18 type in Crete may indicate the possible 

presence in this remote region of an aggressive HPV 18 variant. HPV 18 intratypic variants 

such as European, Asian-Amerindian and African, varying by <2%, have different population 

and histological distribution (38). Non-European HPV-18 variants tend to persist more 
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frequently and are associated with a higher risk of high-grade cervical lesions than European 

variants (39,40). 

 In our study, the levels of H-, K- and N-ras expression were higher in HPV 16/18 

positive than in HPV 16/18 negative malignant samples. Our findings may indicate the 

possible role of the HPV 16/18 interaction with cellular ras oncogene expression in malignant 

transformation. HPV 16/18 are considered as ‘high-risk’ HPV with a high oncogenic potential 

in relation to the other HPV types. The interaction between HPV and ras oncogenes has been 

documented by several researchers, indicating that it induces the full transformation of 

cervical keratinocytes (28,29). Transfection experiments on baby rat kidney cells (41) and on 

primary human fibroblast cells (42) in vitro have demonstrated that HPV cooperates with 

activated ras oncogenes in host cell transformation. It has been found that activation of ras 

oncogenes promotes expression of both HPV-16 E6/E7 (43) and HPV-18 E6/E7 (27). 

Moreover, Chen et al have demonstrated that cooperation of activated H-ras and E6 is 

necessary to overcome both the antiproliferative and antitransforming effects of wt p53, the 

most important HPV E6 cellular target (44). Recently, Giannoudis et al have suggested that 

low, intermediate, and high-risk HPVs have different effects on p21 protein expression (45). 

HPV 18 is considered more tumorigenic than HPV 16 and has been associated with a 

more rapid progression to malignancy (46). Compared to HPV 16, the presence of HPV 18 in 

patients with cervical cancer is more frequently associated with deeper stromal invasion, 

lymph node metastasis and poorer prognosis (47). Among patients with early-stage cervical 

cancer who were treated with radical hysterectomy and bilateral lymph node dissection, 

recurrence was found to be more common among HPV 18 positive women (48). Moreover, 

HPV 18 is more frequent in aggressive histological types, such as adenocarcinomas, and 

adenosquamous carcinomas than in squamous cell carcinomas where HPV 16 predominates 

(49). In our study, we didn’t find any statistically significant difference in expression of H-, 

K- and N-ras between HPV 16 and HPV 18 positive samples. Further research is required to 

evaluate different mechanisms implicating HPV 16 and HPV 18 interaction with host cell 

genes. 
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Co-infection of multiple HPV types has been demonstrated by several researchers in 

cervical neoplasia with varying frequencies (49-52). Multiple HPV infection has been found 

more frequently in adenosquamous carcinoma than in squamous cell carcinoma (50). Women 

with multiple HPV types have a higher risk of cervical cancer than women with single type 

infection (53), although in other studies there have been conflicting results (51,54). Moreover, 

in patients with cervical cancer who receive radiotherapy, the presence of multiple HPV types 

has been associated with poor response and with reduced survival (55). In our study, co-

infection with HPV 16 and 18 was the most common multiple HPV infection, which is 

consistent with results from other researchers (49). In the malignant group of patients 

included in our study, multiple HPV infection was related with elevated H- K- and N-ras 

expression implicating ras signalling in multiple HPV type aggressiveness.  

In the group of patients with squamous intraepithelial lesions, there was no 

correlation between ras expression and HPV status. It is suggested that additional factors to 

HPV infection, such as the integration of HPV DNA into the host cell genome, are required 

for the interaction between HPV and ras oncogenes. In non malignant lesions, the HPV DNA 

genome persists as an extrachromosomal episome in the nucleus of the infected cells (56). 

Integration of HPV DNA increases stability of the mRNAs encoding the viral E6 and E7 

oncogenes and leads to elevated viral oncogene expression (57). Elevated E6 and E7 

expression affects cellular signalling and particular cellular transcriptional factors both on a 

transcriptional and translational level (58). HPV DNA integration can also cause alterations in 

the integrity and expression of cellular genes, such as myc and APM-1 located in the 

chromosomal target regions, via insertional mutagenesis (59,60). Further studies will clarify 

the importance of HPV DNA integration in ras activation and its role in host cervical cell 

transformation. 

In conclusion, our results support the hypothesis of a potentially interactive effect 

between HPV 16/18 and transcriptional activation of ras oncogenes in cervical 

carcinogenesis. ras activation combined with multiple HPV infection may also be an 

important step in a subset of cervical carcinomas. The role of DNA integration in ras 
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activation and its implication in host cervical cell transformation may be essential in the 

oncogenic process. Further investigation is needed to determine the influence of ras 

expression on cervical carcinogenesis and its possible interaction with HPV infection status. 
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Table 1. Sample histologic classification and age of the HPV positive women included in 

our study. 

 

 N Age (years) 

Non-malignant group (SIL) 19 49.32 (SD 11.17) 

LSIL 11  

HSIL 8  

Malignant group (SCC) 12 58.20 (SD 17.01) 

Total 31 51.86 (SD 14.46) 

 

SIL: squamous intraepithelial lesions, LSIL: low grade squamous intraepithelial lesions, HSIL: high-grade 

squamous intraepithelial lesions, SCC: squamous cervical cancer. 
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Table 2. Typing of HPV-positive cervical samples. 

 

N patient lesion HPV 16 HPV18 HPV 33 HPV 11 other 
HPV 

1 SCC  +    
2 LSIL  +    
3 LSIL   +   
4 LSIL    +  
5 SCC +     
6 SCC +     
7 HSIL +     
8 SCC + +    
9 SCC  +  +  

10 SCC +     
11 SCC  +    
12 SCC + +    
13 HSIL     + 
14 LSIL    +  
15 LSIL +     
16 LSIL +   +  
17 HSIL + +    
18 LSIL +     
19 HSIL     + 
20 LSIL    +  
21 LSIL +     
22 LSIL  +    
23 HSIL +     
24 HSIL  +    
25 SCC  +    
26 SCC +     
27 HSIL + +    
28 SCC     + 
29 HSIL + +    
30 SCC     + 
31 LSIL   +   

LSIL: low-grade squamous intraepithelial lesions, HSIL: high-grade squamous intraepithelial lesions, SCC: 
squamous cervical cancer. 
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Table 3. ras oncogene mRNA expression in ‘high-risk’ HPV 16/18 vs non-‘high-risk’ 

HPV 16/18 infected cervical samples with squamous cervical neoplasia. 

 
A. Non-malignant group (SIL) 

 HPV 16/18 (+) 
N=11 

HPV 16/18 (-) 
N=7 

p-value 
 

H-ras 0.645 (SD 0.297) 
 

0.596 (SD 0.195) NS 

K-ras 0.683 (SD 0.359) 
 

0.519 (SD 0.352) NS 

N-ras 1.294 (SD 1.579) 0.973 (SD 1.478) NS 
 

B. Malignant group (SCC) 
 HPV 16/18 (+) 

N=10 
HPV16/18 (-) 

N=2 
p-value 

H-ras 9.290 (SD 4.383) 
 

0.655 (SD 0.926) 0.003 

K-ras 1.066 (SD 1.161) 
 

0.357 (SD 0.208) 0.004 

N-ras 7.780 (SD 3.749) 1.695 (SD 1.945) 0.0001 
Mann-Whitney Test, NS=not significant (p>0.05),  
SIL: squamous intraepithelial lesions, SCC: squamous cervical carcinoma. 
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Table 4. ras oncogene mRNA expression in multiple HPV vs single HPV infected 

cervical samples with squamous cervical neoplasia.  

 

A. Non-malignant group (SIL) 
 Multiple HPV (+) 

N=4 
Single HPV (+) 

N=15 
p-value 

 
H-ras 4.532 (SD 4.282) 

 
3.106 (SD 2.189) NS 

K-ras 1.602 (SD 1.099) 
 

0.723 (SD 0.650) NS 

N-ras 4.002 (SD 2.519) 3.133 (SD 4.008) NS 
 

B. Malignant group (SCC) 
 Multiple HPV (+) 

N=3 
Single HPV(+) 

N=9 
p-value 

H-ras 12.965 (SD 3.138) 
 

7.001 (SD 4.171) 0.009 

K-ras 1.080 (SD 1.217) 
 

0.687 (SD 0.491) 0.01 

N-ras 9.390 (SD 2.199) 5.994 (SD 3.781) 0.021 
Mann-Whitney Test, NS=not significant (p>0.05),  

SIL: squamous intraepithelial lesions, SCC: squamous cervical carcinoma. 
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ABSTRACT 

Background: Human papilloma virus (HPV) in childhood causes skin and anogenital 

warts as well as the recurrent respiratory papillomatosis, a life-threatening cause of 

upper airway obstruction in children. To date the information on HPV infection in 

tonsillar and adenoid hyperplasia in children is limited.  

Purpose: To investigate the presence of HPV DNA in children with benign tonsillar 

and/or adenoid hyperplasia.  

Methods: One hundred and six (106) samples of paraffin-embedded adenoid and/or 

tonsillar tissues from 102 children, 57 girls and 45 boys (age range: 2 years to 14 

years), were tested for the presence of HPV DNA using polymerase chain reaction 

(PCR) with general primers GP5+/GP6+. HPV typing was performed by PCR with 

specific primers for HPV 16, 18, 33 and 11. 

Results: HPV DNA was detected in 9 (8.5%) of the 106 collected specimens. The 

frequencies of HPV typing were 6/9 (66.7%) for HPV 16, 2/9(22.2%) for HPV 11, 

0/9(0%) for HPV 33 and HPV 18, while one HPV-positive sample remained untyped. 

No multiple HPV infection was detected. HPV was detected in 6 (9.4%) children with 

tonsillar hyperplasia and in 3 (7.1%) with adenoid hyperplasia. The mean age of 

children with HPV-positive specimens was lower than that of HPV-negative children 

(p=0.006). No statistical correlation in the prevalence of HPV infection was observed 

according to children’s sex, origin or residence (urban or rural). 

Conclusion: Although the significance of the presence of HPV DNA in tonsillar and 

adenoid hyperplasias remains obscure, the PCR detection of high-risk HPV DNA 

should be evaluated cautiously.  
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INTRODUCTION 

 Human papilloma viruses (HPVs) are small double-stranded DNA viruses 

which comprise a family of more than 130 genotypes.1 In humans, HPVs are 

widespread and occur worldwide inducing a broad spectrum of benign and malignant 

epithelial lesions. HPVs are classified into cutaneous or mucosal types.2 Cutaneous 

HPV types infect the squamous epithelium of the skin and produce common warts, 

plantar warts and flat warts. Mucosal HPV types infect the mucous membranes and 

are the principal etiologic factors for development of cervical carcinoma and its 

precursors. HPVs have also been implicated in oral, laryngeal and esophageal 

carcinogenesis, although the evidence is less convincing than that for cervical cancer.3  

 The incidence of HPV-associated manifestations, including anogenital warts 

in childhood, has increased in recent years.4,5 Anogenital warts represents an issue 

with legal and clinical implications and evaluation of children for the possibility of 

sexual abuse is mandatory in all cases.6,7 Recurrent respiratory papillomatosis (RRP) 

has also been associated with HPV infection in a variety of studies.8 RRP is a 

potentially life-threatening neoplasm that produces considerable morbidity in children 

by causing severe respiratory obstruction. It is diagnosed more frequently in children 

less than 5 years of age and its severity is inversely related to the age of onset.9 

 Although HPV infection is considered a sexual transmitted infection, HPVs 

can be transmitted by non-sexual routes including casual physical contact and 

perinatal vertical transmission. In childhood, it was previously thought that sexual 

abuse was the most common mode of transmission of HPV, but more recent studies 

suggest that perinatal infection and autoinoculation or heteroinoculation is much more 

likely than originally thought.4,10 Detection of HPV infection in the buccal cavity of 

healthy children has raised questions concerning the mode of HPV transmission in 

childhood .5,11  

 To date, several studies have evaluated the presence of HPV DNA in the 

buccal cavity in children by studying oral swabs or washings from healthy children.11-

15 Data on HPV infection in biopsy specimens tumor free oral mucosa from children 

is limited. Recent reports indicate that detection of HPV DNA is less frequent in oral 

exfoliated cells than in biopsy specimens. 16,17  

 The purpose of our study was to determine the frequency of HPV infection 

in tonsils and adenoids of children with adenoid and/or tonsillar hyperplasia, a 

common cause of upper respiratory tract obstruction in the pediatric age group.  
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MATERIAL AND METHODS 

We studied paraffin-embedded tonsillar and adenoid specimens from 102 

children with tonsillar and/or adenoid hyperplasia, on whom surgical resection was 

performed in ‘P.&A. Kyriakou’ Children’s Hospital, Athens, Greece during the period 

of 1995-2000. From 4 children, 2 girls and 2 boys, both tonsillar and adenoid tissues 

were collected. The histologic analysis of the material was performed at the 

Department of Pathology, P&A Children’s Hospital, Athens, Greece. 

Clinicopathological data (age, sex, origin, residence and medical history) were 

available for all patients included in the study. This study was approved by the ethics 

committees of ‘P.&A. Kyriakou’ Children’s Hospital, Athens, Greece and University 

of Crete, School of Medicine, Crete, Greece. 

Genomic and viral DNA was extracted from paraffin-embedded tissues as 

described elsewhere and stored at -20ºC.18 DNA purity was assessed by a UV/VIS 

spectrophotometer estimating the A260/A280 ratio and titrated to 200ng/µl. The 

presence of amplifiable DNA was verified by performing PCR using primers specific 

for β2-microglobulin. For the detection of the HPV DNA, the general primers, GP5+ 

and GP6+, were used.19 The extracted DNA (1µl) of each sample was amplified in a 

total volume of 30µl containing 3µl of 10x PCR reaction buffer (200mM Tris-HCl 

pH8.4, 500mM KCl), 1.5 mM MgCl2, 200µΜ οf each dNTP, 0.5µM of each primer 

and 0.6U of recombinant Taq DNA polymerase (Invitrogen Ltd., U.K.). The 

amplification conditions used for genomic DNA and HPV detection using the general 

primers have been previously described.20  
For the distinction of HPV types we used separate specific pairs of primers for 

virus types, HPV 16, HPV 18, HPV 33 and HPV 11, giving a different length of 

amplified DNA, as has been previously described.21 The extracted DNA (1µl) of each 

sample was amplified in a total volume of 20µl containing 10X PCR reaction buffer, 

1.5mM MgCl2, 200µΜ οf each dNTP, 0.5µM of each primer (sense and antisense) 

and 0.8U of recombinant Taq DNA polymerase (Invitrogen Ltd., U.K.). All PCR 

products were analysed on 2% agarose gel and photographed on a UV light 

transilluminator. PCR assay was carried out in a PTC-200 programmable thermal 

controller (MJ Research Inc., U.S.A.). All PCR reactions included appropriate 

negative controls. DNA extracted from HeLa cells and plasmid DNA of HPV 16, 

HPV 18, HPV 33 and HPV 11 served as positive controls. Characteristic examples of 

HPV detection experiments are shown in Figure 1.To ensure that our in-house PCR 
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was sensitive enough to detect relatively low levels of viral DNA, serial 10-fold 

dilutions of cloned HPV PCR products with known amount (4X106 copies/ml) were 

amplified by PCR. The sensitivity of our PCR assay reached 200 copies/ml.  

Statistical analyses were done using SPSS software (SPSS, version 11.5). 

Pearson χ² test was done to compare the rates of HPV detection in groups of samples 

according to children’s sex, age, origin, residence and histology. The T-test was used 

to compare the median age between HPV positive and HPV negative children 

included in our study. The limit of statistical significance was set at p<0.05. 

 

RESULTS 

We studied 64 tonsillar and 42 adenoid specimens from 102 children, 57 girls 

and 45 boys (Table 1). The average age of our study population was 7.5 years (S.D. 

3.6), ranging between 2 years and 14 years. All specimens were diagnosed as reactive 

hyperplasia of tonsillar and/or adenoid tissue with no evidence of malignancy. The 

histologic morphology of all samples showed no features (koilocytes, dyskeratotic 

cells or parakeratosis) of HPV infection. The mean age of children from whom 

adenoid tissue was collected was higher than the age of children on whom tonsillar 

tissue resection was performed, but without any statistical significance. None of the 

children had any wart-lesion in his or her buccal cavity. There was no clinical 

evidence of child sexual abuse in any subject. 

HPV DNA was detected in 6 (9.4%) of 64 tonsillar and 3 (7.1%) of 42 

adenoid specimens. In one HPV-positive child in whom adenoid and tonsillar tissues 

were collected, HPV DNA was found only in the tonsillar specimen. HPV 16 was 

detected in 3 girls and 3 boys (5.7%) and HPV 11 was detected in 1 boy and 1 girl. 

HPV 33, 18 and 6 were not detected at all, while in one girl’s tonsil HPV type 

remained undetermined. No multiple HPV infections were detected in any specimen 

The cumulative results of the statistical analysis of our data are presented in 

Table 3. The preschool group of children showed higher prevalence of HPV DNA 

than school children. The difference in the prevalence of HPV in tonsillar than in 

adenoid tissues was not statistically significant. No difference was also observed 

between HPV-positive and HPV-negative samples according to children’s sex, origin 

and residence (urban, rural). 
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DISCUSSION 

To date, data on the presence of HPV infection in normal or hyperplastic 

tonsils and adenoids in adults and children is limited.11-15,22 As summarized in a recent 

review, by the end of year 2002, only 200 tumor-free tonsillar or adenoid samples 

from patients with normal mucosa, tonsillar hyperplasia, chronic tonsillitis, adenoid 

hyperplasia or condyloma have been analysed for the presence of HPV DNA.22 

Among samples from patients with chronic tonsillitis or tonsillar hyperplasia, the 

reported frequencies do not exceed 14%,23-25 while other researchers have failed to 

detect HPV DNA in tonsillitis samples as well as in adenoid hyperplasia.24,26-28 

Recently, Chen et al.17 studied tonsillar tissues from 212 patients with tonsillitis or 

tonsillar hyperplasia, and the prevalence of HPV DNA was 6.3% in the total sample 

while in children the prevalence was 8.2%. In the some study, HPV was detected in 2 

of 127 normal tonsils from adults, while HPV was not detected in 62 normal tonsils 

from children. 

In our study of 106 samples from children with tonsillar and/or adenoid 

hyperplasia, we detected HPV DNA in 9.4% of tonsillar tissues from children with 

tonsillar hyperplasia and in 7.1% of adenoid tissues from children with adenoid 

hyperplasia. None of the children in our study had any wart lesion in their buccal 

cavity indicating that HPV infection in the oral cavities of the children we studied is 

subclinical. HPV DNA was detected in boys and girls, which is consistent with the 

results of other studies showing no difference in HPV prevalence in the buccal cavity 

according to children’s sex.13,14,29  

The mean age of children with HPV DNA in their tonsillar and/or adenoid 

tissues was lower than the age of HPV-negative children. This finding agrees with the 

results from other reports, including serologic studies, showing that higher HPV 

positivity rates are related to younger age groups.17,29,30 In a study Chen et al.17, HPV 

DNA was detected in 11.5% of preschool children with a mean age of 4.6 years, while 

the frequency in school children aged 10.4 years was 6.5%. Other researchers have 

not confirmed a strong relationship between the prevalence of HPV DNA in 

children’s buccal cavity and their age.13,14 The reason for the presence of HPV at a 

higher frequency in younger children is unknown. 

 Modes of HPV transmission to children’s oral cavities are controversial. 

Although sexual contact is a possible cause of HPV transmission, other pathways 

seem to be more likely including perinatal transmission, autoinoculation and 



 7

heteroinoculation and, possibly, indirect transmission via fomites.5 In our study, there 

was no evidence of sexual abuse in both HPV-positive and HPV-negative children. 

This finding is of great importance since the presence of HPV in tonsils and adenoids 

in the studied children does not seem to be correlated with sexual abuse implicating 

other possible modes of transmission. 

 Acquisition of HPV infection in buccal mucosa by infants at birth has been 

proposed by several researchers.4,10,31-33 Newborn babies are exposed to cervical HPV 

infection of their mother and HPV infection persists for at least 6 months of age.32 

Neonatal infections are predominantly types 16 and 18 and persist for short periods in 

the genital area. In the study of Cason et al.32, the transmission rates of HPV from 

HPV-positive mothers to their infants 24 hr after delivery were approximately 73% 

while, at 6 months of age, persistent HPV-16 DNA was detected in 83.3% of cases, 

but HPV-18 DNA persistence at this time was only 20%. Mant et al.34 investigated 

whether childhood buccal infection with HPV-16 is persistent or transient by 

reassessing, after thirty months, swabs from buccal mucosa of 20 HPV-16 E5 DNA-

positive and 19 HPV-16 E5-negative  4-8-year-old children. At this second visit, 40% 

of the HPV-16-positive group had no detectable HPV-16 DNA, while 63% of 

children who were originally HPV-16-negative had acquired the virus. Recently, in a 

study of oral scrapings from 324 infants during their first 3 years of life, HPV 

infection was still detectable in 10% of infants, indicating a decreasing rate of carriage 

of HPV DNA during the first 3 years of life.15 It is still unclear how frequently 

perinatal infection progresses to clinical lesions, whether genital, laryngeal, or oral.5 

 The concordance of HPV types detected in newborn babies and their 

mothers is in the range of 57% to 69% and it has been proposed that the infants might 

also acquire the HPV infection post-natally from a variety of sources.5 Mant et al.34 

have suggested that HPV infection in the oral cavity of children is a transient event 

and is most probably acquired from their peers, but our findings of decreased 

frequency of HPV infection in school-aged children compared with pre-school do not 

support that hypothesis. 

 Analysis of HPV typing among HPV DNA-positive samples revealed a clear 

predominance of HPV 16 infection in tonsillar and adenoid hyperplasia (66.7%), a 

finding which is consistent with the results from other researchers.17,23-25 Similar 

predominance of HPV 16 has been described in studies of oral swabs or scrapings 

from children; 13,14 HPV 11 was detected less frequently, and no other genital HPV 
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types were detected in the tested samples, including HPV 18, 6 and 33. Infection of 

the oral cavity by HPV 16 has been linked to elevated risk for cervical and tonsillar 

carcinomas.22,35 HPV 11 is one of the most frequently detected HPVs in anogenital 

warts in children.4 Moreover, HPV 11 is a common cause of RRP children.36,37 

Patients with RRP infected with HPV 11 are prone to develop more aggressive 

disease and require more frequent surgical intervention.8,36-38 In our study, no multiple 

HPV infection were identified indicating that multiple HPV infections, which is 

present sometimes in tonsillar carcinoma,22 occur later in life. The consequences of 

the presence of HPV in the tonsils and adenoids of children, even at a low frequency, 

remain to be elucidated. 
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Table 1. Characteristics of the children’s sample of the study. 

 
 
Children with tonsillar hyperplasia  N=64 

Sample Group  N (%) 
Sex   
 Boys 28 (43.8) 
 Girls 36 (56.2) 
Age group   
 Preschool 35 (54.7) 
 School 29 (45.3) 
Origin/Ethnicity   
 Hellenic 51 (79.7) 
 Other 13 (20.3) 
Residence   
 Urban 49 (76.6) 
 Rural 15 (23.4) 
   
   
Age   
 Mean age  

( S.D.) 
7.1 years  

(3.2) 
 Age range 2-14 years 
  
Children with adenoid hyperplasia N=42 
Sample group  N (%) 
Sex   
 Boys 19 (45.2) 
 Girls 23 (54.8) 
Age group   
 Preschool 18 (42.9) 
 School 24 (57.1) 
Origin/Ethnicity   
 Hellenic 32 (76.2) 
 Other 10 (23.8) 
Residence   
 Urban 26 (61.9) 
 Rural 16 (38.1) 
   
   
Age   
 Mean age  

(S.D.) 
8.1 years 

(4.0) 
 Age range 2-14 years 
   
From 4 children both adenoid and tonsillar tissues were collected.  
S.D.: Standard Deviation.  
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Table 2. HPV detection in tonsils and adenoids from children with tonsillar and/or 

adenoid hyperplasia in relation to children’s sex, age, origin/ethnicity, residence 

(urban or rural) and histology. 

 
 
 
   HPV status p-value 
     
   HPV Positive HPV Negative  
Sample Group  N N (%) N (%)  

Sex      
 Girls 59 4 (6.8) 55 (93.2)  
 Boys 47 5 (10.6) 42 (89.4) p=NS 
Age group      
 Preschool 53 8 (15.1) 45 (84.9)  
 School 53 1 (1.9) 52 (98.1) p=0.015 
Origin/Ethnicity      
 Hellenic 83 5 (6) 78 (94)  
 other 23 4 (17.4) 19 (82.6) p=NS 
Residence      
 Urban 75 8 (10.7) 67 (89.3)  
 Rural 31 1 (3.2) 30 (96.8) p= NS 
Histology      
 Tonsils 64 6 (9.4) 58 (90.6)  
 Adenoids 42 3 (7.1) 39 (92.9) p=NS 
Age      
 Mean Age  

(S.D.) 
 4.1 years  

(1.8) 
7.8 years  

(3.5) 
p=0.006 

 Age range  2-8 years 2-14 years  
      

Pearson Chi-Square Test was used to compare different sample groups with HPV 
status, T-test was performed to compare age with HPV status, NS=not significant 
(p>0.05), S.D.: Standard Deviation.  
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Figure 1. Representative examples of HPV DNA positive and HPV negative samples 

tested by PCR using general and specific primers. M: positive controls for β2-m 

(123bp), HPV GP5+/6+ (150bp), HPV 18 (143bp), HPV 11 (236bp), HPV 33 

(171bp), HPV 16 (315bp) respectively, Sample 1: HPV 11 positive tonsillar tissue, 

Sample 2: HPV negative adenoid tissue, Sample 3: HPV 16 positive tonsillar tissue, 

Sample 4: HPV 16 positive adenoid tissue, Sample 5: HPV negative tonsillar tissue, 

L: ladder 100, 200, 300bp. β2-m: β2-microglobin. GP: General Primers. 
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