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                                                              ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Ο καρκίνος του µαστού αποτελεί τον συχνότερα εµφανιζόµενο καρκίνο στο 

γυναικείο πληθυσµό στις ανεπτυγµένες χώρες.  

Η γενετική βάση του καρκίνου του µαστού έχει προκαλέσει το έντονο 

ενδιαφέρον των ερευνητών, ιδιαίτερα τη τελευταία δεκαετία. Έτσι, ενώ τα 

ογκογονίδια κατείχαν τη πρώτη θέση του ενδιαφέροντος, σήµερα τα 

ογκοκατασταλτικά γονίδια υπόσχονται να διδάξουν πολλά σε ότι αφορά τους 

µοριακούς µηχανισµούς της παθογένειας της νόσου. H µεθοδολογία που 

χρησιµοποιείται σήµερα για την εντόπιση περιοχών του γονιδιώµατος µε µεγάλη 

πιθανότητα ύπαρξης ογκοκατασταλτικών γονιδίων είναι η µελέτη της απώλειας της 

ετεροζυγωτίας (LOH), µε τη χρήση δεικτών µικροδορυφορικού DNA.  

Σκοπός της παρούσης µελέτης είναι η συσχέτιση  της απώλειας ετεροζυγωτίας 

στο καρκίνο του µαστού µε κλινικά και παθολογοανατοµικά χαρακτηριστικά. 

Απώτερος στόχος είναι η αξιολόγηση των παραπάνω σε µοριακό επίπεδο και ως εκ 

τούτου η πιθανή παρέµβαση τόσο σε επίπεδο πρόληψης όσο και σε επίπεδο 

θεραπείας. 

Αναλυτικότερα, πενήντα ζεύγη δειγµάτων από ασθενείς µε καρκίνο του 

µαστού(όγκος / περιφερικό αίµα) εξετάσθηκαν καταρχήν για εµφάνιση απώλειας της 

ετεροζυγωτίας (LOH) σε διάφορες περιοχές του χρωµοσώµατος 1,  χρησιµοποιώντας 

16 πολυµορφικούς δείκτες µικροδορυφορικού DNA. Στη συνέχεια εξετάσθηκε το 

παραπάνω υλικό για ανίχνευση απώλειας της ετεροζυγωτίας στις χρωµοσωµικές 

θέσεις τις αντιστοιχούσες στα γονίδια του συστήµατος επιδιόρθωσης 

κακοζευγαρωµένων βάσεων (mismatch repair genes) hMSH2, hMLH1 και hMSH3, 

χρησιµοποιώντας 10 πολυµορφικούς δείκτες. Τέλος έγινε συσχέτιση των παραπάνω 

αποτελεσµάτων µε κλινικές και ιστολογικές παραµέτρους όπως την ηλικία της 
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ασθενούς, το στάδιο της νόσου, το µέγεθος του όγκου, τη λεµφαδενική συµµετοχή, 

τον ιστολογικό τύπο, το βαθµό διαφοροποίησης του όγκου και τέλος τη 

λεµφαγγειακή διήθηση. 

Οι παρατηρούµενες συχνότητες LOH για κάθε πολυµορφικό δείκτη 

ξεχωριστά στο χρωµόσωµα 1, κυµαίνονται µεταξύ 5% και 20%. Καθώς µερικοί από 

τους δείκτες εντοπίζονται στην ίδια περιοχή του χρωµοσώµατος, συσχετίσθηκε το 

ποσοστό LOH στις περιοχές αυτές µε κλινικο -παθολογοανατοµικές παραµέτρους. 

Έτσι η περιοχή 1p36-36.2 εµφανίζει LOH σε ποσοστό 32% (16/50), η περιοχή 1p32 

εµφανίζει LOH σε ποσοστό 22% (11/50), η περιοχή 1q21-23 εµφανίζει LOH σε 

ποσοστό 34% (17/50) και τέλος η περιοχή 1q42-43 εµφανίζει LOH σε ποσοστό 30% 

(15/50). 

Από τη στατιστική ανάλυση φαίνεται πως η περιοχή 1q21-23 (LOH 34%) 

εµφανίζει θετική συσχέτιση µε την ύπαρξη εκτεταµένου ενδοπορικού στοιχείου και 

λεµφαγγειακής διήθησης γύρω από τον όγκο (p<0,01 και p<0,04 αντίστοιχα). 

Και τα δύο παραπάνω ιστολογικά χαρακτηριστικά αποτελούν σηµαντικούς 

ανεξάρτητους προγνωστικούς δείκτες τοπικής υποτροπής µετά από χειρουργική 

επέµβαση. 

Τα ποσοστά LOΗ στις περιοχές τις αντιστοιχούσες στα γονίδια του 

συστήµατος επιδιόρθωσης κακοζευγαρωµένων βάσεων κυµαίνονται από 8%-16% και 

δε παρατηρήθηκε καµία στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µε κλινικές και ιστολογικές 

παραµέτρους.  
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 ix



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Τι ονοµάζουµε Καρκίνο. Το µοντέλο του Nowell. 

Τι ονοµάζουµε καρκίνο; Ένα σηµαντικό τµήµα της απάντησης στο 

παραπάνω ερώτηµα, συνοψίζεται στο µοντέλο της κλωνικής (clonal) εξέλιξης 

της καρκινογένεσης που περιγράφεται από τον Peter Nowell το 1976 (Nowell 

PC, 1976). Με βάση το µοντέλο αυτό, ο καρκίνος αρχίζει όταν, µέσω 

συγκεκριµένης γενετικής µεταλλαγής, ένα µεµονωµένο κύτταρο αποκτά 

πλεονέχτηµα ανάπτυξης σε σχέση µε τα διπλανά του κύτταρα. Αυτό το 

κύτταρο τότε πολλαπλασιάζεται και δηµιουργεί έναν ανώµαλο κλώνο. Η 

ανάπτυξη του όγκου εξασφαλίζεται µε την επανάληψη αυτής της διαδικασίας, 

δηµιουργώντας συνεχώς περισσότερο επιθετικούς υπο-κλώνους. Στη 

σύλληψη της, η θεωρία του Nowell αποτελείται από τρία βασικά στοιχεία: Ο 

καρκίνος είναι µια µικροεξελικτική διαδικασία, ο καρκίνος είναι κλωνικός και ο 

καρκίνος αποτελεί γενετική νόσο. Τα δύο τελευταία αποτέλεσαν οδηγό για την 

έρευνα τις τελευταίες δύο δεκαετίες, ενώ η θεωρία ότι ο καρκίνος αποτελεί 

εξελικτική διαδικασία παραγκωνίστηκε από την Επιστηµονική Κοινότητα µέχρι 

προσφάτως που το ενδιαφέρον συγκεντρώθηκε στη γενετική αστάθεια 

(genetic instability).  

Ερευνώντας τη φύση του Καρκίνου. Γενετική και φαινοτυπική ανάλυση. 

Πολλές γενετικές µεταλλάξεις είναι ειδικές για συγκεκριµένο τύπο 

όγκων, αλλά  είναι δυνατή η ταξινόµηση τους σε οµάδες, βοηθώντας έτσι στη 

κατανόηση των γενικών αρχών που διέπουν τη φύση του καρκίνου. Η 

παραπάνω προσέγγιση ονοµάζεται «ανάστροφος γενετική» (reverse 

genetics). Αναγνωρίζεις τους «παίκτες», καταλαβαίνεις το ρόλο τους και 

προσδιορίζεις το λάθος. Μια άλλη προσέγγιση είναι να χρησιµοποιήσει κανείς 
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τη «κλασσική γενετική» (classical or forward genetics): Στην αρχή καθορίζεται 

ο φαινότυπος των καρκινικών κυττάρων, συµπαιρένοντας ποιες λειτουργίες 

δεν είναι φυσιολογικές και τελικά αναγνωρίζονται οι γενετικές µεταλλάξεις οι 

οποίες ευθύνονται. Στη πράξη χρησιµοποιείται συνδυασµός των δύο 

παραπάνω µεθόδων, καθώς συνήθως πολλαπλές µεταλλάξεις είναι 

παρούσες και είναι αδύνατο να αντιστοιχήσει κανείς µια συγκεκριµένη 

µετάλλαξη µε το παρατηρούµενο φαινότυπο.  

Οι πιο χαρακτηριστικές γενετικές ανωµαλίες των όγκων είναι οι εξής: 

1. Τα καρκινικά κύτταρα διαφοροποιούνται πιο γρήγορα από τα φυσιολογικά, 

παραβλέποντας τους φυσιολογικούς µηχανισµούς ανάπτυξης. Αυτή ήταν 

πιθανότατα η πρώτη και θεµελιώδης φαινοτυπική ανωµαλία 

2. Τα επίπεδα της απόπτωσης µειώνονται. Σε µερικούς όγκους, ο ρυθµός 

κυτταρικής διαφοροποίησης δεν βρέθηκε αυξηµένος σε σχέση µε αυτόν 

των φυσιολογικών κυττάρων. Έτσι τέθηκε η υπόθεση ότι θα πρέπει ο 

ρυθµός προγραµµατισµένου θανάτου τους να είναι µειωµένος. Η ρύθµιση 

της απόπτωσης είναι πολύ δηµοφιλής και αποτελεί µια από τις λειτουργίες 

των ογκογονιδίων και ογκοκατασταλτικών γονιδίων.  

3. Οι όγκοι είναι «αθανατοποιηµένοι». Σηµαντική είναι η λειτουργία της 

τελοµεράσης σε αυτή τη διαδικασία, αν και αποτελεί ερωτηµατικό το κατά 

πόσο η ενεργοποίηση της τελοµεράσης παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

καρκινογένεση. 

4. Τα καρκινικά κύτταρα έχουν την ικανότητα να διηθούν και να µεθίστανται. 

Αυτό είναι λειτουργικά και το χαρακτηριστικό γνώρισµα της κακοήθειας και 

ένα από τα λιγότερο κατανοητά. 
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5. Η έναρξη της αγγειογένεσης, η οποία αποτελεί κύρια λειτουργία της 

νεοπλασίας. Είναι σήµερα κοινώς αποδεκτό ότι χωρίς την αγγειογένεση, οι 

όγκοι πολύ σύντοµα θα εξαντλήσουν τις αιµατικές «προµήθειες» και το 

πιθανότερο είναι ότι ποτέ δε θα γίνουν επικίνδυνοι για τη ζωή, δεδοµένου 

ότι οι όγκοι χρειάζοντι νέα αγγεία από µεγέθους 0.3cm. Η αγγειογένεση 

αποτελεί το νέο αστέρι που σύντοµα µπορεί να επισκιάσει ακόµα και την 

απόπτωση.  

6. Τα καρκινικά κύτταρα υποβάλλονται σε «από-διαφοροποίηση» (de- 

differentiation). Τα κύτταρα των όγκων συνήθως εµφανίζονται λιγότερο 

διαφοροποιηµένα από τα φυσιολογικά οµολογά τους.  

Τις τελευταίες δύο δεκαετίες η έρευνα για το καρκίνο κυριαρχείται από τη 

γενετική και την άποψη ότι ο καρκίνος είναι γενετική νόσος. Ο ενθουσιασµός 

για τη γενετική του καρκίνου έχει επισκιάσει τη κεντρική ιδέα του µοντέλου του 

Nowell, σύµφωνα µε την οποία η καρκινογένεση αποτελεί µια εξελικτική 

διαδικασία. Η εξέλιξη είναι που οδηγεί τη καρκινογένεση και οι γενετικές 

αλλαγές αποτελούν µόνο ένα από τα συστατικά της εξέλιξης. Στην ουσία, η 

εξελικτική διαδικασία της καρκινογένεσης οδηγεί στη δηµιουργία ενός νέου 

(παρασιτικού) οργανισµού. Ο καρκίνος µοιάζει µε το έµβρυο, γιατί και οι δύο 

είναι οργανισµοί που αναπτύσσονται και καταφεύγουν στους ίδιους 

µηχανισµούς που επινοώνται από την εξέλιξη για να ξεπεράσουν παρόµοια 

προβλήµατα. Η αγγειογένεση, για παράδειγµα, αποτελεί αντίδραση της 

εξέλιξης σε µειωµένη παροχή οξυγόνου και συστατικών διατροφής, και 

χρησιµοποιείται τόσο από το έµβρυο όσο και από το καρκίνο για να 

ξεπεράσουν αντίστοιχα προβλήµατα. Για να µπορούν τα καρκινικά κύτταρα να 

διηθούν και να µεθίστανται, θα πρέπει να έχουν την ικανότητα να 
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µεταναστεύουν έξω από τον ιστό από τον οποίο έχουν προέλθει, να 

εισέλθουν στην κυκλοφορία του αίµατος και να επιβιώσουν µέσα σε αυτήν και 

τέλος να εγκατασταθούν σε άλλα όργανα. Τα παραπάνω θυµίζουν τις αρχές 

της διαδικασίας της ανάπτυξης (Rubin H, 1985). Στη πραγµατικότητα, η 

διήθηση και η µετάσταση συµβαίνουν κατά τη διάρκεια της διαδικασίας 

ανάπτυξης του εµβρύου, αλλά σε αυτή τη περίπτωση δεν αναφέρονται µε 

αυτή την ορολογία. Εάν θεωρήσουµε λοιπόν το καρκίνο σαν ένα οργανισµό 

που εξελίσσεται, είναι φυσικό να περιµένουµε να αποτελείται από 

διαφορετικούς τύπους κυττάρων. Κάτω από αυτό το πρίσµα, η θεωρία του 

Judah Folkam ότι οι όγκοι είναι σύνθετοι ιστοί που αποτελούνται τόσο από 

φυσιολογικά όσο και από νεοπλασµατικά µέρη, αποτελεί ίσως µία από τις 

σηµαντικότερες προόδους στην έρευνα του καρκίνου. Παρόλ‘ αυτά δεν πρέπει 

να αγνοήσουµε καµοία από τις θεωρίες που, κατά καιρούς, έχουν αναπτυχθεί. 

Μερικοί καρκίνοι µπορεί να αρχίζουν από κύτταρα µε φυσιολογικό γονιδίωµα, 

όπως π.χ σε συγκεκριµένα σύνδροµα πολυποδίασης, στα οποία οι 

πρόδροµες επιθηλιακές  καρκινικές εστίες προέρχονται από γενετικές 

µεταλλάξεις σε στρωµατικά κύτταρα. Άλλοι καρκίνοι µπορεί να είναι κλωνικοί 

αλλά να αποτελούνται από διαφορετικούς τύπους νεοπλασµατικών κυττάρων, 

που όλα µαζί συνεργάζονται για τη βελτίωση της τελικής «εικόνας» του 

οργανισµού –όγκου. Σε άλλες περιπτώσεις, τα νεοπλασµατικά κύτταρα από 

τα οποία αποτελείται ο όγκος προέρχονται από διαφορετικούς κλώνους µε 

διαφορετικά γονιδιώµατα. Με βάση τα παραπάνω το µοντέλο του Nowell 

αλλάζει σηµαντικά: Οι νεοπλασµατικοί οργανισµοί αποτελούν το αποτέλεσµα 

µιας εξελικτικής διαδικασίας, που επαναπροσανατολίζει προγράµµατα 
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ανάπτυξης, τα οποία όµως δεν είναι απαραίτητο να είναι κλωνικά (Costa LF, 

2001).    

Πριν µερικές δεκαετίες, µελέτες έδειξαν ότι η µετατροπή ενός φυσιολογικού 

κυττάρου σε καρκινικό προϋποθέτει τουλάχιστον έξι µεταλλάξεις (Αrmitage 

and Doll, 1954). Λαµβάνοντας υπόψη τον ρυθµό µετάλλαξης (10-6 / γονίδιο / 

κύτταρο), η πιθανότητα καρκινικής µετάλλαξης καθενός από τα 10-14 κύτταρα 

του οργανισµού είναι 1:1022 . Η παραπάνω διεργασία γίνεται πιο πιθανή µε το 

συνδυασµό δύο παραγόντων: 

Α) Μερικές µεταλλάξεις ενισχύουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

δηµιουργώντας έναν κυτταρικό πληθυσµό-στόχο για την επόµενη µετάλλαξη. 

Β) Κάποιες µεταλλάξεις επηρεάζουν τη σταθερότητα ολόκληρου του 

γενώµατος, αυξάνοντας έτσι το συνολικό ρυθµό µεταλλάξεων.  

Σε πρόσφατες έρευνες αναγνωρίζονται τρεις κατηγορίες γονιδίων τα 

οποία µεταλλάσσονται στο καρκίνο: 

Ογκογονίδια 

Ογκοκατασταλτικά γονίδια και 

Μεταλλακτικά γονίδια   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΑΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ. 

1.1 Ογκογονίδια 

Καλούνται τα γονίδια που συνεισφέρουν στη κακοήθη εξαλλαγή του 

κυττάρου. Η ανακάλυψη τους γίνεται το 1911 όταν αναγνωρίστηκε ο ιός που 

προκαλεί το σάρκωµα  Rous (vsre). Η ανακάλυψη ότι ρετροϊοί µεταφέρουν 

στο γένωµα τους γονίδια που προάγουν καρκίνο οδήγησε σε µια ραγδαία 

εξέλιξη στο τοµέα αυτό. Αργότερα µελέτες έδειξαν ότι ογκογονίδια των ιών 

µπορεί να είναι µεταλλαγµένα αλληλόµορφα φυσιολογικών κυτταρικών 

γονιδίων , τα πρωτο-ογκογονίδια. Τα πρωτο-ογκογονίδια είναι "ανενεργές" 

µορφές φυσιολογικών γονιδίων, τα οποία συµµετέχουν στη ρύθµιση του 

κυτταρικού κύκλου, διαίρεση και διαφοροποίηση. Τα πρωτο-ογκογονίδια 

µπορούν να γίνουνογκογονίδια µε εισαγωγή ενός ογκογόνου ρετροιού στο 

γενετικό υλικό ή συχνότερα µε µετάλλαξη τους στο φυσικό τους χώρο που 

είναι το κυτταρικό DNA. Τα κυτταρικά ογκογονίδια ταυτοποιήθηκαν µε 

πειραµατική έρευνα για πρώτη φορά µεταφέροντας DNA από κυτταρικούς 

κλώνους προερχόµενους από όγκους από τους Σπαντίδο και Siminovitch 

(Spandidos 1997,1998). Τα ογκογονίδια λοιπόν αποτελούν µεταλλαγµένες 

εκδοχές γονιδίων που ελέγχουν πλήθος κυτταρικών λειτουργιών οι οποίες 

φαίνεται ότι είναι αυτές που διαταράσσονται στο καρκίνο. Οι λειτουργίες αυτές 

κατατάσσονται σε πέντε µεγάλες κατηγορίες: 

- Εκκρινόµενοι αυξητικοί παράγοντες (PDGFB) (Doolittle at al, 1983). 

-  Yποδοχείς κυτταρικής µενβράνης (ERBB, FMS). 

- Στοιχεία ενδοκυττάριων συστηµάτων µεταβίβασης σηµάτων (RAS). 

- Πυρηνικές πρωτείνες σύνδεσης DNA (MYC, JUN). 

 6



      Πίνακας 1: Αντιπροσωπευτικά πρωτο-ογκογονίδια και συµµετοχή τους σε όγκους (Bishop 1991)

Πρωτο-Ογκογονιδιο Νεοπλασµα(τα) Γενετική αλλοίωση

Abl Χρόνια Μυελογενής Λευχαιµία (CML) Μετατόπιση

erbβ-1 Καρκίνωµα εκ πλακωδών κυττάρων, 
αστροκύτωµα γονιδιακή επέκταση

erbβ-2 (NEU) ΑδενοCa Μαστού, ωοθηκών και 
στοµάχου γονιδιακή επέκταση

gip Καρκίνωµα ωοθηκών και 
ενδοκρινών αδένων σηµειακές µεταλλαγές

gsp Αδένωµα της υπόφυσης, καρκίνωµα 
θυρεοειδούς σηµειακές µεταλλαγές

myc
Λέµφωµα του Burkitt,             

καρκίνωµα πνευµονα, µαστού και 
τραχηλου

Μετατόπιση, γονιδιακή 
επέκταση

L-myc Καρκίνωµα του πνευµονα γονιδιακή επέκταση

N-myc Νευροβλάστωµα,      Μικροκυτταρικό 
καρκίνωµα πνευµονα γονιδιακή επέκταση

H-ras Καρκίνωµα ουροποιογεννητικού, 
θυρεοειδους και Μελάνωµα σηµειακές µεταλλαγές

K-ras Καρκινωµα Παχέος Εντέρου, 
πνευµονα παγκρέατος, µελάνωµα σηµειακές µεταλλαγές

N-ras
Οξεία µυελογενής και λεµφοβλαστική 

λευχαιµία. Ca θυρεοειδούς, 
µελάνωµα

σηµειακές µεταλλαγές

ret Καρκίνωµα θυρεοειδούς ανασυνδυασµός

ros αστροκύττωµα ?

K-sam Καρκίνωµα στοµάχου γονιδιακή επέκταση

sis αστροκύττωµα ?

srs Καρκίνωµα παχέος Εντέρου ?

trk Καρκίνωµα θυρεοειδούς ανασυνδυασµός
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- Συστατικά του δικτύου κυκλινών, κυκλινοεξαρτώµενων κινασών και 

αναστολέων των κινασών (CDK complexes), που αποτελούν το "εσωτερικό 

ρολόι" της ρύθµισης του κυτταρικού κύκλου (Kamb 1995; Muller 1995; 

Hartwell 1994). 

Η ενεργοποίηση των ογκογονιδίων µπορεί να συµβεί: 

1. Με είσοδο σηµειακών µεταλλάξεων (Tabin C et al, 1982). 

2. Με παρεµβολή αλληλουχιών ρετροϊών στο γονίδιο χωρίς αλλαγή της 

αλληλουχίας του κώδικα (c-myc, c-erb, c-mos, c-H-ras etc). 

3. Με µετατόπιση γενετικού υλικού σε άλλη χρωµοσωµική θέση. 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί το χρωµόσωµα φιλαδέλφεια στη 

χρόνια µυελογενή λευχαιµία (Rabbitts TH, 1994).  

4. Με ενίσχυση. Κατά τη διαδικασία αυτή δηµιουργούνται πολλά αντίγραφα 

του γονιδίου. Ενίοτε υποδηλώνει κακή πρόγνωση, όπως την ενίσχυση του 

c-myc στο καρκίνο του πνεύµονα και στο νευροβλάστωµα.  

     (ΠΙΝΑΚΑΣ 1) 

1.1.1 Συνεργασία µεταξύ γονιδίων 

Τα παράγωγα των πρωτο-ογκογονιδίων και των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων λειτουργούν παράλληλα. Η ενεργοποίηση ογκογονιδίων και η 

απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων είναι απαραίτητες για τη 

δηµιουργία ενός πλήρους νεοπλαστικού φαινοτύπου. Πολλά γεγονότα πρέπει 

να συµβούν για να ανασταλεί η φυσιολογική διαφοροποίηση και να οδηγηθεί 

το κύτταρο σε ανεξέλεγκτη κυτταρική διαίρεση. 

Ογκογονίδια και κυτταρικός κύκλος: 

Για να ολοκληρωθεί ο κυτταρικός κύκλος, είναι απαραίτητα πολλά σηµεία 

ελέγχου, τα οποία, όπως είναι σήµερα γνωστό, αποτελούν στόχους των 
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ογκογονιδίων. Ο ευκαρυωτικός κυτταρικός κύκλος, πιστεύεται ότι ρυθµίζεται 

από δύο κύρια σηµεία – ελέγχου: Το πρώτο βρίσκεται στη φάση G1, στη 

σύνθεση του DNA, και το δεύτερο µεταξύ της φάσης G2 και M (Murray AW, 

1992).  

I n vivo, πολλά κύτταρα βρίσκονται σε φάση ηρεµίας (G0). Ανασταλτικά 

σήµατα ανάπτυξης προέρχονται από παράγοντες όπως τον TGFβ, ενώ 

σήµατα που ευοδώνουν τον πολλαπλασιασµό προέρχονται από αυξητικούς 

παράγοντες. Η ισορροπία µεταξύ ανασταλτικών και διεγερτικών σηµάτων 

είναι αυτή που οδηγεί το κύτταρο στη φάση G1 και την έναρξη της κυτταρικής 

διαίρεσης. Προς το τέλος της φάσης G1, υπάρχει ένα σηµείο ελέγχου (σηµείο 

περιορισµού), στο οποίο το κύτταρο αποφασίζει εάν τα σήµατα που δέχτηκε 

είναι ικανά να το οδηγήσουν στη φάση S. H µετάβαση µέσω του σηµείου 

περιορισµού στο τέλος της φάσης G1, αποτελεί ένα καίριο σηµείο κατά το 

οποίο το κύτταρο αποφασίζει εάν θα συνεχίσει τον πολλαπλασιασµό του ή θα 

ξεφύγει από τον κυτταρικό κύκλο. Είναι λοιπόν εµφανές ότι η απορρύθµιση 

αυτής της µετάβασης είναι σηµαντική για τη νεοπλασµατική ανάπτυξη. Τα 

καρκινικά κύτταρα διαφεύγουν της αναστολής της ανάπτυξης µε πολλούς 

τρόπους. Ένας µηχανισµός περιλαµβάνει την ενεργοποίηση γονιδίων που 

προωθούν την ανάπτυξη, όπως αυξητικοί παράγοντες, υποδοχείς, γονίδια ras  

ή πυρηνικές ογκοπρωτείνες που επιτρέπουν στο κύτταρο να προαχθεί. Ενας 

δεύτερος µηχανισµός είναι αυτός της απώλειας των υποδοχέων για τα γονίδια 

τα ανασταλτικά της ανάπτυξης, όπως του TGFβ (Kimchi A, 1987). Ηείσοδος 

στη φάση S εξαρτάται από το σύστηµα κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών (cdks). 

Οι G1 κυκλίνες (τύπου D και E) ρυθµίζουν τη µετάβαση από τη φάση G1 στη 

φάση S ενώ οι µιτωτικές κυκλίνες (τύπου A και B) ρυθµίζουν τη µετάβαση από 
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τη φάση G2 στη φάση M. Η µετάβαση από τη φάση G1 στη φάση S 

ρυθµίζεται από τη φωσφορυλίωση της πρωτείνης του ογκοκατασταλτικού 

γονιδίου RB από τις κυκλινο – D και E- εξαρτώµενες κινάσες. Το 

φωσφορυλιωµένο RB είναι ανίκανο να δηµιουργήσει συµπλέγµατα µε τους 

τύπου Ε2F µεταγραφικούς παράγοντες, οι οποίοι έτσι είναι ελεύθεροι να 

προάγουν τη µεταγραφή ειδικών γονιδίων για την φάση S (Nevis JR, 1992).  

Η παραπάνω διαδικασία ελέγχου είναι δυνατό να χαθεί µε πολλούς 

µηχανισµούς. Ενας από αυτούς περιλαµβάνει την υπερέκφραση της κυκλίνης 

D. Αλλοι είναι, η απώλεια της λειτουργίας του ογκοκατασταλτικού γονιδίου RB, 

έτσι ώστε δεν αλληλεπιδρά µε τους E2F και η απώλεια λειτουργίας του 

αναστολέα της κυκλίνης D (p16 INK) (Hussussian CJ, 1994). Ετσι, η 

λειτουργική απενεργοποίηση του RB, που συµβαίνει µέσω της 

απορρυθµισµένης έκφρασης της κυκλίνης D1, της απενεργοποίησης του 

αναστολέα της κυκλίνης D1 ή τέλος µέσω µετάλλαξης του RB γονιδίου, οδηγεί 

σε απώλεια του σηµείου- ελέγχου του κυτταρικού κύκλου και θεωρείται 

απαραίτητο βήµα για τηδιαδικασία της ογκογένεσης. 

Το παράγωγο του c-mos, µια κινάση σερίνης- θρεονίνης, επίσης 

συµµετέχει στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου. Ενεργοποιεί τις κινάσες 

σερίνης της οικογένειας MAP κινασών και εµπλέκεται στην επανοργάνωση 

των µικροσωληνίσκων που οδηγεί στη δηµιουργία της µειωτικής ατράκτου 

κατά τη διάρκεια της µείωσης στα ωοκύτταρα (Zhou R, 1991).   

1.2 Ογκοκατασταλτικά γονίδια (ΟΚΓ). 

Σηµαντικά στοιχεία για την ύπαρξη των ΟΚΓ προήρθαν από πειράµατα 

υβριδισµού σωµατικών κυττάρων που έδειξαν ότι η σύντειξη καρκινικών 

κυττάρων µε φυσιολογικά κύτταρα είχε σαν αποτέλεσµα τη δηµιουργία µη 
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νεοπλασµατικών υβριδίων (Sager et al 1985). Τα παραπάνω πειράµατα 

έδειξαν ότι τα φυσιολογικά κύτταρα διαθέτουν γενετική πληροφορία ικανή να 

καταστείλει το νεοπλασµατικό φαινότυπο των αντιστοίχων τους καρκινικών, τα 

οποία έχασαν τη δικιά τους κατά τη διαδικασία µετάπτωσης από φυσιολογικά 

σε καρκινικά. 

Τα υβριδικά κύτταρα έχουν ασταθή καρυότυπο  και συχνά αποβάλλουν 

χρωµοσώµατα που προέρχονται από τον ένα ή τον άλλο γονέα. Όταν τα 

χρωµοσώµατα από τον υγιή γονέα χάνονται, τα υβριδικά κύτταρα γυρνάνε σε 

νεοπλασµατική κατάσταση. Η συσχέτιση αυτής της αναστροφής σε νεοπλασία 

µε την απώλεια φυσιολογικών χρωµοσωµάτων οδηγεί στο συµπέρασµα ότι 

αυτά τα χρωµοσώµατα έχουν γονίδια που λείπουν από το γένωµα των 

καρκινικών κυττάρων, τα οποία θα µπορούσαν να αναστείλουν τη 

προγραµµατισµένη ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων (Stanbridge 1990).  

Εν περιλήψει τα παραπάνω οδηγούν στο συµπέρασµα ότι τα κύτταρα, 

κατά τη µετάπτωση τους σε κακοήθη χάνουν σηµαντικές πληροφορίες της 

ρύθµισης της ανάπτυξης τους.  

Η πρώτη όµως ένδειξη της ύπαρξης των ΟΚΓ προέρχεται από τον 

Knudson, είκοσι χρόνια πρίν, ο οποίος διαπίστωσε ότι δύο επιτυχηµένες 

µεταλλάξεις (χτυπήµατα) χρειάζονται για τη µετατροπή ενός φυσιολογικού 

κυττάρου σε νεοπλασµατικό (Σχήµα 1). Μελετώντας την οικογενή µορφή 

(40%) ενός σπάνιου παιδικού όγκου του αµφιβληστροειδή, του 

ρετινοβλαστώµατος, διαπίστωσε ότι η πρώτη µετάλλαξη προέρχεται από ένα 

γενετικά επηρεασµένο γονέα ή δηµιουργείται κατά τη διάρκεια της 

γαµετογένεσης, ενώ η δεύτερη µετάλλαξη αποτελεί πλέον σωµατικό γεγονός 

(Knudson, 1971). H σηµασία της υπόθεσης  Knudson είναι διπλή. Πρώτον, 
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υποδεικνύει τους µηχανισµούς µέσα από τους οποίους κληρονοµικές και 

σωµατικές αλλαγές µπορούν να συνεργασθούν και να οδηγήσουν σε καρκίνο. 

∆εύτερον, συνέδεσε την απώλεια της λειτουργικότητας γονιδίων µε 

υπολειπόµενη έκφραση µε την ογκογενετική διαδικασία. 

       

Σχήµα 1: Υπόθεση δύο κτυπηµάτων του Κnudson 

Σειρά γενετικών αναλύσεων το 1983 οδήγησαν στη διαπίστωση ότι οι 

δύο γενετικοί στόχοι του Knudson από τα δύο αντίγραφα  του γονιδίου του 

ρετινοβλαστώµατος (RB) το οποίο εντοπίζεται στη περιοχή 13q14 και ότι οι 

δύο µεταλλάξεις οδηγούν στην απενεργοποίηση των δύο λειτουργικών 

αλληλόµορφων του γονιδίου (Cavenee, 1983). 

1.2.1 Κυτταρογενετικές µελέτες εντοπισµού ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων. 

Μεταξύ των µελετών για τον εντοπισµό ΟΚΣ γονιδίων είναι 

κυτταρογενετικές µελέτες που αναγνωρίζουν κατασκευαστικές χρωµοσωµικές 

µεταβολές σε ασθενείς µε καρκίνο. Η µέθοδος της συνδυασµένης ανάλυσης 

του DNA  και οι µελέτες απώλειας της ετεροζυγωτίας. Και οι δύο παραπάνω 

προσεγγίσεις χρειάζονται στρατηγικές γονιδιακού εντοπισµού για να 

αναγνωρίσουν και να αποµονώσουν ΟΚΣ γονίδια από τη χρωµοσωµική 

περιοχή.   
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Πίνακας 2: Ογκο-κατασταλτικά γονίδια και υποψήφια ογκο-κατασταλτικά γονίδια

Κληρονοµικό Σύνδροµο Γονίδια Συχνότερος Καρκίνος

Ρετινοβλάστωµα RB1 Ρετινοβλάστωµα,Οστεοσάρκωµα

Li-Fraumeni p53 Σαρκώµατα, όγκοι µαστού, 
εγκεφάλου

Ογκος Wilms WT-1 Νεφροβλάστωµα

Νευροινοµάτωση τύπου 1 NF-1 Νευροινώµατα, σαρκώµατα, 
γλοιώµατα

Νευροινοµάτωση τύπου 2 NF-2 Σβανώµατα, Μηνιγγιώµατα

von Hippel Lindau VHL
Ογκοι νεφρού. 

Φαιοχρωµοκύττωµα. 
Αιµαγγειώµατα

Κληρονοµικό Μελάνωµα p36 Μελάνωµα., Ογκοι Παγκρέατος

Κληρονοµικός Καρκίνος 
Μαστού BRCA1 Καρκίνος µαστού , ωοθηκών

BRCA2 Καρκίνος µαστου

Tuberuw sclerosis TSC2 Ογκοι Νεφρού, Εγκεφάλου

ΜΕΝ-1 MEN-1
Ογκοι παραθυρεοειδών, 
υπόφυσης, καρκινοειδή, 

λιπώµατα

Πιθανά Ογκοκατασταλτικά Γονίδια

DPC4 Ογκοι παγκρέατος και άλλοι

Ε-καθεδρίνη Ογκοι στοµάχου,ενδοµητρίου, 
ωοθηκών και άλλοι

α-κατενίνη Ογκοι προστάτου, πνευµονα

DCC Καρκίνος Παχέος Εντέρου. Ογκοι 
εγκεφάλου, νευροβλάστωµα

TCF-βIIR Καρκίνος Παχέος Εντέρου

Σύνδροµο Gorlin (περιοχή 9q22-31) Μη µελανωτικός καρκίνος του 
δέρµατος, µυελοβλαστωµατα

Σύνδροµο Cowden PTEN
Πολλαπλά αµαρτώµατα, 
καρκίνοςµαστού καρκίνος 

θυρεοειδους  
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1. Συνδυασµένη ανάλυση  

Παρόλο που επαναλαµβανόµενες σταθερές αλλαγές συγκεκριµένων 

χρωµοσωµικών περιοχών σε ασθενείς µε συγκεκριµένο τύπο καρκίνου, 

αποτελούν ισχυρή απόδειξη της ύπαρξης ογκογονιδίου στη περιοχή, εν τούτις 

πολλά περισσότερα στοιχεία χρειάζονται για τη τεκµηρίωση ότι το 

συγκεκριµένο γονίδιο είναι ογκοκατασταλτικό. Επιπλέον, η αναγνώριση ενός 

συγκεκριµένου ασθενή µε σταθερή απώλεια µιας συγκεκριµένης 

χρωµοσωµικής περιοχής δεν αποτελεί απόδειξη ότι εκεί βρίσκεται ένα γονίδιο 

που ακολουθεί τους Μεντελιανούς κανόνες κληρονοµικότητας και προδιαθέτει 

σε καρκίνο. Σε αυτές τις περιπτώσεις, συνδυασµένη ανάλυση πρέπει να 

χρησιµοποιηθεί  για να αποδειχτεί ότι γενετικοί δείκτες από την συγκεκριµένη 

χρωµοσωµική περιοχή συνυπάρχουν µε τη κληρονοµικότητα του φαινοτύπου 

της νόσου σ’ ένα µεγάλο αριθµό οικογενειών µε συγκεκριµένα 

κληρονοµούµενα σύνδροµα.  

Για τον ακριβή εντοπισµό και αναγνώριση ενός ΟΚΣ γονιδίου 

χρειάζεται, εκτός από τη συνδυασµένη ανάλυση, στρατηγικές γονιδιακού 

εντοπισµού και λεπτοµερείς αναλύσεις µεταλλάξεων. Σε πολλά καρκινικά 

σύνδροµα, όπως η οικογενής πολυποδίαση, το σύνδροµο von Hippel-Lindau 

και η νευροινωµάτωση τύπου 2, η ακριβής εντόπιση του ΟΚΣ γονιδίου 

βοηθήθηκε από το γεγονός ότι πολλοί ασθενείς εµφάνιζαν διάµεσες 

χρωµοσωµικές απαλείψεις, οι οποίες αν και µη εντοπιζόµενες από τις 

συνήθεις κυτταρογενετικές αναλύσεις, αναγνωρίζονταν µε τεχνικές όπως η 

ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος. (Trofatter J et al 1993, Latif F et al 1993).    

  2.Μελέτες απώλειας της ετεροζυγωτίας (Loss of heterozygosity-LOH). 
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Η πιο διαδεδοµένη µέθοδος ανακάλυψης των ΟΚΓ αποτελεί η µελέτη της 

απώλειας της ετεροζυγωτίας (LOH). Συνήθως η πρώτη (κληρονοµούµενη) 

µετάλλαξη είναι µία σηµειακή µετάλλαξη ή µία άλλη µικρή αλλαγή που 

περιορίζεται στο ογκοκατασταλτικό γονίδιο. Μεγάλες απαλείψεις θα ήταν 

καταστροφικές εάν µεταφέρονταν σε κάθε κύτταρο του σώµατος. Συχνά όµως 

η δεύτερη, σε οικογενή η σποραδική µορφή, περιλαµβάνει απώλεια τµήµατος 

ή και ολόκληρου του χρωµοσώµατος. Ο µηχανισµός µπορεί να είναι µη 

σύζευξη (που οδηγεί σε απώλεια όλου του χρωµοσώµατος), µειτωτικός 

ανασυνδυασµός (που οδηγεί σε απώλεια των τµηµάτων του χρωµοσώµατος 

περιφερικά της χιασµατυπίας) η µία νέα διάµεση απάλειψη. Σε κάθε µία από 

τις παραπάνω περιπτώσεις, το ένα αλληλόµορφο χάνει επίσης γενετικούς 

επίτοπους οι οποίοι µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν δείκτες κοντά στο 

ογκοκατασταλτικό γονίδιο. Ετσι εάν ο ασθενής ήταν ετερόζυγος για τον 

συγκεκριµένο δείκτη, ο καρκινικός ιστός χάνει την ετεροζυγωτία του και γίνεται 

οµόζυγος ή ηµίζυγος. Οµόζυγη διαγραφή των δεικτών (απώλεια και των δύο 

αλληλόµορφων) είναι σπάνια, ακόµα και στα καρκινικά κύτταρα. 

Η απώλεια της ετεροζυγωτίας αποτελεί το κλειδί της ύπαρξης των 

ογκοκατασταλτικών γονιδιών. Εξετάζοντας ζεύγη αίµατος και δείγµα όγκου 

χρησιµοποιώντας δείκτες σε όλο το µήκος του γενώµατος, µπορούµε να 

ανακαλύψουµε υποψήφιες περιοχές ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Μερικές 

από αυτές είναι ειδικές για συγκεκριµένους καρκίνους (LOH στη περιοχή 

5q21κοντά στο APC γονίδιο στον καρκίνο του παχέος εντέρου), ενώ άλλες 

είναι κοινές για πολλούς διαφορετικούς καρκίνους (LOH στο 17p κοντά 

στοTP53 γονίδιο). Βέβαια, εάν το DNA του αίµατος είναι οµόζυγο για έναν 

συγκεκριµένο δείκτη, αυτός ο δείκτης δε δίνει καµία πληροφορία για την 
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απώλεια αλληλόµορφου στον όγκο. Χρησιµοποιώντας υψηλά πολυµορφικούς 

δείκτες ελαχιστοποιούµε την ύπαρξη τέτοιων µη ενηµερωτικών δειγµάτων. 

Οι κοινές LOH µελέτες εξετάζουν µεγάλες σειρές δεικτών και αναλύουν τις 

πληροφορίες, µετρώντας την ένταση της δέσµης.Τα περισσότερα δείγµατα 

νεοπλασµατικού όγκου  αποτελούνται από ένα µείγµα νεοπλασµατικού και 

φυσιολογικού ιστού, έτσι ώστε αυτό που τελικά φαίνεται είναι µείωση της 

έντασης και όχι πλήρης απώλεια της δέσµης του ενός αλληλόµορφου. 

Οι παραπάνω δύο συµπληρωµατικές προσεγγίσεις υποδηλώνουν την ύπαρξη 

εξαιρετικά µεγάλου αριθµού ογκοκατασταλτικών γονιδίων, τα περισσότερα 

από τα οποία δεν έχουν αναγνωριστεί ακόµα. 

               

1.2.2 Η λειτουργία των Ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 

Παρόλο που οι κυτταρικές λειτουργίες πολλών ΟΚΣ γονιδίων, όπως 

του p105-RB, p53,και p16 είναι ήδη γνωστές, πολλές παραµένουν 

απροσδιόριστες. Είναι πλέον φανερό ότι οι ογκοκατασταλτικές πρωτείνες 

συµµετέχουν σε πολλές λειτουργίες και σε διαφορετικές περιοχές του 

κυττάρου. Μερικές από αυτές φαίνεται ότι ανταγωνίζονται άµεσα ή έµµεσα τη 

λειτουργία των πρώτο-ογκογονιδίων στη ρύθµιση της ανάπτυξης. Για τη 

κατανόηση της σηµασίας τους  θα περιγραφούν εδώ δύο από τα πιο 

σηµαντικά ΟΚΣ γονίδια, το RB και το TP53. Τα παράγωγα των δύο αυτών 

γονιδίων παίζουν κυρίαρχο ρόλο στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου. 

Ταυτόχρονη απενεργοποίηση και των δύο παραγώγων παρατηρείται συχνά 

στα καρκινικά κύτταρα και οι λειτουργίες τους συχνά αλληλοκαλύπτονται. 

Λειτουργία της πρωτείνης του γονιδίου RB1. 
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Το γονίδιο RB εκφράζεται κωδικοποιώντας µία 110-kDa πυρηνική πρωτείνη 

(pRb), η οποία φαίνεται να παίζει ρόλο-κλειδί στη ρύθµιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού. Ένα µέρος του ρόλου της είναι να συνδέεται και να 

απενεργοποιεί µία οµάδα από παράγοντες µεταγραφής που ονοµάζονται 

E2F, οι οποίοι είναι απαραίτητοι για την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου. Στα 

φυσιολογικά κύτταρα η pRb απενεργοποιείται µε φωσφορυλίωση και 

ενεργοποιείται µε αποφωσφορυλίωση. ∆ύο εώς τέσσερις ώρες πριν το 

κύτταρα µπεί στη φάση S του κυτταρικού πολλαπλασιασµού , η pRb 

φωσφορυλιώνεται. Η φωσφορυλίωση της pRb αποδεσµεύει την 

απενεργοποίηση της E2F και επιτρέπει στο κύτταρο να περάσει στη φάση S. 

Η φωσφορυλίωση ελέγχεται από σειρές κυκλινών, κυκλινο-εξαρτώµενων 

κινασών και αναστολέων κυκλινών-κινασών (Kamb 1995, Weinberg 1995). 

Το παράγωγο του MDM2 ογκογονιδίου (το οποίο ενισχύεται σε πολλά 

σαρκώµατα), επίσης συνδέεται και αναστέλλει την pRb, ευνοώντας έτσι την 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου. Πολλές ιικές ογκοπρωτείνες (αδενοιός E1A, 

T-αντιγόνοSV40, πρωτείνη ανθρώπινου θηλωµατο-ιού  E7) αποµονώνουν το 

pRb ή µπορεί να απενεργοποιείται άµεσα λόγω µεταλλάξεων στο RB1. ∆εν 

είναι ξεκάθαρο γιατί διάµεσες µεταλλάξεις ενός γονιδίου τόσο απαραίτητου 

στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου οδηγούν ειδικά σε ορισµένα είδη 

καρκίνων, όπως το ρετινοβλάστωµα και κάποιους µεσεγχυµατικούς όγκους 

όπως τα οστεοσαρκώµατα. Γεγονός είναι πάντως ότι αυτό το συναντάµε 

συχνά στη µοριακή παθολογία: µετάλλαξη ενός γονιδίου προκαλεί ένα 

φαινοτυπικό αποτέλεσµα σε ορισµένο αριθµό κυττάρων στα οποία το γονίδιο 

εκφράζεται και λειτουργεί. 

P53 και απόπτωση. 
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Το p53 περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1979 σαν µια πρωτείνη που µπορεί 

να συνδέεται µε το µεγάλο T-αντιγόνο που είναι υπεύθυνο για το 

µετασχηµατισµό φυσιολογικών κυττάρων από τον ιό SV40. Αργότερα το 

γονίδιο TP53 το οποίο κωδικοποιεί το p53 εµφανίστηκε σαν κυρίαρχο γονίδιο 

µετασχηµατισµού των 3T3 κυττάρων και έτσι ταξινοµήθηκε ως ογκογονίδιο. 

Σύντοµα ανακαλύφθηκε ότι ενώ για κάποια καρκινικά κύτταρα το p53 

προωθούσε την ογκογένεση, για τα φυσιολογικά κύτταρα λειτουργούσε ως 

αναστολέας αυτής. Μελέτες απώλειας της ετεροζυγωτίας επιβεβαίωσαν ότι το 

TP53 ήταν ΟΚΣ γονίδιο. Το TP53 βρίσκεται στη περιοχή 17p12 και αυτή 

αποτελεί τη συνηθέστερη περιοχή LOH σε µεγάλο αριθµό νεοπλασιών. Ογκοι 

που δεν έχουν χάσει το TP53, συχνά εµφανίζουν µεταλλαγµένες µορφές του. 

Για να ολοκληρωθεί η εικόνα του TP53 ως ΟΚΣ γονιδίου, µεταλλάξεις του 

TP53 έχουν βρεθεί σε οικογένειες µε το, κληρονοµούµενο µε επικρατή 

χαρακτήρα, σύνδροµο Li-Fraumeni (Malkin 1994). Τα νοσούντα µέλη της 

οικογένειας εµφανίζουν πολλούς πρωτογενείς όγκους όπως σαρκώµατα 

µαλακών µορίων, όγκους του µαστού, του εγκεφάλου, των επινεφριδίων και 

λευχαιµία. 

Απώλεια ή µετάλλαξη του TP53 είναι η συνηθέστερη γενετική αλλαγή 

στο καρκίνο. Εκτός από τη πλήρως αναγνωρίσιµη βιοχηµική λειτουργία του 

p53  ως µεταγραφικού παράγοντα, το p53 φαίνεται πως έχει έναν ευρύτερο 

ρόλο µέσα στο κύτταρο, γι‘αυτό και αναφέρεται σαν «φύλακας του 

γενώµατος». Μία από τις σηµαντικότερες λειτουργίες του είναι να εµποδίζει τα 

κύτταρα να ανανεώνουν το DNA που έχει υποστεί βλάβη (Σχήµα 2). Το p53 

συµµετέχει σε ένα σηµείο- ελέγχου στη φάση G1/S και στη φάση G2 του 

κυτταρικού κύκλου. Τα φυσιολογικά κύτταρα µε καταστρεφόµενο DNA 
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«ξεκουράζονται» σ‘ αυτό το σηµείο, µέχρι να αποκατασταθεί η ζηµιά, ενώ τα 

κύτταρα που δεν έχουν το p53 ή έχουν µια µεταλλαγµένη µορφή του δεν 

«ξεκουράζονται» στη G1. Η ανανέωση του κατεστραµένου DNA εν τέλει 

οδηγεί σε µια σειρά γενετικών αλλαγών, µερικές από τις οποίες είναι 

ογκογενετικές. Συσχέτιση µε τα παραπάνω αποτελεί ο ρόλος του p53 στον 

κυτταρικό θάνατο. Ανταποκρινόµενα σε καρκινικά ερεθίσµατα, τα κύτταρα 

µέσω του p53 οδηγούνται σε απόπτωση (προγραµµατισµένος κυτταρικός 

θάνατος). Αυτό αποτελεί το σηµαντικότερο επίπεδο ελέγχου το οποίο 

προστατεύει τον οργανισµό ενάντια στις επιδράσεις της φυσικής επιλογής 

µεταξύ των κυττάρων του. Ο µηχανισµός της απόπτωσης έχει παίξει βασικό 

ρόλο στη κατανόηση της ογκογενετικής διαδικασίας (Fisher 1994). Μία κοινή 

οδό προς τη καρκινογένεση αποτελεί η απώλεια αυτού του συστήµατος 

ελέγχου και τα κύτταρα που δεν έχουν το p53 παραµένουν βιώσιµα παρά την 

ύπαρξη γενετικών βλαβών. Το p53 µπορεί να απενεργοποιηθεί από 

απάλειψη, µετάλλαξη, ή από την δράση κάποιου αναστολέα, όπως του 

παράγωγου του γονιδίου mdm2 ή της Ε6 πρωτείνης του ιού του θηλώµατος.  

 

Σχήµα 2: Μέρος του µηχανισµού ελέγχου του κυτταρικού κύκλου 
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1.2.3 Υποψήφια ογκοκατασταλτικά γονίδια. 

Σε όλα τα ΟΚΣ γονίδια τα οποία αναφέρθηκαν, µεταλλαγµένα 

αλληλόµορφα του γονιδίου είναι παρόντα σε άτοµα µε κληρονοµική 

προδιάθεση στο καρκίνο. Αυτό το δεδοµένο αποτελεί ισχυρή απόδειξη της 

σηµασίας των γονιδίων στη καρκινογένεση. Το γεγονός, επίσης της απώλειας 

της ετεροζυγωτίας (LOH) του ενός αλληλόµορφου του ΟΚΣ γονιδίου και της 

σωµατικής µετάλλαξης του αποµείνοντος σε σποραδικές µορφές καρκίνου, 

ενισχύει ακόµα περισσότερο το ρόλο των γονιδίων αυτών. 

Φαίνεται λογικό να πιστεύει κανείς ότι γενετικές µεταλλάξεις σε ΟΚΣ 

γονίδια είναι δυνατό να δώσουν γένεση σε αινιγµατικά καρκινικά σύνδροµα ή 

µπορεί ακόµα και να αποτύχουν εντελώς να οδηγήσουν σε καρκινική 

προδιάθεση. Αυτά τα γονίδια µπορεί συχνά να αποτελούν στόχο για 

σωµατικές µεταλλάξεις. ’Ενας τρόπος να ανακαλύψουµε ΟΚΣ γονίδια µε 

τέτοιες ιδιότητες είναι να αναγνωρίσουµε χρωµοσωµικές περιοχές, στις οποίες 

απώλεια της ετεροζυγωτίας παρατηρείται µε µεγάλη συχνότητα σε 

σποραδικούς καρκίνους διαφόρων τύπων. Για παράδειγµα, LOH στη περιοχή 

18q παρατηρείται συχνά σε καρκίνο του παχέος εντέρου, παρόλο που δεν 

έχει αναγνωριστεί ΟΚΣ γονίδιο στην αντίστοιχη περιοχή (Cho KR 1995). Είναι 

δύσκολο να χρησιµοποιήσει κανείς ανάλυση  LOH για να εντοπίσει µε 

ακρίβεια τη περιοχή, µέσα στη 18q που βρίσκεται το ΟΚΣ γονίδιο και αυτό 

γιατί συνήθως ολόκληρη η 18q περιοχή εµφανίζει απώλεια της ετεροζυγωτίας. 

Παρολ’ αυτά, οµόζυγες διαγραφές σε όγκους έχουν βοηθήσει στην 

αναγνώριση τριών υποψήφιων ΟΚΣ γονιδίων στη 18q περιοχή. Αυτά είναι το 

DCC ( καρκίνος του παχέος εντέρου), DPC4 ( καρκίνος του παγκρέατος) και 

JV18-1 ή MADR2 το οποίο κωδικοποιεί µία πρωτείνη σχετιζόµενη µε το DPC4 
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(Hahn S.A 1996, Riggins GJ 1996, Eppert K 1996). Η παρουσία τουλάχιστον 

τριών διαφορετικών γονιδίων στη 18q περιοχή, τα οποία προσβάλλονται από 

σωµατικές µεταλλάξεις, σε µια οµάδα νεοπλασιών, αντικατοπτρίζει τις 

δυσκολίες που παρουσιάζονται στην αναγνώριση γονιδίων µέσω της 

απώλειας της ετεροζυγωτίας.  

Κατά καιρούς, µεγάλος αριθµός γονιδίων µε µειωµένη έκφραση, έχουν 

ανακαλυφθεί. Αυτά τα γονίδια συχνά καλούνται ΟΚΣ. Παροµοίως πολλά 

γονίδια που ανταγωνίζονται την διαδικασία ανάπτυξης καρκινικών κυτταρικών 

σειρών in vitro, µπορεί να ονοµαστούν ΟΚΣ. Παρόλο που κάποια από τα 

παραπάνω µπορεί να αποδειχτούν σηµαντικά στη ρύθµιση της ανάπτυξης και 

πιθανοί στόχοι µεταλλάξεων «απώλειας λειτουργίας» στον ανθρώπινο 

καρκίνο, εν’ τούτοις πρέπει να γνωρίζουµε ότι η αναστολή έκφρασης 

ορισµένων γονιδίων µπορεί απλά να αντανακλά τισ εναλλακτικές 

προτεραιότητες ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων. Πολλά γονίδια επίσης, 

µπορεί να επηρεάζουν ανασταλτικά την ανάπτυξη στα καρκινικά κύτταρα, 

αλλά σπάνια εώς ποτέ δεν µεταλλάσονται στον ανθρώπινο καρκίνο.  

1.2.4 Ογκογονίδια-Ογκοκατασταλτικά γονίδια και κυτταρικός θάνατος. 

Ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος (απόπτωση) αποτελεί µια 

απαραίτητη λειτουργία για την ανάπτυξη  και την ιστική οµοιόσταση (Reed JC, 

2000). Η απόπτωση αποτελεί τη φυσιολογική αντίδραση σε πολλά 

ερεθίσµατα, περιλαµβάνοντας και την ανεπανόρθωτη καταστροφή του DNA. 

Πολλές ασθένειες εµφανίζονται λόγω υπερενεργοποίησης (σύνδροµα 

ανοσοκαταστολής) ή καταστολής του προγραµµατισµένου κυτταρικού 

θανάτου (αυτοάνοσες διαταραχές, καρκίνος) (Thompson CB, 1995).  
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Στο καρκίνο, η ισορροπία µεταξύ πολλαπλασιασµού και 

προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου διαταράσσεται και ελαττώµατα στη 

φυσιολογική οδό της απόπτωσης επιτρέπουν σε κύτταρα µε γενετικές 

ανωµαλίες να επιβιώνουν. Οι περισσότερες κυτταροτοξικές και ορµονικές 

θεραπείες, καθώς και η ακτινοβολία, ουσιαστικά εξουδετερώνουν τα καρκινικά 

κύτταρα δηµιουργώντας κυτταρικές βλάβες που προκαλούν την απόπτωση. 

Εν τέλει, η αποτελεσµατικότητα των αντινεοπλασµατικών θεραπειών 

εξαρτάται όχι µόνο από το βαθµό της κυτταρικής καταστροφής που 

δηµιουργούν αλλά και από την ικανότητα των κυττάρων να ανταποκριθούν σε 

αυτή τη καταστροφή ξεκινώντας τη διαδικασία της απόπτωσης. Σύµφωνα µε 

τα παραπάνω, µεταλλάξεις της αποπτωτικής οδού µπορεί να οδηγήσει σε 

αντίσταση στα φάρµακα ή στην ακτινοβολία. Αυτές οι µεταλλάξεις µπορεί να 

χρησιµοποιηθούν στη πρόβλεψη της αντίστασης σε συγκεκριµένες θεραπείες 

ή και ως νέοι θεραπευτικοί στόχοι.  

Μιτοχόνδρια και κυτταρικοί υποδοχείς µεσολαβούν στις δύο κύριες 

οδούς της απόπτωσης (Reed JC, 2000). Η οδός των µιτοχονδρίων θεωρείται 

σηµαντική για την ανταπόκριση στη θεραπεία και επιτυγχάνεται µε τη βοήθεια 

των πρωτεινών της οικογένειας bcl-2. Η εκτέλεση τελικά του κυτταρικού 

θανάτου πραγµατοποιείται από την αλυσιδωτή αντίδραση συγκεκριµένων 

πρωτεινών που ονοµάζονται κασπάσες, η οποία πυροδοτείται από την 

ελευθέρωση του κυτοχρώµατος C από τα µιτοχόνδρια.  

Τα πιο καλά µελετηµένα γονίδια- ογκοκατασταλτικά γονίδια που 

σχετίζονται µε την απόπτωση, είναι το ογκοκατασταλτικό γονίδιο p53, το αντι-

αποπτωτικό γονίδιο bcl-2 και το προ-αποπτωτικό γονίδιο bax. Το φυσιολογικό 

p53, µπορεί να σταµατήσει το κυτταρικό πολλαπλασιασµό µετά τη βλάβη του 
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DNA, µε δύο µηχανισµούς: διακόπτωντας το κυτταρικό κύκλο ή 

ενεργοποιώντας την απόπτωση. Αυτή του η δράση είναι που το κάνει 

σηµαντικό στη πρόβλεψη της αντίστασης στα χηµειοθεραπευτικά. Η κύρια 

συµµετοχή του στη χηµειοευαισθησία φαίνεται και από το γεγονός ότι οι πιο 

καλά θεραπεύσιµοι καρκίνοι είναι αυτοί στους οποίους το p53 δεν φαίνεται να 

µεταλλάσεται, όπως νεοπλάσµατα του αιµοποιητικού συστήµατος.  

Η υπερέκφραση του bcl-2 καταρχήν σχετίστηκε µε Β-λεµφώµατα. 

Θεωρητικά, η υπερέκφραση του bcl-2, µπορεί να αποτελεί πλεονέχτηµα 

επιβίωσης για τα νεοπλασµατικά κύτταρα, αλλά in vivo, η έκφραση του bcl-2 

σχετίζεται µε καλύτερη πρόγνωση σε πολλές κακοήθειες. Στο καρκίνο του 

µαστού, για παράδειγµα, όγκοι θετικοί για το bcl-2 συνήθως έχουν θετικούς 

οιστρογονικούς υποδοχείς και καλύτερη πρόγνωση.  

Η προ-αποπτωτική πρωτείνη bax αποτελεί ανταγωνιστή της δράσης 

της bcl-2 πρωτείνης. Η απώλεια της λειτουργίας της bax είναι ουσιαστική για 

τη παθογένεση του καρκίνου του παχέος εντέρου (Rampino N, 1997). Σε 

προκλινικές µελέτες η εισαγωγή της bax αναφέρεται ότι προκαλεί ευαισθησία 

στη προκαλούµενη από φάρµακα ή ακτινοβολία απόπτωση, ενώ η 

υπερέκφραση της αναστέλλει την απόπτωση. 

Πολλές στρατηγικές έχουν προταθεί για να προαχθεί το πρόγραµµα 

της απόπτωσης. Η πρώτη προσέγγιση ήταν η κατευθυνόµενη γονιδιακή 

θεραπεία για τη δηµιουργία του φυσιολογικού p53. Η πρώτη , φάσης Ι, 

φαρµακοκινητική µελέτη µε ολιγονουκλεοτίδια bcl-2, έδειξε ότι η θεραπεία είναι 

καλώς ανεχτή αν και όχι τόσο αποτελεσµατική (Waters JS, 2000). Αυτού του 

είδους οι θεραπείες ίσως να είναι πιο αποτελεσµατικές αν συνδυαστούν µε 

χηµειοθεραπεία ή ακτινοβολία που πυροδοτούν την απόπτωση. Ισως θα ήταν 
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αποτελεσµατικότερο στο µέλλον να συνδυαστούν προ-αποπτωτικές 

θεραπείες µε θεραπείες αντι- αγγειογένεσης, καθώς η υποξία φαίνεται ότι 

προάγει την απόπτωση (Holmgren L, 1995).  

 

1.3 Μεταλλακτικά γονίδια (mismatch repair genes). 

Για να διατηρηθεί η ακεραιότητα του DNA, είναι απαραίτητο να 

υιοθετηθούν συγκεκριµένοι κανόνες. Λάθη που τυχόν εισχωρούν στο γένωµα, 

µπορεί να δηµιουργήσουν µεταλλάξεις, οι οποίες µε τη σειρά τους να 

οδηγήσουν σε κυτταρική δυσλειτουργία. Οι µεταλλάξεις των ογκογονιδίων και 

των ΟΚΣ γονιδίων µπορούν να δηµιουργήσουν κλώνους κυττάρων που και 

αυτοί µε τη σειρά τους θα αποτελέσουν στόχους για επακόλουθες 

µεταλλάξεις. ’Ετσι, ενώ τα ογκογονίδια και τα ΟΚΣ γονίδια συµµετέχουν άµεσα 

στη απορρύθµιση του κυτταρικού κύκλου που οδηγεί στο καρκίνο, η τρίτη 

κατηγορία γονιδίων που µεταλλάσεται στο καρκίνο δεν αποτελεί µέρος αυτού 

του µηχανισµού. Αντιθέτως, έχει ένα γενικότερο ρόλο στη διασφάλιση της 

ακεραιότητας της γενετικής πληροφορίας. Αυτά τα γονίδια ονοµάζονται 

µεταλλακτικά και συνιστούν το σύστηµα επιδιόρθωσης των 

κακοζευγαρωµένων βάσεων (ΣEKB) (mismatch repair). Μεταλλάξεις σ’ αυτά 

τα γονίδια, οδηγούν σε αναποτελεσµατική αντιγραφή ή επιδιόρθωση του DNA.  

Θεωρείται ότι το ελλατωµατικό ΣΕΚΒ οδηγεί σ’ έναν µεταλλακτικό 

φαινότυπο (Loeb LA 1991, Loeb LA 1994). Αυτός ο φαινότυπος είναι καλά 

µελετηµένος σε προκαρυωτικούς οργανισµούς (Cox EC, 1976). Τα κύτταρα τα 

οποία δεν είναι ικανά να επιδιορθώσουν λάθη στο DNA τους, συσσωρεύουν  

σταδιακά ένα σηµαντικό αριθµό µεταλλάξεων µέσα στο γενωµά τους. 

Θεωρείται ότι, στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, αυτός ο µεταλλακτικός 
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φαινότυπος εξασφαλίζει το κατάλληλο περιβάλλον για την συσσώρευση 

µεταλλάξεων σε γνωστά ογκογονίδια, ογκοκατασταλτικά γονίδια, καθώς και σε 

άλλα γονίδια ουσιαστικά για την ογκογενετική διαδικασία. 

Το σύστηµα πρώτα αναγνωρίζει και διορθώνει ένα µεγάλο φάσµα από 

λάθη µέσα στη διπλή έλικα του DNA, τα οποία προέρχονται από το 

λανθασµένο ζευγάρωµα βάσεων µεταξύ των δύο συµπληρωµατικών 

αντιτύπων της έλικας. Το σύστηµα αναγνωρίζει και διορθώνει πρώτα τύπου 

«Ω» σχηµατισµού έλικας που συµβαίνουν όταν µία από τις τέσσερις βάσεις ή 

προστίθεται ή απαλείφεται στο DNA αντίτυπο (Eshleman J, 1996). Και οι δύο 

παραπάνω κατηγορίες λαθών συµβαίνουν συνήθως κατά τη διάρκεια της 

σύνθεσης του DNA, σαν αποτέλεσµα λαθών της DNA πολυµεράσης. Για να 

διορθώσει τα λάθη, το ΣΕΚΒ (mismatch repair), κατευθύνεται στην 

αλληλουχία της νεοσυσταθείσας έλικας. Αυτό γίνεται, τέµνοντας την έλικα, 

αποβάλλοντας τις βάσεις της κακοζευγαρωµένης περιοχής και 

επανασυνθέτοντας µε τη σωστή αλληλουχία αυτή τη φορά.  

  Στα βακτήρια, το ΣΕΚΒ ξεκινάει µε µια πρωτείνη, τη MutS, η οποία 

αναγνωρίζει και συνδέεται µε το DNA mismatch. Ακολούθως µια δεύτερη 

πρωτείνη, η MutL «στρατολογείται» για να συνδεθεί µε το σύµπλεγµα της 

MutS (Modrich P, 1994). Στον άνθρωπο, τα γονίδια τα οποία δοµικά 

σχετίζονται µε τη MutS των βακτηρίων, είναι το hMsh2 (MutS homolog 2),το 

hMsh3 (MutS homolog 3) και το hMsh6 (MutS homolog 6) (πίνακας από 

αρθρο του clinical oncology). Αρχικά δεδοµένα δείχνουν ότι, στον άνθρωπο, 

τη λειτουργία του βακτηριακού MutS την αναλαµβάνουν ετεροδιµερή 

συµπλέγµατα του Msh2 µε το Msh6 ή µε το Msh3 και αυτά τα διαφορετικά 

διµερή αναγνωρίζουν διαφορετικούς τύπους mismatches (Risinger J1996, 
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Malkhosyan S 1996). Αντίστοιχα, στον άνθρωπο, τα γονίδια που σχετίζονται 

µε το βακτηριακό MutL, είναι το hMlh1 (human MutL homolog 1), το hPms1 

και το hPms2 (Papadopoulos N, 1994). Ετεροδιµερή του hMlh1 µε το hPms2 

λειτουργούν αντίστοιχα µε το βακτηριακό MutL (Li G-M, 1995). 

Μεταλλαγµένα γονίδια του συστήµατος επιδιόρθωσης 

κακοζευγαρωµένων βάσεων προκαλούν HNPCC (hereditary non- polyposis 

colorectal cancer- κληρονοµικός  µη πολυποειδής καρκίνος του παχέος 

εντέρου): 

 To HNPCC είναι ένα σύνδροµο οικογενούς καρκίνου που 

πρωτοπεριγράφτηκε το 1913 από τον Aldred Warthin (Warthin A, 1913) και 

πιο πρόσφατα αποτέλεσε το αντικείµενο εκτεταµένης µελέτης από τον Henry 

Lynch (Lynch H, 1991). Το σύνδροµο συχνά αναφέρεται ως σύνδροµο Lynch. 

Στο HNPCC η κληρονοµικότητα έχει επικρατή αυτοσωµικό χαρακτήρα και 

αποδεικνύεται από την ανάπτυξη καρκίνων, ο συχνότερος από τους οποίους 

είναι αυτός του δεξιού κόλου. Για την αναγνώριση της οικογενούς 

προδιάθεσης του συνδρόµου έχουν θεσπιστεί ένα σύνολο κριτηρίων, γνωστά 

ως κριτήρια του Aµστερνταµ, τα οποία είναι τα εξής: Η παρουσία µέσα στην 

οικογένεια τριών ατόµων µε καρκίνο του παχέος εντέρου, τα οποία 

αντιπροσωπεύουν δύο διαφορετικές γενεές, το ένα εκ των οποίων είναι 

συγγενής πρώτου βαθµού µε τα υπόλοιπα και τέλος ένα µέλος από τα τρία 

πρέπει να έχει αναπτύξει το καρκίνο σε ηλικία µικρότερη των τριάντα ετών 

(Vasen H, 1991). Τα παραπάνω κριτήρια, παρόλο που έχουν αποδειχτεί πολύ 

χρήσιµα, εν τούτοις έχουν αποτύχει σε ορισµένες περιπτώσεις να 

αναγνωρίσουν οικογένειες µε γενετική προδιάθεση του συνδρόµου. Παρά την 

ονοµασία του συνδρόµου, νεότερα δεδοµένα δείχνουν ότι αδενωµατώδεις 
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πολύποδές υπάρχουν ως προκαρκινωµατώδεις βλάβες των καρκίνων του 

παχέος εντέρου στο συγκεκριµένο σύνδροµο (Aaltonen L, 1994). Φαίνεται ότι 

ο ρυθµός εξαλλαγής αυτών των πολυπόδων είναι πολύ γρηρορότερος απ’ ότι 

αυτό των τυπικών σποραδικών πολυπόδων του παχέος εντέρου. Τα 

προσβεβληµένα άτοµα έχουν επίσης αυξηµένη συχνότητα εµφάνισης 

καρκίνου του ενδοµητρίου και του στοµάχου, καθώς επίσης και εµφάνισης 

σπάνιων νεοπλασιών σµηγµατογόνων αδένων (Muir-Torre syndrome). 

Ερευνα από τα εργαστήρια του Bert Vogelstein και Richard Kolodner έδειξε 

ότι γενετικές µεταλλάξεις στα hMsh2, hMlh1, hPMS1 και hPMS2 ευθύνονται 

για το 90% των περιπτώσεων HNPCC (Liu B 1996, Papadopoulos N 1994). 

Σε όλες τις περιπτώσεις, η κληρονοµικότητα του µεταλλαγµένου 

αλληλόµορφου συµβαδίζει µε την κληρονοµικότητα της ευαισθησίας στο 

καρκίνο. Η πλειοψηφία των περιπτώσεων εµφανίζει µεταλλάξεις είτε στο 

hMlh1 (33%), είτε στο hMsh2 (31%). Μελέτες των καρκίνων που εµφανίζονται 

σ’αυτά τα άτοµα, τυπικά αναδεικνύουν διατήρηση από τον όγκο του 

κληρονοµούµενου µεταλλαγµένου αλληλόµορφου του hMlh1 ή του hMsh2, 

συνοδευόµενο από απώλεια ή µετάλλαξη του φυσιολογικού αλληλόµορφου. 

Όπως αναµενόταν τα καρκινικά κύτταρα από αυτούς τους όγκους εµφανίζουν 

απώλεια της ικανότητας επιδιόρθωσης των κακοζευγαροµένων βάσεων 

(mismatch repair function) (Parsons R, 1993). Με εξαίρεση ελάχιστων 

περιπτώσεων, η λειτουργία της επιδιόρθωσης παραµένει άθικτη στα 

λεµφοκύτταρα των ατόµων µε HNPCC, παρά τη παρουσία µετάλλαξης στην 

οικογένεια των mismatch repair γονιδίων. Αυτά τα µεταλλαγµένα γονίδια 

έχουν συνήθως υπολλειπόµενο χαρακτήρα σε κυτταρικό επίπεδο και η 

κληρονοµικότητα του φαινοτύπου της νόσου µε τον επικρατή χαρακτήρα 
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αντανακλά το υψηλό ποσοστό δεύτερου- χτυπήµατος (second-hit) γεγονότων 

κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής ζωής του ατόµου. 

1.3.1 Υπερµεταλλακτικός φαινότυπος. 

 Η διατύπωση της θεωρίας του υπερµεταλλακτικού φαινότυπου 

οφείλεται στον Loeb (Loeb, 1974). Η βασική ιδέα της θεωρίας αυτής είναι ότι η 

εξέλιξη των νεοπλασµάτων οδηγείται από γενετική αστάθεια στην οποία 

οφείλεται µεγάλος αριθµός τυχαίων µεταλλάξεων από όπου επιλέγονται 

κλώνοι που εµφανίζουν κακοήθεις ιδιότητες. Αυτή η υπόθεση δεν αποκλείει τη 

συµµετοχή και άλλων παθογενετικών διαδικασιών που οδηγούν στον 

αυξηµένο αριθµό µεταλλάξεων που παρατηρούνται στα καρκινικά κύτταρα. 

Υποστηρίζεται ότι η µετάλλαξη σε ένα γονίδιο που είναι υπεύθυνο για τη 

σταθερότητα ολόκληρου του γονιδιώµατος αποτελεί πρώιµο γεγονός στην 

εξέλιξη της καρκινογένεσης. Κατά συνέπεια ο µεταλλακτικός ρυθµός σε όλο το 

γονιδίωµα αυξάνεται και αυτό συνεισφέρει στην αυξηµένη συχνότητα των 

µεταλλάξεων που παρατηρούνται όσο το νεόπλασµα προχωρά. Ανάµεσα στις 

τυχαίες µεταλλάξεις µπορεί να βλάπτονται και άλλα γονίδια που ενέχονται στη 

γενετική σταθερότητα του κυττάρου και µε αυτόν τον τρόπο να να 

δηµιουργείται ένας µηχανισµός πολλαπλής µεταλλαξογένεσης.  Αυτός ο 

µηχανισµός στην αρχή προτάθηκε µεταλλάξεις σε DNA πολυµεράσες. Εχει 

δειχθει ότι ο τυχαίος αριθµός µεταλλάξεων που παρατηρείται σε E. Coli που 

περιέχουν γενετικά τροποποιηµένες αντιµεταλλακτικές πολυµεράσες είναι δύο 

µε τρείς φορές χαµηλότερος από κύτταρα µε φυσιολογικές πολυµεράσες 

(Schaaper, 1993). 

 Είναι πιθανό ότι ένα µέρος από τις πολλαπλές µεταλλάξεις που 

βρίσκονται στα καρκινικά κύτταρα να µην προσθέτει στη δυνάµική της εξέλιξης 
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των καρκινικών κυττάρων, αλλά απλώς να αποτελεί ένα παράλληλο γεγονός. 

Η θεωρία του υπερµεταλλακτικού φαινότυπου δεν αντιδιαστέλλεται µε τη 

πιθανότητα κάποιες από τις µεταλλάξεις να οδηγούν σε αυξητικό προβάδισµα 

κάποιων κυττάρων που µε τη σειρά τους επιλέγονται και δηµιουργούν 

νεοπλασµατικό κλώνο. Είναι κατά συνέπεια πιθανό ο αριθµός των 

µεταλλάξεων στα καρκινικά κύτταρα να οφείλεται και σε υπερµεταλλακτική 

ικανότητα και σε κλωνική επιλογή.  

 Αν υποθέσουµε ότι η παρουσία µεταλλάξεων και γενικότερα 

γενετικών αλλοιώσεων αποτελεί κεντρικό σηµείο στη παθογένεια κακοήθων 

εξεργασιών τότε είναι σηµαντικό να κατανοήσουµε τη προέλευση αυτών των 

αλλαγών και να την αναστείλουµε. Η καθυστέρηση του ρυθµού συσσώρευσης 

µεταλλάξεων σε προδιηθητικά στάδια συνιστά µια νέα προσέγγιση στη 

πρόληψη του καρκίνου. Ο υπερµεταλλακτικός φαινότυπος προυποθέτει µια 

µη αναστρέψιµη διαδικασία που χαρακτηρίζεται από προοδευτική συλλογή 

µεταλλάξεων κατά την εξέλιξη των όγκων. Είναι πιθανό όµως αυτός ο 

φαινότυπος να µπορεί να αναστραφεί, µειώνοντας το ρυθµό των µεταλλάξεων 

κα κατά συνέπεια την εξέλιξη του όγκου.      

1.3.2 Η µικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite instability- MSI) 

αποτελεί δείκτη των όγκων µε ελαττωµατικό σύστηµα επιδιόρθωσης 

κακοζευγαρωµένων βάσεων. 

 Η αναγνώριση του ρόλου του ελαττωµατικού συστήµατος 

επιδιόρθωσης στο καρκίνο διευκολύνθηκε πολύ από την παρατήρηση του 

γεγονότος ότι οι όγκοι µε ελάττωµα στο σύστηµα επιδιόρθωσης εµφανίζουν 

αστάθεια των αλληλουχιών του µικροδορυφορικού DNA (Aaltomen L, 1993).  

Το µικροδορυφορικό DNA περιλαµβάνει µικρές οµάδες επαναλαµβανόµενων 
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αλληλουχιών (συχνότερα 1-4 βάσεων) που συναντώνται σε όλο το γονιδίωµα. 

Από τις µονονουκλεοτιδικές επαναλήψεις, αλληλουχίες Α ή Τ είναι πολύ 

συχνές και όλες µαζί συνιστούν το 0.3% του πυρηνικού γονιδιώµατος. 

Αντίθετα αλληλουχίες G ή C είναι πολύ σπανιότερες. Στη περίπτωση των 

δινουκλεοτιδικών αλληλουχιών, οµάδες CA είναι πολύ συχνές συνιστώντας το 

0-5% του γονιδιώµατος και είναι σε υψηλό ποσοστό πολυµορφικές. Οι CT 

επαναλήψεις είναι επίσης αρκετά συχνές, ενώ οι CG είναι πολύ σπάνιες και 

αυτό συµβαίνει γιατί αυτές οι αλληλουχίες είναι επιρρεπείς σε µεθυλίωση. 

Τρινουκλεοτιδικές και τετρανουκλεοτιδικές αλληλουχίες είναι σχετικά σπάνιες 

αλλά επειδή είναι σε µεγάλο βαθό πολυµορφικές, έχουν χρησιµοποιηθεί 

αρκετά για το σχεδιασµό πολυµορφικών δεικτών, χρήσιµων στη ταυτοποίηση 

νέων ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Η σηµασία του µικροδορυφορικού DNA 

είναι άγνωστη. Αν και το µικροδορυφορικό DNA έχει ανιχνευτεί κυρίως 

εξωγονιδιακά ή σε εσώνια γονιδίων, σπανίως έχει ανακαλυφθεί σε εξώνια. Το 

πρότυπο των αλληλουχιών είναι µοναδικό για κάθε άνθρωπο και σταθερό σε 

όλους τους ιστούς του και αυτή είναι η βάση της εκτεταµένης χρήσης τους σαν 

αποτυπώµατα DNA στην Ιατροδικαστική.  

 Παρά την εκπληκτική σταθεροτητά τους παρατηρήθηκε ότι σε όγκους 

υπάρχει σηµαντική ετερογένεια αυτών των πολλαπλά επαναλαµβανόµενων 

αλληλουχιών. Ο Aaltonen πρώτος παρατήρησε ότι στον HNPCC τα καρκινικά 

κύτταρα εµφανίζουν αλλαγές σε αυτές τις αλληλουχίες σε σχέση µε αυτές που 

βρίσκονται σε γειτονικά ή άλλα κύτταρα προερχόµενα από τον ίδιο άνθρωπο 

(Aaltonen L, 1993). Αυτή η παρατήρηση αντικατοπτρίζει το γεγονός ότι οι 

DNA πολυµεράσες έχουν τη τάση να «γλιστρούν» κατά τη διάρκεια της 

αντιγραφής µακρυών σειρών από επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 

 30



µικροδορυφορικού DNA και, στη περίπτωση απουσίας του συστήµατος 

επιδιόρθωσης, τα λάθη που δηµιουργούνται δεν ανιχνεύονται και άρα δεν 

επιδιορθώνονται (Modrich P, 1994). 

 Η µεγαλύτερη σηµασία του ελαττωµατικού συστήµατος επιδιόρθωσης 

στην ανθρώπινη καρκινογένεση αποδεικνύεται από τη παρατήρηση στα 

εργαστήρια του  Manuel Perucho και Stephen Thibodeau ότι σε µη 

επιλεγµένες σειρές ατόµων µε σποραδικό καρκίνο του παχέος εντέρου 

περίπου το 15% των περιπτώσεων εµφάνιζε MSI (Thibodeau S 1993, Ionov Y 

1993). Αντίστοιχα µε τους όγκους στο πλαίσιο του συνδρόµου HNPCC, τα 

σποραδικά καρκινώµατα µε MSI, εµφανίζονται κυρίως στο δεξιό κόλο. Σε 

σπάνιες περιπτώσεις, φάνηκε ότι η ανάπτυξη των παραπάνω καρκινωµάτων 

οφειλόταν σε µεµονωµένη σωµατική µετάλλαξη σε αλληλόµορφο του Msh2 ή 

του Msh1 (Liu B, 1995). Ο συχνότερος µηχανισµός MSI στο σποραδικό 

καρκίνο του παχέος εντέρου είναι η µεταγραφική σιγή του γονιδίου hMlh1 

λόγω της µεθυλίωσης του εκκινητή του συγκεκριµένου γονιδίου (Herman JG, 

1998). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η χηµειοθεραπευτική ουσία 5- 

αζακτιδίνη µπορεί να αναστρέψει τη µεθυλίωση και να επανενεργοποιήσει την 

έκφραση του γονιδίου hMlh1 στα σποραδικά καρκινώµατα που εµφανίζουν 

MSI (Herman JG, 1998). Η δυνατότητα της φαρµακευτικής 

επανενεργοποίησης του γονιδίου hMlh1 κάνει το ενδεχόµενο της 

χηµειοπροφύλαξης µε σκοπό τη διακοπή της MSI αναπτυσσόµενης 

νεοπλασίας αρκετό πιθανό. Σποραδικός καρκίνος του παχέος εντέρου σε 

άτοµα 35 ετών ή νεαρότερα έχει δειχτεί σε 58% των περιπτώσεων ότι 

οφείλεται σε γενετικές µεταλλάξεις σε ένα µεταλλακτικό γονίδιο που είναι είτε 
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νέα µετάλλαξη ή κατά περίεργο τρόπο δεν είχε προκαλέσει καρκίνο σε αλλά 

µέλη της οικογένειας (Liu B, 1995). 

 

1.3.3 Ελαττωµατικό σύστηµα επιδιόρθωσης επιταχύνει το ρυθµό των 

γονιδιακών µεταλλάξεων. 

 Μία εικόνα του µηχανισµού µέσω του οποίου το ελλαττωµατικό 

σύστηµα επιδιόρθωσης κακοζευγαρωµένων βάσεων επιταχύνει την ανάπτυξη 

του καρκίνου, παίρνουµε από µελέτες που δείχνουν µέχρι και 1000 φορές 

αύξηση του ρυθµού των αυτόµατων γονιδιακών µεταλλάξεων σε καρκινικές 

κυτταρικές σειρές από MSI καρκίνους του παχέος εντέρου (Eshleman J, 

1995). Επειδή ο καρκίνος είναι το αποτέλεσµα συσσωρευµένων µεταλλάξεων 

σε ογκογονίδια και ογκοκατασταλτικά γονίδια, αυτή η αύξηση του ρυθµού των 

µεταλλάξεων µπορεί να µεταφραστεί σε υψηλή ευαισθησία σε πρόωρη 

ανάπτυξη καρκίνου (Loeb L, 1991). Η επόµενη ερώτηση που γεννάται από 

αυτές τις παρατηρήσεις είναι εάν τα γονίδια τα οποία γίνονται στόχος 

µεταλλάξεων σε MSI καρκίνους του παχέος εντέρου, είναι τα ίδια ή 

διαφορετικά από αυτά των οποίων οι µεταλλάξεις προκαλούν την ανάπτυξη 

σποραδικού καρκίνου του παχέος εντέρου. Αρχικές µελέτες έδειξαν ότι, όπως 

οι µη MSI καρκίνοι, έτσι και οι MSI καρκίνοι εµφανίζουν αυξηµένη συχνότητα 

µεταλλάξεων στο γονίδιο APC (adenomatous polyposis coli gene) (Huang J, 

1996). Μελέτες έδειξαν επίσης ότι οι MSI καρκίνοι εµφανίζουν µικρότερη 

συχνότητα µεταλλάξεων από ότι οι µη MSI καρκίνοι στο ογκογονίδιο K-ras και 

στο ογκοκατασταλτικό γονίδιο p53 (Ionov Y, 1993).  
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 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ 

2.1 Φυσιολογική ανάπτυξη του µαζικού αδένα. 

Προκειµένου να γίνει κατανοητή η διαφοροποίηση των καρκινικών 

κυττάρων από τα φυσιολογικά κύτταρα του µαζικού αδένα, είναι απαραίτητο 

να αναφερθεί πρωτίστως η βιολογία του φυσιολογικού µαστού. Αντιθέτως µε 

άλλους ιστούς του ανθρωπίνου σώµατος, οι οποίοι ολοκληρώνουν την 

αναπτυξή τους κατά τη διάρκεια της εµβρυικής ή της ανήλικης φάσης, ο 

µαζικός αδένας εµφανίζει το µέγιστο του δυναµικού ανάπτυξης κατά τη 

διάρκεια συγκεκριµένων κύκλων αναπαραγωγής στην ενήλικη ζωή. Ο µαζικός 

αδένας υπόκειται σε πολλαπλούς κύκλους διαφοροποίησης, 

παλλαπλασιασµού και υποστροφής κατά τη διάρκεια των περιόδων 

αναπαραγωγής και γαλουχίας (Dickson RB, 1998). 

Στη γέννηση, ο µαστός αποτελείται από έναν κύριο πόρο και µερικούς 

µικρούς κλάδους του µέσα σε λιπώδες υπόστρωµα. Μεταξύ της γέννησης και 

της εφηβείας, ο µαστός υποβάλλεται σε ισοµετρική, µη-ορµονοεξαρτώµενη 

ανάπτυξη, κυρίως µε αύξηση του στρώµατος. Με την έναρξη της ορµονικής 

δραστηριότητας, ο µαστός περνάει στη φάση της αλλοµετρικής ανάπτυξης. Τα 

επιθηλιακά κύτταρα διαφοροποιούνται και παραµένουν σε G0, µε αποτέλεσµα 

την επιµήκυνση και διακλάδωση των πόρων. Απαραίτητη γι’ αυτή τη 

διαδικασία είναι η ορµονική επίδραση µε οιστρογόνα, προλακτίνη και αυξητική 

ορµόνη (Korach KS, 1994). 

Κατά τη διάρκεια της σεξουαλικής ωριµότητας, η διαδικασία της 

ανάπτυξης των πόρων σταµατάει, παρόλο που ο επιθηλιακός ιστός συνεχίζει 

να ανταποκρίνεται σε ορµονικά ερεθίσµατα κατά τη διάρκεια του κύκλου µε 
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επαναλαµβανόµενους κύκλους πολλαπλασιασµού και απόπτωσης. Η 

µεγαλύτερη αύξηση του  µιτωτικού πηλίκου συµβαίνει κατά τη διάρκεια της 

ωχρινικής φάσης του κύκλου, ενισχύοντας έτσι το ρόλο της προγεστερόνης.  

Κατά τη διάρκεια της εγκυµοσύνης, υψηλά επίπεδα οιστρογόνων, 

προγεστερόνης και προλακτίνης προωθούν την ανάπτυξη του συστήµατος 

των πόρων και τη δηµιουργία  λοβιο-κυψελιδικών δοµών. Κατά τη διάρκεια 

αυτού του σταδίου, η προγεστερόνη αναστέλλει την έναρξη της λακτογένεσης. 

Καθώς η εγκυµοσύνη φτάνει στο τέλος της, ο πολλαπλασιασµός των 

κυττάρων επιβραδύνεται, και τα επιθηλιακά κύτταρα διαφοροποιούνται για τη 

γαλουχία. 

Η µείωση των επιπέδων των ορµονών και η αύξηση της ενδοµαζικής 

πίεσης στη περίοδο της γαλουχίας, έχει σαν αποτέλεσµα την έναρξη του 

involution. Κατά τη διάρκεια των πρώτων ηµερών, η βασική µεµβράνη των 

κυψελίδων αρχίζει να καταστρέφεται και εκσεσηµασµένος κυτταρικός θάνατος 

µέσω της απόπτωσης αρχίζει.  

Η ανάπτυξη του µαζικού αδένα δεν επηρεάζεται µόνο από τις συνήθεις 

ορµόνες. Ένας µεγάλος αριθµός αυξητικών παραγόντων φαίνεται να 

επηρεάζει την ανάπτυξη και λειτουργία των κυττάρων του µαζικού αδένα. Για 

παράδειγµα, επιδερµοειδής αυξητικός παράγοντας (EGF),  transforming 

growth factors- beta (TGF- betas), insulin- like growth factors (IGFs), fibroblast 

growth factors (FGFs) και σχετιζόµενα πεπτίδια έχουν βρεθεί να συµµετέχουν 

στην ανάπτυξη και διαφοροποίηση των κυττάρων του µαστού. Στη 

πραγµατικότητα  θεωρείται ότι κάποιες από τις επιδράσεις των οιστρογόνων 

στο επιθήλιο, οφείλονται στην ικανοτητά τους να προάγουν την παρακρινική ή 
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αυτοκρινική δράση των αυξητικών παραγόντων µέσω ρύθµισης της εκκρισής 

τους ή/και της εκφρασής τους (Nass S.J, 1999). 

2.2 Στεροειδικές ορµόνες στο καρκίνο του µαστού. 

Όπως προαναφέρθηκε, οι ωοθηκικές ορµόνες, οιστρογόνα και 

προγεστερόνη, είναι καθοριστικές για τη φυσιολογική ανάπτυξη του µαζικού 

αδένα. Και οι δύο αλληλεπιδρούν µε πυρηνικούς υποδοχείς , οι οποίοι δρούν 

ως γονιδιακοί παράγοντες µεταγραφής. ∆ύο γονίδια οιστρογονικών 

υποδοχέων έχουν βρεθεί. Το πρώτο, ER άλφα, κλωνοποιήθηκε από 

κυτταρική σειρά ανθρώπινου καρκίνου του µαστού και εκφράζεται στο 

φυσιολογικό µαζικό αδένα. Πρόσφατα, ένα οµόλογο γονίδιο, το ER βήτα, 

κλωνοποιήθηκε από προστατικό ιστό (Kuiper GGJM, 1996). Παρόλο που 

υπάρχουν στοιχεία για τη  έκφραση των ER beta σε χαµηλά επίπεδα σε 

φυσιολογικά και καρκινικά κύτταρα του µαστού (Vladusic E, 1998), η 

συνεισφορά αυτής της έκφρασης στην επιβίωση των παραπάνω κυττάρων 

δεν έχει ακόµα διαπιστωθεί. Γι’ αυτό, όταν αναφερόµαστε σε ορµονικούς 

υποδοχείς (ER), θα αναφερόµαστε µόνο στους ER άλφα. 

Όσο αφορά τη προγεστερόνη, έχει αναγνωριστεί µόνο ένα γονίδιο 

υποδοχέα αυτής (PR), από το οποίο εκφράζονται δύο πρωτείνες.  

Οιστρογόνα 

Τα οιστρογόνα παίζουν καθοριστικό ρόλο στην ανάπτυξη, θεραπεία και 

πρόγνωση του καρκίνου του µαστού ( Fischer B 1988, Pichon MF 1996). 

Τρείς παράγοντες κινδύνου (ηλικία εµµηναρχής, ηλικία εµµηνόπαυσης και 

ηλικία πρώτης εγκυµοσύνης), σχετίζονται µε τις πιο δραµατικές φυσιολογικές 

αλλαγές των επιπέδων οιστρογόνων στη ζωή της γυναίκας. Περίπου τα δύο 

τρίτα των καρκίνων του µαστού έχουν θετικούς υποδοχείς οιστρογόνων (ER 
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+). Οι όγκοι που εκφράζουν υποδοχείς οιστρογόνων εµφανίζουν βραδύτερο 

ρυθµό ανάπτυξης, είναι καλά διαφοροποιηµένοι και ανταποκρίνονται σε 

ενδοκρινική θεραπεία µε αντιοιστρογόνα, όπως η ταµοξιφένη ( Breast Cancer 

Trialists Collaborative Group 1998). Πρόωρα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η 

ταµοξιφένη µπορεί να χρησιµοποιηθεί πιθανά και στη πρόληψη του καρκίνου 

του µαστού ( Wickerham DL,1998)  

In vitro, τα οιστρογόνα διεγείρουν τη πρόοδο του κυτταρικού κύκλου σε 

καρκινικά κύτταρα µε ER +, αλλά αυτή η δράση περιορίζεται στη φάση G1, 

υπονοώντας ότι τα οιστρογόνα ρυθµίζουν την έκφραση ή τη δραστηριότητα 

των G1 ρυθµιστικών πρωτεινών ( Sweeney KJE 1996). Τα αντιοιστρογόνα 

αναστέλλουν το πολλαπλασιασµό δρώντας στο ίδιο «παράθυρο» του 

κυτταρικού κύκλου, µε µείωση της έκφρασης των G1 κυκλινών D1 και E, 

καθώς και µε µείωση της φωσφορυλίωσης της Rb-1, που αποτελεί το 

κυριότερο στόχο των G1 κυκλινο-συσχετιζόµενων κινασών (Osborne CK 

1983). Αυτές οι παρατηρήσεις, δείχνουν ότι η υπερέκφραση αυτών των 

κυκλινών, η οποία παρατηρείται συχνά σε δείγµατα καρκίνου του µαστού 

(Sweeney KJE 1996), θα µπορούσε δυνητικά να σχετίζεται µε την 

αποτελεσµατικότητα της αντιοιστρογονικής θεραπείας. In vivo, τα 

αντιοιστρογόνα αναστέλλουν την ανάπτυξη του όγκου σε συσχέτιση µε 

µείωση της φάσης S.  

Σε αντίθεση µε το ρόλο τους ως µιτογόνα, τα οιστρογόνα δρούν και ως 

παράγοντες επιβίωσης για τα ER+ καρκινικά κύτταρα, γιατί η υποστροφή των 

ER+  άλλοµεταµοσχευτικών όγκων µετά από καταστολή οιστρογόνων, 

σχετίζεται µε την έναρξη της διαδικασίας της απόπτωσης (Kyprianou N 1991). 

Η αντιαποπτωτική πρωτεινή Bcl-2, εκφράζεται συχνά σε όγκους µαστού και 
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αυτή η έκφραση σχετίζεται µε ER+ όγκους ( Reed JC 1996), και πιθανά τα 

οιστρογόνα µπορεί να επηρεάζουν την επιβίωση, ρυθµίζοντας την έκφραση 

της Bcl-2. Σε ER+ κυτταρικές σειρές in vitro, τα οιστρογόνα αυξάνουν τα 

επίπεδα της Bcl-2, χωρίς να επηρεάζουν την έκφραση της Bax, µιας 

προαποπτωτικής πρωτείνης ( Teixeira C 1995). Επιπλέον, η αύξηση της Bcl-

2 που οφείλεται στα οιστρογόνα, αναστέλλεται σηµαντικά από τα 

αντιοιστρογόνα. 

Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι τα οιστρογόνα προάγουν την 

ανάπτυξη και την επιβίωση τόσο των φυσιολογικών όσο και των ER+ 

καρκινικών κυττάρων, φαίνεται παράδοξο ότι οι ER- όγκοι έχουν χειρότερη 

πρόγνωση. Αυτό µπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι οι ER- όγκοι είναι πιο 

επιθετικοί γιατί έχουν αποκτήσει την ικανότητα να παρακάµπτουν τους 

δρόµους της κυτταρικής ανάπτυξης και επιβίωσης που ελέγχονται από τα 

οιστρογόνα. Η επανέκφραση των ορµονικών υποδοχέων σε ER- όγκους µέσω 

επιµόλυνσης µε ένα σύστηµα έκφρασης υποδοχέων οδηγεί σε αναστολή της 

ανάπτυξης και της ογκογένεσης  ( Zajchowski DA 1993).  

Αυτά τα αποτελέσµατα προτείνουν ότι η απώλεια της έκφρασης ή της 

λειτουργίας των υποδοχέων οιστρογόνων µπορεί να αποτελεί ένα σηµαντικό 

βήµα στην ανάπτυξη κάποιων όγκων του µαστού. Ο µοριακός µηχανισµός 

στον οποίο βασίζεται η απώλεια του γονιδίου της έκφρασης των 

οιστρογονικών υποδοχέων δεν έχει πλήρως κατανοηθεί, αλλά οι 

περισσότερες κυτταρικές σειρές και όγκοι που είναι ER-, δεν έχουν ER mRNA 

καθώς και πρωτείνη (Lapidus RG, 1998). Η απουσία της έκφρασης του ER 

mRNA σ’ αυτούς τους όγκους δεν οφείλεται σε ανιχνεύσιµες µεταλλάξεις, 

διαγραφές ή άλλες µεγάλες δοµικές µεταβολές στο ER γονίδιο, κάτι που 
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υποδηλώνει ότι η αναστολή της µεταγραφής του ER γονιδίου µπορεί να είναι 

ένα τυχαίο γεγονός. Η απώλεια της µεταγραφής του γονιδίου χωρίς παρουσία 

µεταλλάξεων µπορεί να εξηγηθεί από επιγενετικές τροποποιήσεις, οι οποίες 

δεν οδηγούν σε αλλαγή της πρωτογενούς αλληλουχίας του DNA. Ένας τέτοιος 

µηχανισµός που µπορεί να «µπλοκάρει» την µεταγραφεί ενός γονιδίου είναι η 

µεθυλίωση περιοχών πλούσιων σε κυτοσίνη και γουανίνη σε συνέχεια, 

ονοµαζόµενες νησίδες CpG (CpG islands). Οι νησίδες CpG βρίσκονται 

συνήθως µόνο σε περιοχές εκκινητών και είναι µη- µεθυλιωµένες σε 

φυσιολογικούς ενήλικες ιστούς. Η µη µεθυλίωση των νησίδων CpG φαίνεται 

ότι είναι απαραίτητη για τη µεταγραφή, καθώς η µεθυλίωση µπορεί να 

σταµατήσει τη µεταγραφή των κάτωθεν των νησίδων αλληλουχιών (Bird AP 

1986, Cedar H 1988). Ανώµαλα πρότυπα µεθυλίωσης του DNA είναι συχνά 

σε καρκινικά κύτταρα και πολλές µελέτες έχουν δείξει ότι µια σειρά ΟΚΣ 

γονιδίων είναι υπερµεθυλιωµένα και µεταγραφικά ανενεργή στο καρκίνο (Laird 

PW, 1996).  

To ΕR γονίδιο έχει ένα νησίδιο CpG στον εκκινητή και στο πρώτο 

εξόνιο, το οποίο είναι εκτεταµένα µεθυλιωµένο σε ER- όγκους µαστού, αλλά 

παραµένει µη µεθυλιωµένο στο φυσιολογικό µαζικό ιστό. Χρησιµοποιώντας 

µια πολύ ευαίσθητη για τη µεθυλίωση µέθοδο PCR, έχει βρεθεί µεθυλίωση 

του ER γονιδίου και σε µερικούς ER+ όγκους, απαντώντας έτσι εν µέρει στο 

γιατί η υποτροπή ER+ όγκων µπορεί να είναι όγκοι ER- (Lapidus RG, 1998). 

∆εν είναι ξεκάθαρο εάν η µεθυλίωση αποτελεί το πρώιµο γεγονός στην 

απενεργοποίηση του γονιδίου, αλλά επειδή η πρωτογενής αλληλουχία του 

DNA δεν αλλάζει µε τη µεθυλίωση, είναι δυνατό η έκφραση του γονιδίου να 

επανενεργοποιείται αναστέλλοντας τη µεθυλίωση. Αντίθετα από τη µετάλλαξη, 
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η µεθυλίωση είναι γεγονός αναστρέψιµο. Έτσι, θεραπεία ER- κυττάρων µε µε 

κάποιο αναστολέα της µεθυλίωσης (5- αζαδιτιδίνη), οδηγεί σε αποµεθυλίωση 

στη νησίδα CpG και αποκατάσταση της έκφρασης του ER γονιδίου (Ferguson 

AT, 1995).  

Προγεστερόνη 

Η παρουσία ή όχι της έκφρασης προγεστερονικών υποδοχέων 

αποτελει µία σηµαντική ένδειξη για την ανταπόκριση σε ενδοκρινική θεραπεία. 

Περίπου το 50% των ER+ όγκων, είναι επίσης και PR+. Αυτή η κατηγορία των 

καρκίνων εµφανίζει τη µεγαλύτερη ανταπόκριση στην ενδοκρινική θεραπεία, 

ενώ λιγότερο από το ένα τρίτο των ER+/PR- όγκων αρχικά ανταποκρίνονται 

σε ενδοκρινικό χειρισµό (McGuire WL, 1979). Αυτή η διαπίστωση αντανακλά 

το γεγονός ότι οι οιστρογονικοί υποδοχείς αποτελούν το µεταγραφικό 

παράγοντα-κλειδί για την έκφραση των προγεστερονικών υποδοχέων. Γι’ 

αυτό και η απουσία έκφρασης υποδοχέων προγεστερόνης σε ER+ όγκους 

µπορεί να είναι ενδεικτικό µη λειτουργικών οιστρογονικών υποδοχέων που 

δεν ανταποκρίνονται σε θεραπεία µε αντιοιστρογόνα. Με την ίδια λογική, δεν 

είναι τυχαίο το γεγονός ότι σχεδόν όλοι οι ER- όγκοι είναι και PR- και 

ανταποκρίνονται ελάχιστα ή και καθόλου στη ταµοξιφένη. Όπως η απώλεια 

έκφρασης των ER, έτσι και η απώλεια έκφρασης των PR σχετίζεται µε 

υπερµεθυλίωση στη ρυθµιστική περιοχή του γονιδίου, αλλά δεν είναι γνωστό 

εάν η µεθυλίωση προηγείται ή έπεται της µεταγραφικής απενεργοποίησης 

(Lapidus RG, 1996).  

Στοχεύοντας ση δραστηριότητα των υποδοχέων της προγεστερόνης, 

µπορεί να ανασταλθεί η ανάπτυξη του όγκου. Τόσο η χορήγηση 

αντιπρογεστεροειδών, όσο και η χορήγηση αυξηµένης δόσης προγεστερόνης 
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µπορεί να αναστείλει τη καρκινική ανάπτυξη. In vitro, οι προγεστίνες 

προκαλούν µια διφασική ανταπόκριση ανάπτυξης στους PR+ όγκους, µε µια 

αρχική αύξηση της προόδου του κυτταρικού κύκλου που ακολουθείται από µία 

περίοδο πλήρης ανακοπής της ανάπτυξης (Sweeney KJE, 1996). Τα κύτταρα 

είναι ευαίσθητα στη δράση των προγεστινών µόνο στη φάση G1 του 

κυτταρικού κύκλου και ανταποκρίνονται µε αλλαγές στην έκφραση της 

κυκλίνης D1. Η αρχική ανάπτυξη συνοδεύεται από µία αύξηση της έκφρασης 

της κυκλίνης D1 και η αναστολή της ανάπτυξης σχετίζεται µε µείωση της 

έκφρασης της D1, καθώς και µε αναστολή της δραστηριότητας ειδικών G1 

κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών και µε µείωση της φωσφορυλίωσης στη Rb-1. 

Η έκθεση στην αντιπρογεστίνη RU486, η οποία µπορεί να µειώσει τη 

κυτταρική ανάπτυξη in vivo και in vitro, οδηγεί σε αποφωσφορυλίωση τηςRb-1 

και αναστολή της ανάπτυξης χωρίς όµως να στοχεύει στη κυκλίνη D1. 

Τελευταία, ένας καινούργιος µηχανισµός έχει προταθεί για τη µειτωτική 

δράση της προγεστερόνης στη ωχρινική φάση του κύκλου της 

αναπαραγωγής. Οι προγεστίνες προκαλούν τη παραγωγή αυξητικής ορµόνης 

(GH), σε εντοπισµένες περιοχές υπερπλαστικού επιθηλίου, µε συνοδή αύξηση 

της GH στον ορό. Επιπλέον οι αντιπρογεστίνες «µπλοκάρουν» την 

εξαρτώµενη από τη προγεστερόνη έκφραση της GH. Παρόλο που θα πρέπει 

να αποδειχτεί κατά πόσο αυτή η τοπική σύνθεση της GH είναι υπεύθυνη για 

το πολλαπλασιασµό των κυττάρων του µαστού, εν’ τούτοις φαίνεται ότι τόσο η 

τοπική όσο και η συστηµατική αύξηση των επιπέδων της GH έχει την 

ικανότητα να προωθούν την ανάπτυξη του µαζικού αδένα. Επειδή ο καρκίνος 

του µαστού έχει φανεί ότι εκφράζει GH, ίσως και αυτός ο µηχανισµός να παίζει 
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σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων (Van 

Garderen E, 1997). 

2.3 Πεπτιδικές ορµόνες και αυξητικοί παράγοντες στο καρκίνο του 

µαστού. 

Η οικογένεια του επιφανειακού επιδερµιδικού παράγοντα (The epidermal 

growth factor family, EGFF). 

Η EGFF περιλαµβάνει τέσσερις διαµεµβρανικούς υποδοχείς κινάσης 

της τυροσίνης ( HER-1 ή EGFR, HER-2, HER-3 και HER-4) και µερικούς 

αυξητικούς παράγοντες όπως EGF, TGF-alpha, amphiregulin και cripto-1.  

Έχει βρεθεί ότι ο TGF-alpha και οι σχετιζόµενοι µε αυτόν αυξητικοί 

παράγοντες µεσολαβούν στην αλληλεπίδραση στρώµατος- επιθηλίου για την 

έµµεση ανταπόκριση των φυσιολογικών επιθηλιακών κυττάρων του µαστού 

στα οιστρογόνα. In vitro, τα επιθηλιακά κύτταρα πολλαπλασιάζονται υπό τα 

οιστρογόνα µόνο εάν καλλιεργηθούν µαζί µε κύτταρα του στρώµατος τα οποία 

εκκρίνουν αυξητικούς παράγοντες. Ο TGF-alpha αποτελεί γνωστό αυτοκρινικό 

παράγοντα ανάπτυξης καρκινικών κυττάρων σε καλλιέργειες και τα 

οιστρογόνα αυξάνουν την έκφραση του σε κύτταρα µε θετικούς ορµονικούς 

υποδοχείς. Επιπλέον, αντισώµατα εναντίον του TGF-alpha ή των υποδοχέων 

του µπορεί να αναστείλουν την προκαλούµενη από τα οιστρογόνα ανάπτυξη 

των κυττάρων (Dickson RB, 1995). 

Ο επιδερµιδικός αυξητικός παράγοντας (EGF) και τα σχετιζόµενα µε 

αυτόν πεπτίδια δρούν ως παράγοντες επιβίωσης των επιθηλιακών κυττάρων 

καθώς και σαν µιτογόνα. Πειράµατα in vitro έχουν αποδείξει ότι ο TGF-alpha 

και ο EGF ρυθµίζουν την απόπτωση αυξάνοντας τα επίπεδα της Bcl-xl (Nass 

SJ, 1996). Επιµόλυνση ER+ καρκινικών κυττάρων µε τον υποδοχέα HER-2, 
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οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση της Bcl-2 και της Bcl-xl και σχετίζεται µε 

αυξηµένη αντίσταση στην, από τη ταµοξιφένη προκαλούµενη, απόπτωση 

(Kumar R, 1996). 

Πολλά πειράµατα σε ποντίκια έδειξαν την ικανότητα του EGF και του 

TGF-alpha να προωθούν την ογκογένεση (Dickson RB, 1995) και πολλά µέλη 

της ίδιας οικογενείας συχνά υπερεκφράζονται στον καρκίνο του µαστού. Η 

υπερέκφραση αυτή συχνά σχετίζεται µε ER- όγκους και κακή πρόγνωση (D 

Agnano I, 1996). 

 Η οικογένεια των insulin-like growth factor ( IGF family). 

Η οικογένεια IGF αποτελείται από δύο αυξητικούς παράγοντες (IGF1, 

IGF2), δύο διαµεµβρανικούς υποδοχείς τυροσινοκινάσης (IGFR1, 

M6P/IGFR2) και τουλάχιστον επτά πρωτεινών που δεσµεύουν τους IGF 

(IGFBP). Τόσο ο IGF1, όσο και ο IGF2 αλληλεπιδρούν µε τον IGFR1 για να 

ενεργοποιήσουν τη δραστηριοτητά του µε απώτερο σκοπό την 

δραστηριοποίηση ενδοκυττάριων µηχανισµών που ρυθµίζουν τη κυτταρική 

ανάπτυξη, επιβίωση και πολλαπλασιασµό. Και οι δύο παράγοντες είναι 

δυνητικά µιτογόνοι για τα καρκινικά κύτταρα in vitro (Surmacz E, 1998). Η 

µιτογόνος δράση του IGF1 συνεργεί µε τα οιστρογόνα, εν µέρει γιατί τα 

οιστρογόνα ευοδώνουν την έκφραση του IGFR1 και ο IGF1 δινει σήµα για τη 

φωσφορυλίωση, άρα την αναστολή δραστηριότητας, των οιστρογονικών 

υποδοχέων. Πολλές σειρές καρκινικών κυττάρων εκφράζουν τον IGFR1 του 

οποίου η δραστηριότητα οδηγεί σε αναστολή της ανάπτυξης. Ο παράγοντας 

υπερεκφράζεται συχνά σε επιθηλιακά κύτταρα όγκων του µαστού και οι 

συνδεσµοί του, IGF1 και IGF2, εκφράζονται από τα στρωµατικά κύτταρα που 

περιβάλλουν τον όγκο ( Rasmussen AA, 1998). Παρά της δυνητικά µιτογόνου 
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δράσης του συστήµατος IGF, η αύξηση της έκφρασης του IGFR1 σχετίζεται µε 

καλή πρόγνωση στον ανθρώπινο καρκίνο του µαστού (Lee AV, 1998). 

Παρά την εµφανή ογκογόνο δράση του IGFR1, ο IGFR2 έχει 

ογκοκατασταλτική δράση, που σχετίζεται µε την ικανότητα του να καταστέλλει 

τη δράση του IGF2 (Oates AJ, 1998). Στη πραγµατικότητα, απώλεια της 

ετεροζυγωτίας ( LOH ) της γονιδιακής περιοχής του IGFR2  έχει βρεθεί σε 

30% διηθητικών και µη διηθητικών καρκίνων του µαστού. Σε µερικές 

περιπτώσεις αυτή η απώλεια ετεροζυγωτίας συνοδεύεται από σωµατικές 

µεταλλάξεις στο εναποµείνον αλληλόµορφο, κάτι που αποτελεί συχνό 

φαινόµενο στην απενεργοποίηση των ΟΚΣ γονιδίων. 

Τα τελικά µέλη αυτής της οµάδας, οι IGFBRs µεταφέρουν τους IGFs, 

παρατείνουν το χρόνο ηµίσιας ζωής τους και επηρεάζουν την αλληλεπίδραση 

µεταξύ των IGFs και των υποδοχέων τους (Oh Y, 1998). Στο πρώιµο καρκίνο 

του µαστού υπάρχει µια αρνητική συσχέτιση µεταξύ ER και έκφραση του 

IGFBP3. In vitro, τα οιστρογόνα αναστέλλουν τη παραγωγή του IGFBP3 από 

τα καρκινικά κύτταρα και η προσθήκη εξωγενούς IGFBP3 µπορεί να 

«µπλοκάρει» τον πολλαπλασιασµό που προκαλείται από τα οιστρογόνα. 

Νεότερα δεδοµένα, παρουσιάζουν και έναν άλλο µηχανισµό µε τον 

οποίο οι IGFBPs, ειδικά οι IGFBP3 µπορούν να αναστείλλουν την ανάπτυξη, 

µέσω της αλληλεπίδρασης τους µε πρωτείνες της κυτταρικής επιφανείας. Με 

αυτό το µηχανισµό φαίνεται ότι αναστέλλουν την ανάπτυξη, παράγοντες όπως 

ο TGF-beta και το ρετινοικό οξύ (OhY, 1998). 

H οικογένεια των ινοβλαστικών αυξητικών παραγόντων (The Fibroblast 

Growth Factor Family FGFF). 
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H FGFF αποτελείται από τέσσερις γνωστούς διαµεµβρανικούς υποδοχείς 

κινάσης της τυροσίνης. Η έκφραση των υποδοχέων έχει παρατηρηθεί τόσο σε 

φυσιολογικό όσο και σε καρκινικό µαζικό ιστό, τα επίπεδα της έκφρασης όµως 

διαφέρουν πολύ και στις δύο περιπτώσεις και έτσι είναι δύσκολο να 

καθοριστεί ακριβώς ο ρόλος των παραγόντων αυτών στο καρκίνο του µαστού 

και το κατά πόσο αλλαγές στην έκφραση τους συνεισφέρουν στην 

ογκογένεση. Παρολ’ αυτά επιµόλυνση ER+ καρκινικών κυττάρων µε FGF-1 ή 

FGF-4 οδηγεί σε, ανεξάρτητη από τα οιστρογόνα, ανάπτυξη και αντίσταση στα 

αντι-οιστρογόνα, τόσο in vitro όσο και in vivo (Zhang L 1997, McLeskey SW 

1998).  

Αντίθετα µε την εµφανή δράση του FGF1,3 και 4 ως υποκινητών της 

ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων, ο FGF2 φαίνεται ότι αναστέλλει την 

ανάπτυξη. Αυτή η αναστολή είναι αποτέλεσµα της διακοπής της προόδου του 

κυτταρικού κύκλου µέσω της αύξησης της έκφρασης του αναστολέα του 

συµπλόκου G1 cdk p21 και έναρξης της απόπτωσης λόγω αύξησης της 

έκφρασης της bax και µείωσης της bcl-2 (Wang H 1997, Wang Q 1998).  

 The transforming growth factor- beta family (TGF-beta family). 

Οι TGF-betas (1-3) είναι αυξητικοί παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε 

δύο τύπους υποδοχέων κινάσης σερίνησ- θρεονίνης. Αυτή η κατηγορία 

πεπτιδίων αναστέλλει την ανάπτυξη των περισσοτέρων επιθηλιακών 

κυττάρων και προάγει την ανάπτυξη των στρωµατικών κυττάρων. Στον 

φυσιολογικό µαζικό ιστό, οι TGF-betas αποτελούν ουσιστικούς παρακρινικούς 

ρυθµιστές της κυτταρικής ανάπτυξης και υποστροφής. Αναστέλλουν πιθανά 

την επιµήκυνση των πόρων κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του αδένα και 

προωθούν την απόπτωση κατά τη περίοδο υποστροφής µετά τη γαλουχία.  

 44



Παρόλο που οι TGF-beta αναστέλλουν την ανάπτυξη των φυσιολογικών 

επιθηλιακών κυττάρων, φαίνεται ότι τα επίπεδα τους είναι αυξηµένα στα 

καρκινικά κύτταρα και σχετίζονται µε τη πρόοδο της νόσου (Gorsch SM, 

1992). Μπορεί να αποτελεί πλεονέκτηµα για τον όγκο να παράγει µεγάλες 

ποσότητες TGF-beta λόγω του πιθανού ρόλου τους στην προώθηση της 

αγγειογένεσης και της καταστολής του ανοσοποιητικού συστήµατος (Enestein 

J, 1992). Τα καρκινικά κύτταρα αποκτούν την ικανότητα να µεγαλώνουν σε 

περιβάλλον µε υψηλές συγκεντρώσεις των TGF-beta. Ένας πιθανός 

µηχανισµός αντίστασης είναι η µετάλλαξη του υποδοχέα ή η αλλαγή του 

τύπου του υποδοχέα. Ο ακριβής µηχανισµός µέσω του οποίου τα καρκινικά 

κύτταρα γίνονται ανθεκτικά στους TGF-beta, αποτελεί σηµαντικό θεραπευτικό 

στόχο, δεδοµένου ότι µπορεί να σχετίζεται και µε την ανθεκτικότητα σε 

θεραπεία µε αντι-οιστρογόνα (Reiss M, 1997). 

Αυξητική ορµόνη και Προλακτίνη (GH, PRL). 

Η GH και η PRL είναι νευροενδοκρινικές ορµόνες, των οποίων οι 

διαµεµβρανικοί υποδοχείς (GHR, PRLR), ανήκουν στην οικογένεια των 

υποδοχέων κυτοσίνης. Η ανθρώπινη αυξητική ορµόνη συνδέεται και 

ενεργοποιεί τόσο τους δικούς της υποδοχείς, όσο και τους υποδοχείς της 

προλακτίνης. Η αυξητική ορµόνη που εκκρίνεται από την υπόφυση παίζει 

σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση των επιπέδων του IGF1 στον ορό, µέσω 

αύξησης της παραγωγής του από το ήπαρ. Ο IGF1 µε τη σειρά του, 

συνεισφέρει στην έναρξη της δηµιουργίας των πόρων του µαζικού αδένα. 

Πειράµατα σε ζώα έδειξαν ότι ο άξονας GH/IGF1 παίζει σηµαντικό ρόλο τόσο 

στη φυσιολογική ανάπτυξη του µαστού, όσο και στην ογκογενετική διαδικασία 

(Tornell J, 1991). Πρόσφατα, µία µελέτη που χρησιµοποίησε δείγµατα αίµατος 
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σε γυναίκες µε καρκίνο του µαστού έδειξε πιο άµεσα τη συσχέτιση µεταξύ του 

άξονα GH/IGF1 και του κινδύνου για καρκίνο του µαστού σε 

προεµµηνοπαυσιακές γυναίκες ( Hankinson SE, 1998). Επειδή η παραγωγή 

της GH µειώνεται σταδιακά µε την ηλικία, παραµένει ερωτηµατικό σχετικά µε 

το αν τα υψηλά επίπεδα IGF1 τη προεµµηνοπαυσιακή περίοδο µπορούν να 

επηρεάσουν το κίνδυνο για καρκίνο του µαστού και κατά την εµµηνόπαυση. 

Παρότι ο µηχανισµός παραµένει άγνωστος, η θεραπεία µε ταµοξιφένη µειώνει 

την έκκριση της GH από την υπόφυση, µειώνοντας έτσι τα επίπεδα του IGF1. 

Αυτή η παρατήρηση γεννάει το ερώτηµα, κατά πόσο η προληπτική χορήγηση 

ταµοξιφένης θα είναι πιο αποτελεσµατική σε γυναίκες µε αυξηµένα επίπεδα 

IGF (Pollak MN, 1998).  

Εκτός από τον άξονα GH/IGF1, η αυξητική ορµόνη δρά και άµεσα στον 

µαζικό αδένα, γιατί η έκφραση της ίδιας και των υποδοχέων της έχει 

παρατηρηθεί σε φυσιολογικό µαζικό ιστό, σε καλοήθεις παθήσεις και σε 

καρκίνο ( Mertani HC 1998, Van Garderen E 1997). 

Η ενδοκρινική δράση της προλακτίνης στο µαζικό ιστό περιλαµβάνει τη 

ρύθµιση της ανάπτυξης και της διαφοροποίησης των πόρων και των λοβίων, 

καθώς και την έναρξη και διατήρηση της γαλουχίας. Η προλακτίνη είναι 

επίσης µιτογόνος παράγοντας για τα ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα µαστού σε 

καλλιέργειες, αλλά ο ρόλος της στην ογκογένεση in vivo δεν έχει ξεκαθαριστεί 

απόλυτα. ∆εν έχει βρεθεί συσχέτιση µεταξύ των επιπέδων της στο αίµα και 

της συχνότητας ή της εξέλιξης της νόσου. Επειδή όµως είναι γνωστό ότι η 

προλακτίνη παράγεται και στο µαστό, τότε είναι πιθανό να δρά ως 

αυτοκρινικός και παρακρινικός παράγοντας και ο ρόλος της στην ογκογένεση 

να είναι ανεξάρτητος από τα επίπεδα της στο αίµα (Ben-Jonathan M, 1996). 
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Τόσο η προλακτίνη όσο και οι υποδοχείς της εκφράζονται ευρέως σε 

φυσιολογικό ιστό και σε καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα. Ο Ormandy CJ το 

1997 βρήκε θετική συσχέτιση µεταξύ επιπέδων έκφρασης PRLR και  ER- PR 

σε µεγάλο αριθµό καρκινικών κυτταρικών σειρών και όγκων (Ormandy CJ, 

1997). Στην ίδια µελέτη, οι συγγραφείς αναφέρουν ότι σε ανθρώπινες 

καρκινικές κυτταρικές σειρές, θεραπεία µε προγεστίνες ή µακροχρόνια 

θεραπεία µε οιστρογόνα, αυξάνει τους PRLR και η χορήγηση εξογενούς PRL 

αυξάνει την έκφραση των PR. Αυτή η αλληλεπίδραση µεταξύ των υποδοχέων 

µπορεί να αποτελεί την εξήγηση για τη παρατηρούµενη συνέργεια µεταξύ 

οιστρογόνων, προγεστερόνης και προλακτίνης στη ρύθµιση της ανάπτυξης 

του φυσιολογικού και του καρκινικού µαζικού ιστού.   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΑΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ.            

 3.1 Ογκοκατασταλτικά γονίδια στο καρκίνο του µαστού. 

Τα τελευταία χρόνια έχει δοθεί ιδιαίτερη σηµασία στη προσπάθεια της 

αναγνώρισης ογκοκατασταλτικών γονιδίων που µεταλλάσσονται στο 

σποραδικό καρκίνο του µαστού καθώς και αυτών που κληρονοµούνται σε 

µεταλλαγµένη µορφή, δηµιουργώντας έτσι την οικογενή προδιάθεση στο 

καρκίνο. Παρακάτω θα εστιαστούµε στα ΟΚΣ γονίδια που έχει αποδειχτεί ότι 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στο καρκίνο του µαστού in vivo.  

3.1.1 Ογκοκατασταλτικά γονίδια στην οικογενή νόσο. 

Το οικογενειακό ιστορικό του καρκίνου του µαστού έχει αναγνωριστεί 

ως ο κυριότερος παράγοντας κινδύνου για την εµφάνιση της νόσου. Η 

συστηµατική µελέτη οικογενειών των οποίων τα µέλη εµφάνιζαν καρκίνο του 

µαστού και αργότερα καρκίνο του µαστού και των ωοθηκών, oδήγησε στην 

αναγνώριση των γονιδίων BRCA1 και BRCA2, των οποίων γενετικές 

µεταλλάξεις σχετίζονται µε αυξηµένη κληρονοµούµενη ευαισθησία για το 

καρκίνο των ωοθηκών και του µαστού. Οι γενετικές µεταλλάξεις στο BRCA1 

και BRCA2 µεταφέρονται µε τον αυτοσωµικό επικρατή χαρακτήρα, µε τη 

πιθανότητα ο απόγονος του φορέα να έχει 50% πιθανότητα να κληρονοµήσει 

τη µετάλλαξη. Σύµφωνα µε το µοντέλο του Knudson, οι φορείς των 

µεταλλάξεων του BRCA1 ή BRCA2 αναµένεται να εµφανίσουν καρκίνο 

µαστού ή ωοθηκών σε νεαρή ηλικία, αµφοτερόπλευρο καρκίνο µαστού ή 

σύγχρονο καρκίνο µαστού και ωοθηκών (Ang P, 2001).    

BRCA1 

Η περιοχή του BRCA1 αναγνωρίστηκε µε συνδυασµένη ανάλυση από 

οικογένειες µε καρκίνο του µαστού, και είναι η 17q21 (Hall JM,1990). Το 
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γονίδιο κλωνοποιήθηκε το 1994 (Miki Y, 1994). Αποτελείται από 24 εξόνια, µε 

mRNA 7.8kb σε µήκος και 22 κωδικοποιούντα εξόνια, τα οποία µεταφράζονται 

σε πρωτείνη µε 1863 αµινοξέα. Ολόκληρο το γονίδιο καλύπτει 100kb 

γενοµικής αλληλουχίας. Η δοµή του BRCA1 είναι ασυνήθιστη µε τα 

περισσότερα εξόνια µεγέθους 100- 500 bp, αλλά το εξόνιο 11 ( περίπου 3500 

bp) να αποτελεί το 60% της κωδικοποιούµενης περιοχής του γονιδίου.  

Μετά την ανακάλυψη του γονιδίου, πάνω από 300 παραλλαγές στην 

αλληλουχία του έχουν διαπιστωθεί. Αρχικές µελέτες ανέφεραν 8 µεταλλάξεις 

σε συσχέτιση µε τη νόσο ( Futreal AP, 1994), που αργότερα αυξάνονται 

συνεχώς σε αριθµό ( Castilla LH, 1994). Eνδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι 

όλες οι µεταλλάξεις είναι γενετήσιες, καθώς οι µεταλλάξεις του γονιδίου είναι 

σπάνιες στο σποραδικό καρκίνο του µαστού ή των ωοθηκών (Takahashi H, 

1995).   

Οι δύο πιο συχνές µεταλλάξεις του γονιδίου είναι η απώλεια των 

βάσεων AG στο κωδικόνιο 185 (185delAG) και η προσθήκη της βάσεως C 

στο κωδικόνιο 5382 (5382insC), η καθεµία από τις οποίες να αντιπροσωπεύει 

το 10% του συνόλου των µεταλλάξεων (Couch FJ, 1996). Η µετάλλαξη 

185delAG βρέθηκε ότι είναι πολύ συχνή στο πληθυσµό των Εβραίων 

Ashkenazi (Streuwing JP,1995). Ανάλυση των γενετήσιων µεταλλάξεων του 

BRCA1 σε πληθυσµό Εβραίων και µη Εβραίων  µε πρώιµο καρκίνο του 

µαστού, δείχνει ότι περίπου το 21% των Εβραίων γυναικών που εµφανίζουν 

καρκίνο σε ηλικία µικρότερη των 40 ετών, είναι φορείς της µετάλλαξης 

185delAG (Fitzgerald MG, 1996), σε αντίθεση µε τον υπόλοιπο πληθυσµό, 

όπου µόνο το 10% των γυναικών µε καρκίνο του µαστού στην ίδια ηλικία 

εµφανίζει γενετήσιες µεταλλάξεις (Langston AA, 1996). 
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Σήµερα είναι πλέον γνωστό ότι το BRCA1 είναι πολυλειτουργική 

πρωτείνη, η οποία συµµετέχει στη κυτταρική αντίδραση έναντι στη 

καταστροφή του DNA, στη ρύθµιση της µεταγραφής και στο κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. Απόδειξη ότι η BRCA1 συµµετέχει στη κυτταρική 

αντίδραση ενάντια σε οποιαδήποτε καταστροφή του DNA, προέρχεται από 

την αλληλεπίδραση της µε πρωτείνες που κατεξοχήν αναµειγνύονται σε αυτή 

την αντίδραση, καθώς και από αλλαγές στην εντόπιση και φωσφορυλίωση της 

σαν αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης αυτής (Deng CX 2000, Scully R 1997).  

Ο ρόλος του BRCA1 στην επιδιόρθωση του DNA αποδεικνύεται από τη 

πρόσφατη µελέτη του Zhong et al, όπου φαίνεται η συσχέτιση του BRCA1 µε 

το σύµπλεγµα hRad50-hMre11-p95, µία οµάδα πρωτεινών που είναι γνωστό 

ότι συµµετέχουν στον οµόλογο ανασυνδυασµό και στη διατήρηση της 

ακεραιότητας του γενώµατος (Zhong Q, 1999).  

Μία επιπλέον σηµαντική λειτουργία του BRCA1 είναι ο ρόλος του ως 

ρυθµιστή της µεταγραφής. Οι Fan et al έδειξαν την ικανότητα του BRCA1 να 

µπλοκάρει την µεταγραφική λειτουργία των υποµονάδων σύνδεσης των alpha 

υποδοχέων οιστρογόνων (ERa)  στο καρκίνο του προστάτη και του µαστού 

(Fan S, 1999). Η κατασταλτική επίδραση του BRCA1 στη µεταγραφή δεν 

παρουσιάζεται σε καρκινικές κυτταρικές σειρές τραχήλου της µήτρας, γεγονός 

που δείχνει ότι υπάρχει ιστική ειδικότητα σε ότι αφορά το µεταγραφικό έλεγχο 

από το BRCA1. Τα παραπάνω, προτείνουν ένα µηχανισµό µε τον οποίο το 

BRCA1 καταστέλλει τον ελεγχόµενο από τα οιστρογόνα δρόµο, 

προβάλλοντας έτσι ένα µηχανισµό µέσω του οποίου µεταλλάξεις του γονιδίου 

οδηγούν σε ογκογένεση σε ορµονοεξαρτώµενους ιστούς.  

BRCA2 

 50



Το γονίδιο BRCA2 βρίσκεται στη περιοχή 13q12-13, και όπως το 

γονίδιο  BRCA1  είναι ένα µεγάλο γονίδιο, το οποίο αποτελείται από 27 εξόνια 

που καταλαµβάνουν 70kb DNA και κωδικοποιούν πρωτείνη που αποτελείται 

από 3418 αµινοξέα (Wooster R, 1995). Παρόλο που και τα δύο γονίδια έχουν 

έχουν ένα µεγάλο εξόνιο 11 που φαίνεται ότι παίζει πρωτεύον ρόλο στη 

λειτουργία τους, εν τούτοις δεν υπάρχει ισχυρή οµολογία µεταξύ του BRCA1 

και του BRCA2.  

Παρά το γεγονός ότι πάνω από 100 µεταλλάξεις του BRCA2 έχουν 

αναγνωριστεί µέχρι σήµερα (Tavtigian SV, 1996), δεν έχουν διαπιστωθεί 

καίρια σηµεία µεταλλάξεων κατά µήκος του γονιδίου. Το γεγονός αυτό 

συγχρόνως µε το γεγονός ότι οι περισσότερες µεταλλάξεις οφείλονται σε 

µικρές προσθήκες ή ελλείψεις, προσφέρει ελάχιστες πληροφορίες στην 

αναγνώριση συγκεκριµένων λειτουργικών περιοχών του γονιδίου. Μία 

ενδιαφέρουσα µετάλλαξη είναι µια έλλειψη 126bp στο εξόνιο 23, η οποία 

µπορεί να είναι σηµαντική για τη λειτουργία του γονιδίου (Couch FJ, 1996). 

Μία µετάλλαξη που φαίνεται ότι εµφανίζεται µε σχετικά µεγάλη συχνότητα σε 

Εβραίους Ashkenazi είναι η 6174delT (Neuhausen S, 1996). Τέλος ελάχιστες 

µεταλλάξεις του γονιδίου έχουν βρεθεί σε σποραδικό καρκίνο του µαστού και 

των ωοθηκών, γεγονός που επιβεβαιώνει ότι µεταλλάξεις στο BRCA2 δεν 

ευθύνονται για τη παθογένεια της σποραδικής νόσου.  

Η συµµετοχή του γονιδίου στη σταθερότητα του γονιδιώµατος φαίνεται 

από την αλληλεπίδραση µε τη πρωτείνη Rad1, η οποία συµµετέχει στην 

επιδιόρθωση του DNA. Η Rad1, µετά την έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία, 

αλληλεπιδρά µε την  BRCA2, σχηµατίζοντας πυρηνικές εστίες. Σε κυτταρικές 

σειρές που δεν εκφράζεται η λειτουργική BRCA2, δεν δύναται η Rad1 να 
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σχηµατίσει πυρηνικά συµπλέγµατα µετά από έκθεση στην ιονίζουσα 

ακτινοβολία (Yan SS, 1999).  

Η πιθανότητα να συµµετέχει η BRCA2 στη στη ρύθµιση µιτωτικών 

σηµείων- ελέγχου, διαπιστώθηκε πρόσφατα, µε την ανακάλυψη της 

συσχέτισης της µε τη πρωτείνη hBUBR1, η οποία ενεργοποιείται από τη 

διάσπαση των µικροσωληνίσκων (Futamura M, 2000). Η hBUBR1 έχει την 

ικανότητα να φωσφορυλιώνει τη BRCA2 in vitro και να συνυπάρχει µ’ αυτήν 

στο πυρήνα του κυττάρου. Η απουσία αυτής της αλληλεπίδρασης, πιθανότατα 

ευθύνεται για τις χρωµοσωµικές ανωµαλίες που παρατηρούνται σε κύτταρα µε 

έλλειψη του BRCA2 (Patel KJ, 1998). 

Κλινική σηµασία των µεταλλάξεων του BRCA1 και BRCA2 

Ο κίνδυνος καρκίνου του µαστού ή των ωοθηκών για ένα φορέα της 

µετάλλαξης δεν είναι απόλυτος. Η διεισδυτικότητα (penetrance) περιγράφει το 

ποσοστό των φορέων που εκδηλώνει την ασθένεια. Για το BRCA1 και το 

BRCA2, όπως και για τα περισσότερα γονίδια µε ευαισθησία στο καρκίνο, η 

διεισδυτικότητα είναι υψηλή αλλά όχι ολοκληρωτική. Συµβουλεύοντας 

ασθενείς υψηλού κινδύνου για τις επιλογές σε ότι αφορά τις µεθόδους 

πρόληψης, πρέπει να δοθεί έµφαση στο γεγονός ότι ο κίνδυνος εκδήλωσης 

της νόσου είναι διαφορετικός ακόµα και µεταξύ φορέων των µεταλλάξεων. 

  Αξίζει να σηµειωθεί ότι οι φορείς µεταλλάξεων στο BRCA1 και BRCA2 

εµφανίζουν µικρό κίνδυνο εµφάνισης και άλλων καρκίνων. Ο κίνδυνος για 

καρκίνο του προστάτη τριπλασιάζεται για τους φορείς µετάλλαξης στο BRCA1 

(Ford D, 1994) και αυξάνεται κατά τρείς εώς επτά φορές για τους φορείς του 

BRCA2. Άλλοι καρκίνοι που φαίνεται ότι εµφανίζονται µε µεγαλύτερη 

συχνότητα για τους φορείς του BRCA2 είναι ο καρκίνος του παγκρέατος, της 
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χοληδόχου κύστης, του στοµάχου και το κακόηθες µελάνωµα (The Breast 

Cancer Linkage Consortium, 1999). 

Τέλος, άλλα σύνδροµα που εµφανίζουν σχετικά αυξηµένο κίνδυνο για 

εµφάνιση καρκίνου του µαστού παρουσιάζονται στο πίνακα 3. 

 

Πίνακας 3 : Γενετικά σύνδροµα µε αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του Μαστού

Συνδροµο Κληρονοµικό Μοντέλο Γονίδιο Σχετιζόµενοι Ογκοι

Οικογενούς Καρκίνου Μαστου-Ωοθηκών Αυτοσωµικό Επικρατές BRCA1 Μαστού

Ωοθηκών

Προστάτη

Παχ. Εντέρου

BRCA2 Μαστού

Ωοθηκών

Προστάτη

Στοµάχου Παγκρέατος

 Μελάνωµα

Li-Fraumeni Αυτοσωµικό Επικρατές TP53 Μαστού

Σάρκωµα οστών-Μαλ.µορίων

Λευχαιµία

Ογκοι εγκεφάλου

Cowden Αυτοσωµικό Επικρατές PTEN Μαστού

Θυρεοειδούς

Στοµατικά θηλώµατα

Muir-Torre Αυτοσωµικό Επικρατές MSH2,MLH1 Γαστρεντερικού

Ουροποιογεννητικου

Μαστού

Αδενώµατα σµηγµατογόνων αδένων

Peutz-Jeghers Αυτοσωµικό Επικρατές STKII/LKBI Μαστού

Πνευµονος

Γαστρεντερικού

Πολλαπλά αµαρτώµατα πεπτικού

Ataxia-Telangiektasia Αυτοσωµικό Υπολειπόµενο ATM Λευχαιµία

Λέµφωµα

Μαστού  
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3.1.2 Ογκοκατασταλτικά γονίδια στη σποραδική νόσο. 

p53 

Ο µεταγραφικός παράγοντας p53 είναι το περισσότερο µελετηµένο 

ΟΚΓ σήµερα. Σε αντίθεση µε τα περισσότερα άλλα ογκοκατασταλτικά γονίδια, 

των οποίων οι µεταλλάξεις είναι τροποποιητικές (missense), η µετάλλαξη του 

p53 οδηγεί σε παραγωγή πρωτείνης που σταθεροποιείται (Ozbun MA, 1995). 

Οι µεταλλάξεις αυτές συµβαίνουν στο ένα αλληλόµορφο, οδηγώντας έτσι στη 

σταθεροποίηση της πρωτείνης p53 στο κύτταρο και ακολουθεί η απώλεια του 

άλλου αλληλόµορφου. Μια άλλη διαφορά από τα περισσότερα ΟΚΓ είναι το 

γεγονός ότι το µεταλλαγµένο p53 ενεργεί ως κυρίαρχο σε σχέση µε το 

φυσιολογικό p53 (gain of fynction), γεγονός που επιβεβαιώνεται µε τη 

παρατήρηση ότι ποντίκια µε ένα µεταλλαγµένο αλληλόµορφο p53 και δύο 

φυσιολογικά αλληλόµορφα, εµφανίζουν αυξηµένο κίνδυνο για καρκίνο, παρά 

τα δύο φυσιολογικά αλληλόµορφα (Dittmer D, 1993). 

H πρωτείνη αποτελείται από 392 αµινοξέα. Σε φυσιολογικές συνθήκες, 

διατηρείται σε χαµηλές συγκεντρώσεις στο κύτταρο και σε ανενεργή µορφή. 

Ενεργοποιείται για να ρυθµίσει τη µεταγραφή. Καταστάσεις που ενεργοποιούν 

τη p53 είναι υποξία, ακτινοβολία, επίδραση χηµικών παραγόντων ή 

υπερέκφραση παραγώγων ογκογονιδίων (Levine AJ, 1997). Η ενεργοποίηση 

της p53 επηρεάζει τη µεταγραφική δραστηριότητα πολλών γονιδίων όπως του 

p21, mdm2, GADD45, bax, IGFBP-3 (Oesterreich S, 1999). Η δραστηριότητα 

του p53 ρυθµίζεται από την αλληλεπιδρασή της µε πολλές κυτταρικές και ιικές 

πρωτείνες (Ozbun MA, 1995).  
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Η ενεργοποίηση της p53 οδηγεί σε αναστολή της ανάπτυξης είτε µέσω 

διακοπής του κυτταρικού κύκλου είτε µέσω έναρξης της απόπτωσης. Η 

αναστολή της ανάπτυξης, οφείλεται κυρίως σε διακοπή του κυτταρικού κύκλου 

στη φάση G1 µέσω της µεταγραφικής ενεργοποίησης ή καταστολής των πιο 

πάνω αναφερόµενων γονιδίων. Το p53 εµπλέκεται επίσης στον έλεγχο των 

G2/M σηµείων- ελέγχου (Fukasawa K, 1996). Τέλος υπάρχουν ενδείξεις για 

την ανεξάρτητη εµπλοκή του p53 στη καταστολή της φάσης G0 (De Sal G, 

1995).  

Παρόλο που δεν είναι ακόµα γνωστές οι λεπτοµέρειες του µηχανισµού 

ρύθµισης της απόπτωσης από το p53, εν τούτοις είναι ξεκάθαρο ότι τόσο η 

µεταγραφική του δραστηριότητα, όσο και η µη µεταγραφική του παίζουν ρόλο 

στην απόπτωση. Η απόφαση για το αν το κύτταρο θα υποστεί καταστολή του 

κύκλου ή απόπτωση, βασίζεται στο βαθµό της καταστροφής και στη 

διαθεσιµότητα άλλων παραγόντων επιβίωσης (Levine AJ, 1997). 

To p53 εντοπίζεται στη περιοχή 17q13.1 (Miller C, 1986) και ο µέσος 

όρος LOH σ’αυτήν τη περιοχή για το καρκίνο του µαστού  είναι 30-40%. 

Υπάρχουν επίσης καίρια σηµεία µεταλλάξεων και στο άλλο αλληλόµορφο, 

κυρίως στη περιοχή µεταξύ των αµινοξέων 130 και 290 (Ozbun MA, 1995). 

Πολλοί άλλοι µηχανισµοί εκτός από χρωµοσωµικές ελλείψεις και γονιδιακές 

µεταλλάξεις µπορεί να οδηγήσουν σε απενεργοποίηση του p53, όπως 

πυρηνικός αποκλεισµός και απενεργοποίηση µέσω σύνδεσης µε ενισχυµένο 

mdm2 (Haupt Y, 1997). Είναι λοιπόν πολύ δύσκολο να µετρήσει κανείς µε 

ακρίβεια τα επίπεδα του p53 στους ιστούς και θα ήταν προτιµότερο να 

σχεδιαστεί ένα λειτουργικό test για τη µέτρηση των λειτουργιών του p53. 
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Μελέτες έδειξαν ότι οι µεταλλάξεις του p53 µπορούν να οδηγήσουν σε 

αντοχή σε ορισµένα φάρµακα, όπως η αντοχή καρκινικών κυττάρων του 

µαστού στη δοξορουµπισίνη (Aas T, 1996). Αυτό είναι το αποτέλεσµα της 

αναστολής της φαρµακευτικά- εισαγώµενης απόπτωσης στα κύτταρα µε 

ελαττωµατικό p53, αφού η χηµειοθεραπεία προκαλεί το θάνατο των κυττάρων 

µέσω καταστροφής του DNA και άρα ενεργοποιώντας την απόπτωση.     

Το γονίδιο του ρετινοβλαστώµατος (RB). 

Το γονίδιο του ρετινοβλαστώµατος, όπως έχει προαναφερθεί,  

εντοπίζεται στη περιοχή 13q14. ∆οµικές ανωµαλίες, περιλαµβάνουσες 

χρωµοσωµική απώλεια και µετάλλαξη του γονιδίου RB, έχουν αναφερθεί στο 

20-30% των καρκίνων του µαστού. Εκτός από χρωµοσωµική απώλεια και 

µετάλλαξη υπάρχουν και άλλοι µηχανισµοί απενεργοποίησης του γονιδίου. 

Για παράδειγµα, µελέτες έδειξαν ότι υπερµεθυλίωση του RB promoter οδηγεί 

σε σηµαντική κατασταλτική ρύθµιση του παραγώγου του RB (Stirzaker C, 

1997). Έχει φανεί επίσης, ότι το RB µπορεί να απενεργοποιηθεί σε όγκους 

από την απώλεια του ενός αλληλόµορφου και την υπερµεθυλίωση του άλλου. 

Σπουδαίο ρόλο στη καρκινογένεση του µαστού µπορεί να παίξει επίσης η 

οιστρογονική ρύθµιση του RB. Η οιστρογονική θεραπεία των καρκινικών 

κυττάρων του µαστού, οδηγεί σε φωσφορυλίωση του RB, η οποία µπορεί να 

αποτραπεί µε αντιοιστρογόνα. Τόσο το RB mRNA, όσο και τα επίπεδα της 

πρωτείνης αυξάνονται σαν αποτέλεσµα της έκθεσης σε οιστρογόνα των 

ορµονοεξαρτώµενων καρκινικών κυτταρικών σειρών του µαστού (Hurd C, 

1997). Η απενεργοποίηση άλλων γονιδίων που βρίσκονται στη πορεία 

ελέγχου του RB, και όχι απαραίτητα το ίδιο το RB, µπορεί να είναι ικανή να 

προωθήσει την ανάπτυξη των κυττάρων. Αυτή περιλαµβάνει ενίσχυση της 
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κυκλίνης D και απενεργοποίηση των αναστολέων των cdk (κυκλινο- 

εξαρτώµενων κινασών). Οι cdk αναστολείς χωρίζονται σε δύο υποοµάδες: 

Την INK υποοµάδα (p15, p16, p18, p19) και την CIP υποοµάδα (p21, p27, 

p57) (Hengst L, 1998). Πολλές από αυτές τις πρωτείνες έχουν µελετηθεί σαν 

πιθανά ΟΚΣ γονίδια. Στο καρκίνο του µαστού, οι περισσότερες µελέτες έχουν 

εστιαστεί στον αναστολέα CDK4 και CDK6 (Serrano M, 1997). To p16 

βρίσκεται στη περιοχή 9p21, χρωµοσωµική περιοχή που συχνά λείπει στο 

καρκίνο του µαστού. Παρόλ’ αυτά πολλές µελέτες δείχνουν ότι µεταλλάξεις 

στο p16 συµβαίνουν σπάνια. Το παράδοξο αυτό λύθηκε πρόσφατα, 

διαπιστώνοντας ότι γίνεται απενεργοποίηση του p16 λόγω υπερµεθυλίωσης 

(Foster SA, 1998).  

Εν περιλήψη, είναι πιθανό η πλειοψηφία των όγκων να έχει κάποιο 

ελάττωµα σε τουλάχιστον ένα από τα µέλη του δρόµου- ελέγχου του RB. Το 

ελάττωµα αυτό όµως δεν είναι απαραίτητο να είναι µετάλλαξη. 

‘Αλλα ογκοκατασταλτικά γονίδια µε πιθανή συµµετοχή στο καρκίνο του µαστού. 

Α. Το γονίδιο του όγκου του Wilms (WT-1) 

Ο όγκος του Wilms είναι καρκίνος του νεφρού που εµφανίζεται σε παιδιά, 

στον οποίο η ογκοκατασταλτική λειτουργία του WT-1 διαταράσσεται (Grundy 

P, 1997). Οι ασθενείς µε όγκο του Wilms δεν εµφανίζουν προδιάθεση στην 

εµφάνιση άλλων καρκίνων. Παρόλ’αυτά, το εύρηµα ότι το WT-1 εµπλέκεται 

αρνητικά στη ρύθµιση του IGF-IR, IGF-II και του TGF-β, οδήγησαν τους  

Silberstein et al να ερευνήσουν το  WT-1 στο φυσιολογικό και στο καρκινικό 

µαζικό ιστό (Silberstein GB,1997). Βρήκαν ότι ένα µεγάλο ποσοστό των 

καρκίνων δεν έχουν το WT-1 και ότι στα καρκινικά κύτταρα το WT-1 

µεταφέρεται από το πυρήνα στο κυτταρόπλασµα των καρκινικών κυττάρων. 
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Επιπλέον φαίνεται ότι η έλλειψη του WT-1 σχετίζεται µε την έκφραση των 

οιστρογονικών υποδοχέων. ∆υστυχώς, λίγες µελέτες υπάρχουν για το WT-1 

στο καρκίνο του µαστού. Η χρωµοσωµική περιοχή στην οποία βρίσκεται 

(11p13), συµµετέχει στην ανάπτυξη του καρκίνου του µαστού, αλλά 

περισσότερα στοιχεία χρειάζονται για να προσδιοριστεί µε ακρίβεια ο ρόλος 

του. 

Β. Το γονίδιο APC 

Η οικογενής αδενοµατώδης πολυποδίαση (FAP), είναι µια διαταραχή 

κληρονοµούµενη µε τον επικρατή χαρακτήρα, χαρακτηριζόµενη από την 

εµφάνιση σε νεαρή ηλικία αδενωµατωδών πολυπόδων του παχέος εντέρου µε 

αυξηµένη προδιάθεση για καρκίνο του κόλου. Οποιαδήποτε διαταραχή του 

γονιδίου APC µπορεί να ευθύνεται για την εµφάνιση της FAP και απώλεια της 

περιοχής του APC (5q21) έχει περιγραφεί και σε άλλους καρκίνους όπως σε 

καρκίνο του πνεύµονα και του στοµάχου. 

Υπάρχουν µερικές εργασίες που περιγράφουν LOH στη περιοχή του 

APC σε ασθενείς µε καρκίνο του µαστού. Τα ποσοστά κυµαίνονται από 11% 

εώς 38%, µε µία µόνο µελέτη που να αναφέρει µεταλλάξεις του γονιδίου APC 

σε παρασκευάσµατα πρώιµου καρκίνου του µαστού (Kashiwaba M, 1994). 

Πολύ περισσότερες µελέτες χρειάζονται για να αποδειχθεί ότι η 

απενεργοποίηση του γονιδίου συµµετέχει στην ανάπτυξη του καρκίνου του 

µαστού. 

Γ. Insulin- like growth factor receptor2 (IGFR-2) 

Μέλη της οικογένειας των IGF και IGFR παίζουν, όπως έχει ήδη 

αναφερθεί, σπουδαίο ρόλο στην ανάπτυξη και πρόοδο των καρκινωµάτων του 

µαστού. Το 1996 φάνηκε ότι η περιοχή του IGFR2 (6q26-27) εµφάνιζε LOH σε 
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πρώιµους όγκους του µαστού, πιθανολογώντας έτσι τη δράση του IGFR2 ως 

ΟΚΣ γονιδίου (Hankins GR, 1996) 

  

 3.2 Απώλεια της ετεροζυγωτίας και καρκίνος του µαστού. 

Η απώλεια της ετεροζυγωτίας και η µικροδορυφορική αστάθεια έχoυν 

πολύ συχνά αναφερθεί στο καρκίνο του µαστού και σπανίως σε καλοήθεις 

παθήσεις του µαστού (Kasami M, 1997). Οι µελέτες απώλειας της 

ετεροζυγωτίας, χρησιµοποιούνται εκτενώς για να αναγνωρίσουν 

χρωµοσωµικές περιοχές που πιθανό να περιλαµβάνουν ΟΚΣ γονίδια. Μια 

µελέτη από τους Sourvinos et al (Sourvinos G, 1997), αναλύει τη 

µικροδορυφορική αστάθεια (MI) και το LOH στα χρωµοσώµατα 7q, 10q, 11p 

και 17q χρησιµοποιώντας επτά πολυµορφικούς µικροδορυφορικούς δείκτες. 

Σε 42 ζεύγη DNA όγκου- αίµατος, 24 όγκοι µαστού (57%) εµφανίζουν 

γενετικές µεταβολές. Εικοσι- ένα από τα δείγµατα εµφανίζουν LOH (50%), ενώ 

11 δείγµατα (26%) εµφανίζουν MI σε τουλάχιστον ένα µικροδορυφορικό 

δείκτη. Η µεγαλύτερη συχνότητα LOH αντιστοιχεί στο δείκτη THRA1, 

δείχνοντας ότι το THRA1 γονίδιο είναι υποψήφιο ΟΓΚ γονίδιο. Σηµαντική 

συσχέτιση µεταξύ απουσίας υποδοχέων οιστρογόνων και προγεστερόνης µε 

εµφάνιση LOH στη περιοχή 17q21 είναι ενδεικτική σχέσης µεταξύ σηµαντικών 

γενετικών µεταβολών στη περιοχή και ορµονικής απορρύθµισης. 

Η απώλεια της ετεροζυγωτίας στο κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 

8 (8p), είναι συχνή σε πολλά καρκινώµατα, όπως αυτό του προστάτη και του 

παχέος εντέρου (Yaremko ML, 1995) και εντοπίζεται στη περιοχή 8p21 και 

8p22. Αυτό είναι ενδεικτικό της παρουσίας τουλάχιστον δύο ΟΚΓ σ’αυτό το 

χρωµοσωµικό βραχίονα. Σε ότι αφορά το καρκίνο του µαστού, οι µοριακές 
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αναλύσεις του χρωµοσώµατος 8 ποικίλουν. Οι Yaremko et al έδειξαν ότι LOH 

εµφανίζεται στο 55% των περιπτώσεων που εξετάσθηκαν. Το LOH ήταν πιο 

συχνό για τους δείκτες του 8p22, D8S254 και D8S133 απ’ότι για το δείκτη 

NEFL στη περιοχή 8p21. Περιοχικές µεταστάσεις των όγκων έδειξαν µοριακό 

προφίλ όµοιο µε αυτό των πρωτοπαθών όγκων. Μια µεταγενέστερη µελέτη 

έδειξε LOH στη περιοχή 8q11-12 και 8p12-11 (Dahiya R, 1998). Αυτές οι 

περιοχές LOH στο χρωµόσωµα 8 έχουν κατά καιρούς συσχετισθεί µε 

διάφορες κλινικές παραµέτρους. Συµπερασµατικά φαίνεται ότι η απώλεια της 

ετεροζυγωτίας στη περιοχή 8p12-11 και 8q11-12 είναι συχνή στο καρκίνο του 

µαστού και η απώλεια ενός ΟΓΚ γονιδίου στις περιοχές αυτές µπορεί να 

ποτελεί πρώιµο γεγονός στο καρκίνο του µαστού. 

Οι Huang et al εξέτασαν τις µεταβολές των αλληλόµορφων στο 

χρωµόσωµα 18 (Huang TH, 1995). Απώλεια της ετεροζυγωτίας 

παρατηρήθηκε στο 62% των δειγµάτων σε ένα ή περισσότερους 

µικροδορυφορικούς δείκτες. Τα συµπεράσµατα της µελέτης δείχνουν ότι η 

περιοχή 18q23 πιθανό να περιλαµβάνει ΟΚΓ συσχετιζόµενο µε τη 

καρκινογένεση του µαστού.  

Το 1998, οι Kazuhiro et al µελέτησαν 143 πρώιµους καρκίνους του 

µαστού, χρησιµοποιώντας 15 πολυµορφικούς µικροδορυφορικούς δείκτες στη 

περιοχή 1p. Η απώλεια της ετεροζυγωτίας στη περιοχή 1p34-p35 

παρατηρήθηκε συχνότερα σε όγκους σωληνώδους και σκίρρου τύπου, ενώ η 

απώλεια της ετεροζυγωτίας στη περιοχή 1p22-p31 σχετίστηκε µε 

λεµφαδενικές µεταστάσεις και όγκους διαµέτρου >2cm.  

Πρόσφατα, οι Oesterreich et al έδειξαν ότι LOH σε ποσοστό 78.4% 

εµφανίζεται για το δείκτη D19S216, ο οποίος βρίσκεται στη περιοχή 19p13.2-
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3. Στην ίδια περιοχή συνυπάρχει το γονίδιο SAFB, το οποίο κωδικοποιεί µια 

πρωτείνη που φαίνεται ότι είναι copressor των οιστρογονικών υποδοχέων 

(Oesterreich S, 2001). Η πιθανότητα το SAFB να είναι ΟΚΣ γονίδιο, δηλώνει 

την πιθανή συµµετοχή του στην ογκογένεση του µαστού.  

Η παραπάνω αναφορά στα  ΟΚΣ γονίδια που συµµετέχουν στο 

καρκίνο του µαστού, δείχνει τη πολυπλοκότητα της έκφρασης και λειτουργίας 

τους στα καρκινικά κύτταρα του µαστού. Τα ΟΚΓ συµµετέχουν σε ποικιλία 

κυτταρικών διαδικασιών , όπως η ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, η 

αντιγραφή, ο ανασυνδυασµός, η ανακατασκευή και η διαφοροποίηση. Η 

περαιτέρω αναγνώριση ανωµαλιών σε συγκεκριµένα γονίδια και στα 

παραγωγά τους στο καρκίνο του µαστού, θα βοηθήσει στο σχεδιασµό 

στρατηγικών θεραπείας που θα έχουν σαν στόχο σηµεία ελέγχου του 

κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης στα καρκινικά κύτταρα, χωρίς να 

επηρεάζουν τα φυσιολογικά κύτταρα του µαστού.   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΓΕΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ.  

  

4.1 Επιδηµιολογία- Παράγοντες κινδύνου. 

Παρακάτω θα αναφερθούν επιγραµµατικά µερικά στοιχεία της 

επιδηµιολογίας του µαστού, µε σκοπό τη κατανόηση της έκτασης της νόσου 

και της αναγκαιότητας εύρεσης λύσεων τόσο στο τοµέα της πρόληψης, όσο 

και στο τοµέα της θεραπείας. 

Ο καρκίνος του µαστού αποτελεί το συχνότερο καρκίνο στο γυναικείο 

πληθυσµό και αποτελεί τη κυριότερη αιτία θανάτου µεταξύ των γυναικών 

ηλικίας 30-60 ετών στην Αµερική. 

Το 1999, διαγνώστηκαν 769000 νέες περιπτώσεις καρκίνου του 

µαστού και αναφέρθηκαν 314000 θάνατοι από τη νόσο, παγκοσµίως. 

Στην Αµερική 1 στις 8 γυναίκες (12%) θα εµφανίσει καρκίνο του µαστού κατά 

τη διάρκεια της ζωής της. Το ποσοστό αυτό για τη ∆υτική Ευρώπη είναι 1 στις 

15.  

Στις Ηνωµένες Πολιτείες αναφέρονται 183000 νέες περιπτώσεις ανά 

έτος. Η ACS (American Cancer Society) υπολόγισε περίπου 181600 νέες 

περιπτώσεις το 1997 και 175000 γυναικείους καρκίνους και 1300 καρκίνους 

µαστού σε άνδρες για το 1999. Στην Αγγλία υπολογίζονται περίπου 26000 

νέοι καρκίνοι ανά έτος. 

Η συχνότητα της νόσου στις Ηνωµένες Πολιτείες αυξάνεται σταθερά 

από το 1960 µε ρυθµό 1-2% ανά έτος. Παρόλ’ αυτά πρόσφατες στατιστικές 

δείχνουν ότι υπάρχει µείωση της θνητότητας από τη νόσο (2000-3000 

λιγότεροι θάνατοι ανά έτος), τόσο στην Αµερική όσο και στην Ευρώπη 
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(Σουηδία, Αυστρία, Γερµανία, Ελλάδα, Αγγλία), Αυστραλία και Καναδά. Η 

µείωση αυτή, που σχετίζεται κυρίως µε τη µείωση της θνητότητας των νέων 

γυναικών, οφείλεται τόσο στην εξάπλωση της µαστογραφίας ως µέθοδος 

screening, όσο και στις συµπληρωµατικές (adjuvant) θεραπείες (µείωση 

θνητότητας κατά 20% από τον καθένα από τους παραπάνω παράγοντες).  

(Landis SH, 1999) 

(Hortobagyi GN, 1998) 

(Mettlin C, 1999) 

Ηλικία διάγνωσης 

∆ύο µεγάλες µελέτες συσχετίζουν τη πρόγνωση µε την ηλικία. Νέες 

γυναίκες (< 35 ετών) έχουν χειρότερη πρόγνωση από µεγαλύτερες γυναίκες 

(Nixon AJ 1994, Albain KS 1994). 

Παράγοντες κινδύνου 

Πριν αναφερθούν οι παράγοντες κινδύνου θα πρέπει να επισηµανθεί 

ότι το 66% των γυναικών µε καρκίνο του µαστού δεν έχει γνωστούς 

παράγοντες κινδύνου (Harris JR, 1992). 

Οι κυριότεροι παράγοντες που αυξάνουν το κίνδυνο για την εµφάνιση 

της νόσου είναι: 

Α. Το φύλο, µε σχέση γυναίκες:άνδρες= 135:1 

Β. Η ηλικία. Η συχνότητα της νόσου εξαπλασιάζεται στην ηλικία των εξήντα 

ετών σε σχέση µε την ηλικία των τριανταπέντε ετών. Στην ηλικία των εξήντα 

ετών, δεκαεπτά στις χίλιες γυναίκες αναµένεται να αναπτύξουν τη νόσο. 

Γ. Ορµονικοί παράγοντες.  

   -Πρώιµη εµµηναρχή 
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   -Καθυστερηµένη εµµηνόπαυση. Στις γυναίκες που εµφανίζουν   

εµµηνόπαυση πριν την ηλικία των 45 ετών, µειώνεται ο κίνδυνος εµφάνισης 

της νόσου κατά το ήµισυ σε σχέση µε τις γυναίκες που εµφανίζουν 

εµµηνόπαυση σε ηλικία άνω των 55 (Trichopoulos D, 1972). 

   -Ατεκνία. Αυξάνει το κίνδυνο κατά 30%.  

   -Χορήγηση ορµονικών σκευασµάτων. Παρόλο που τα αποτελέσµατα των 

µελετών είναι αµφιλεγόµενα στις προεµµηνοπαυσιακές γυναίκες, φαίνεται ότι 

υπάρχει λίγο µεγαλύτερος κίνδυνος για τις νέες γυναίκες που παίρνουν 

αντισυλληπτικά χάπια, ιδιαίτερα πριν τη γέννηση του πρώτου παιδιού τους. Σε 

ότι αφορά την ορµονική θεραπεία υποκατάστασης σε µετεµµηνοπαυσιακές 

γυναίκες, φαίνεται ότι η χορηγησή της πάνω από 5 έτη αυξάνει σηµαντικά το 

κίνδυνο εµφάνισης της νόσου, ιδιαίτερα σε γυναίκες άνω των 60 ετών και η 

προσθήκη προγεστερόνης δεν µειώνει τον κίνδυνο (Colditz GA, 1995). 

∆. Ατυπη επιθηλιακή υπερπλασία 

  Μια γυναίκα µε άτυπη επιθηλιακή υπερπλασία εµφανίζει τετραπλάσιο 

κίνδυνο να αναπτύξει καρκίνο του µαστού. Ο κίνδυνος αυτός αυξάνεται 8-10 

φορές του φυσιολογικού εάν η γυναίκα έχει οικογενειακό ιστορικό της νόσου 

και αφορά και τους δύο µαστούς (Dupont WD, 1993). 

Ε. Προηγούµενο ιστορικό καρκίνου του µαστού.  

ΣΤ.Ιονίζουσα ακτινοβολία. Ιδιαίτερα επικίνδυνη εάν η έκθεση έγινε στην ηλικία 

15-18 ετών, ενώ δεν φαίνεται να αυξάνεται ο κίνδυνος εάν η έκθεση γίνει µετά 

την ηλικία των 40 ετών. 

Ζ. Οικογενειακό-κληρονοµικό ιστορικό καρκίνου του µαστού. 

Αποτελεί το κυριότερο παράγοντα κινδύνου. Πέντε- 10% όλων των καρκίνων 

του µαστού έχουν κληρονοµική βάση. Τα γονίδια που ευθύνονται για τη 
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γενετική προδιάθεση για τη νόσο και ο τρόπος δράσης τους θα αναλυθεί µε 

λεπτοµέρεια παρακάτω. 

 

4.2 Παθολογική ανατοµική του καρκίνου του µαστού. 

∆ύο συστήµατα καθορισµού του βαθµού διαφοροποίησης (grade) έχουν 

προταθεί και χρησιµοποιούνται ευρέως σήµερα.  

1. NSABP, Dr Fisher ’s method (Fisher ER, 1980), η οποία συνδυάζει το 

πυρηνικό βαθµό διαφοροποίησης, τον ιστολογικό βαθµό διαφοροποίησης 

και τον αριθµό των µιτώσεων και 

2. Η ταξινόµηση κατά Scarff- Bloom- Richardson (SBR), η οποία µετράει τον 

συνδυασµό των σωληνωδών σχηµατισµών, τον πυρηνικό πολυµορφισµό 

και τον αριθµό µιτώσεων (Bloom HJG, 1957). 

Ο ιστολογικός βαθµός διαφοροποίησης σχετίζεται µε το ποσοστό του όγκου 

που µοιάζει µε σωληνώδεις σχηµατισµούς: 

     Grade I (καλής διαφοροποίησης): σωληνώδεις σχηµατισµοί >75% 

     Grade II (µέσης διαφοροποίησης): σωληνώδεις σχηµατισµοί 10-75% 

     Grade III (χαµηλής διαφοροποίησης): σωληνώδεις σχηµατισµοί < 10% 

Ο πυρηνικός βαθµός διαφοροποίησης εξαρτάται από το µέγεθος του 

πυρήνα, την πυκνότητα της χρώσης και άρα τη ποσότητα του DNA και τη 

διαφοροποίηση του σχήµατος: 

     Grade I: καλή πρόγνωση 

     Grade II/III: χειρότερη πρόγνωση 

4.2.1 Ιστολογικοί τύποι καρκινωµάτων µαστού. 

1. Πορογενές µη διηθητικό καρκίνωµα µαστού (Ductal Carcinoma in situ- 

DCIS) 
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Ονοµάζεται το καρκίνωµα στο οποίο τα καρκινικά κύτταρα πολλαπλασιάζονται 

µέσα στο σύστηµα των πόρων-λοβίων και δεν διηθούν τη βασική µεµβράνη. 

Αποτελεί πρόδροµη βλάβη του διηθητικού πορογενούς καρκινώµατος και η 

εµφάνιση του σε µια γυναίκα αυξάνει τον κίνδυνο διηθητικού καρκίνου κατά 8-

10 φορές. Ταξινοµείται σε δύο µεγάλες κατηγορίες: Το comedo DCIS, το 

οποίο είναι χαµηλής διαφοροποίησης, µε παρουσία νεκρώσεων, πολλές 

µιτώσεις και υψηλά ποσοστά υποτροπής και το µη  comedo DCIS, καλής 

διαφοροποίησης , µε σπάνιες µιτώσεις και καλύτερη πρόγνωση (Morrow M, 

2000) 

2. Λοβιακό µη διηθητικό καρκίνωµα του µαστού (Lobular carcinoma in situ-

LCIS) 

Συνήθως είναι πολυκεντρικό και ο χαρακτηρισµός καρκίνωµα δεν 

προσδιορίζει µε ακρίβεια την ιδιότητα του, αφού στη πραγµατικότητα δεν 

αποτελεί καρκίνωµα αλλά δείκτη αυξηµένου κινδύνου για την εµφάνιση 

διηθητικού καρκινώµατος, τόσο πορογενούς όσο και λοβιακού (37% των 

ασθενών µε LCIS θα εµφανίσουν µελλοντικά διηθητικό καρκίνο). Ο αυξηµένος 

κίνδυνος αφορά και τους δύο µαστούς και όχι µόνο το µαστό στον οποίο έγινε 

η βιοψία και η τέθηκε η διάγνωση του LCIS.  

3. Πορογενές διηθητικό καρκίνωµα µαστού (Invasive ductal carcinoma) 

Αποτελεί το συχνότερο ιστολογικό τύπο καρκινώµατος (75%). Αντίθετα µε το   

DCIS, το διηθητικό πορογενές καρκίνωµα δεν σέβεται την ανατοµία των 

λοβίων–πόρων αλλά  δηµιουργεί δοµές, όπως ζώνες επιθηλιακών κυττάρων 

και οζιδίων που επεκτείνονται στο στρώµα.  

4. Λοβιακό διηθητικό καρκίνωµα µαστού (Invasive lobular carcinoma) 

 66



Αποτελεί το 5-10% όλων των καρκινωµάτων του µαστού. Μικροσκοπικά 

χαρακτηρίζεται από µικρά κύτταρα in a linear arrangement  ‘Indian File’ with 

tendency to grow around ducts and lobules. Εµφανίζεται συχνότερα 

πολυκεντρικό σε σχέση µε το πορογενές διηθητικό 

Αλλοι τύποι καρκινωµάτων του µαστού, λιγότερο συχνοί και µε 

καλύτερη πρόγνωση απ’ότι το πορογενές καρκίνωµα είναι το σωληνώδες 

καρκίνωµα (5% όλων των καρκίνων), το µυελοειδές (5-7%), το βλεννώδες 

(3%) και το θηλώδες (1-2%). 

4.3 Σταδιοποίηση του καρκίνου του µαστού. 

Η σταδιοποίηση γίνεται σύµφωνα µε το σύστηµα ΤΝΜ (American Joint 

Committee on Cancer (AJCC), 1997) 

T, το µέγεθος του όγκου: Τis in situ καρκίνωµα 

                                        Τ1 καρκίνωµα < 2cm 

                                        Τ2 καρκίνωµα > 2cm και < 5cm 

                                       Τ3 καρκίνωµα > 5cm και  

                                       Τ4 καρκίνωµα ανεξαρτήτου µεγέθους που έχει  

                                       επεκταθεί στο θωρακικό τοίχωµα ή στο δέρµα.   

Ν, οι επιχώριοι λεµφαδένες: Νο χωρίς διηθηµένους λεµφαδένες,  

                                             Ν1 µασχαλιαίοι λεµφαδένες διηθηµένοι αλλά           

                                                  κινητοί, 

                                            Ν2 µασχαλιαίοι λεµφαδένες διηθηµένοι και σε  

                                                 στενή συνέχεια µεταξύ τους (µπλοκ). 

                                            N3 διηθηµένοι έσω µαστικοί λεµφαδένες 

Μ, η ύπαρξη µεταστάσεων: Μο χωρίς αποµακρυσµένες µεταστάσεις 

                                             Μ1 µε αποµακρυσµένες µεταστάσεις 
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Πίνακας4: Ταξινόµηση κατά ΤΝΜ
ΣΤΑ∆ΙΟ ΤΝΜ

0 Τis N0M0
I T1N0M0

IIA T0N1M0
T1N1M0
T2N0M0

IIB T2N1M0
T3N0M0

IIIA T0N2M0
T1N2M0
T2N2M0
T3N1M0
T3N2M0

IIIB T4, κάθε Ν, Μ0
κάθε Τ,Ν3Μ0

IV κάθε Τ, κάθε Ν, Μ1  

 

 

4.4 Τοπική υποτροπή µετά απο χειρουργική επέµβαση- Παράγοντες 

κινδύνου. 

Η επέµβαση διατήρησης του µαστού (Ε∆Μ) και η ριζική τροποποιηµένη 

µαστεκτοµή (ΡΤΜ) για ασθενείς µε χειρουργήσιµο καρκίνο του µαστού έχουν 

συγκριθεί σε πολλές προοπτικές τυχαιοποιηµένες µελέτες της δεκαετίας 1980-

1990 (Veronesi U 1981, Fisher B 1985, Blichert-Toft M 1992). Μετά από 5-10 

έτη παρακολούθησης, καµοία από αυτές τις µελέτες δεν ανέδειξε στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά σε ότι αφορά την επιβίωση των γυναικών. Αυτά τα 

αποτελέσµατα που επιβεβαιώθηκαν και σε µετα-ανάλυση του 1995 (Early 

Breast Cancer Trialists Collaborative Group, 1995), εξηγούν γιατί η Ε∆Μ 

αποτελεί σήµερα επέµβαση ρουτίνας στη χειρουργική αντιµετώπιση του 

καρκίνου του µαστού. Όταν πρέπει ο ειδικός να αποφασίσει για το είδος της 

χειρουργικής θεραπείας που θα διαλέξει για την ασθενή του, η επιλογή θα 
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γίνει µε βάση δύο κύριους παράγοντες: Το κοσµητικό αποτέλεσµα και τη 

πιθανότητα τοπικής υποτροπής. Οι κυριότεροι παράγοντες που σχετίζονται µε 

τη τοπική υποτροπή µετά από Ε∆Μ, είναι η νεαρή ηλικία (<35 ετών), η 

παρουσία εκτεταµένου ενδοπορικού στοιχείου (ΕΕΣ), η αγγειακή διήθηση και 

η µικροσκοπική διήθηση των ορίων ( Voogd AC 1999, Veronesi U 1995, 

Anscher MS 1993). Mε την ίδια συχνότητα που εµφανίζεται η τοπική 

υποτροπή σε Ε∆Μ, εµφανίζεται και µετά από ΡΤΜ και πιθανότατα οι 

παράγοντες κινδύνου εν µέρει συµπίπτουν. Στη προσπάθεια να καθοριστούν 

µε ακρίβεια κάποιες κατευθυντήριες γραµµές για το decision making, 

συγκεντρώθηκαν και αναλύθηκαν τα αποτελέσµατα από δύο µεγάλες 

τυχαιοποιηµένες κλινικές µελέτες, της European Organization for Research 

and Treatment of Cancer (EORTC 10801) (van Dongen JA, 1992) και της 

Danish Breast Cancer Cooperative Group (DBCG – 82TM) (Blichert- Toft M, 

1992). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ενώ η νεαρή ηλικία και το ΕΕΣ 

σχετίζονται µε τη τοπική υποτροπή µετά από Ε∆Μ, η αγγειακή διήθηση 

αυξάνει το κίνδυνο τοπικής υποτροπής τόσο µετά από Ε∆Μ, όσο και µετά 

από ΡΤΜ (Voogd AC, 2001). Η αγγειακή διήθηση αποτελεί επίσης ανεξάρτητο 

προγνωστικό παράγοντα αποµακρυσµένων µεταστάσεων (Veronesi U, 1995). 

Η τοπική υποτροπή και οι αποµακρυσµένες µεταστάσεις αποτελούν εν µέρει 

αναξάρτητα γεγονότα που συµβαίνουν σε διαφορετικές περιόδους. Το κατά 

πόσο , σε ορισµένες γυναίκες, η τοπική υποτροπή αποτελεί δείκτη ή την αιτία 

των αποµακρυσµένων µεταστάσεων, είναι ένα ερώτηµα που παραµένει 

αναπάντητο (Haffty BG, 1996).      
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ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

5.1 Σκοπός. 

Σκοπός της παρούσης µελέτης είναι η συσχέτιση µοριακών 

παραµέτρων στο καρκίνο του µαστού µε κλινικά και παθολοανατοµικά 

χαρακτηριστικά µε απώτερο στόχο την αξιολόγηση των παραπάνω σε 

µοριακό επίπεδο και ως εκ τούτου τη πιθανή παρέµβαση τόσο σε επίπεδο 

πρόληψης όσο και σε επίπεδο θεραπείας. 

Το πρώτο και µεγαλύτερο µέρος της µελέτης αποσκοπεί στη συσχέτιση 

της απώλειας ετεροζυγωτίας (LOH) και ως εκ τούτου την πιθανότητα ύπαρξης 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων, στο χρωµόσωµα ένα (1) µε κλινικές και 

ιστολογικές παραµέτρους όπως την ηλικία της ασθενούς, το στάδιο της 

νόσου, το µέγεθος του όγκου, τη λεµφαδενική συµµετοχή, τον ιστολογικό 

τύπο, το βαθµό διαφοροποίησης του όγκου και τέλος την ύπαρξη 

λεµφαγγειακής διήθησης πέριξ του όγκου. 

Στο δεύτερο µέρος της µελέτης έγινε προσπάθεια καταρχήν αξιολόγησης της 

απώλειας της ετεροζυγωτίας ως µοριακό συµβάν σε χρωµοσωµικές θέσεις 

αντιστοιχούσες σε γονίδια του συστήµατος επιδιόρθωσης κακοζευγαρωµένων 

βάσεων και στη συνέχεια συσχέτιση µε τις παραµέτρους που αναφέρθηκαν 

παραπάνω.   
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 5.2 Υλικό από ασθενείς. 

Για το σκοπό της συγκεκριµένης µελέτης εξετάσθηκε αίµα, 

φυσιολογικός µαζικός ιστός και καρκινικός ιστός από 50 γυναίκες µε 

ιστολογική ταυτοποίηση αδενοκαρκινώµατος µαστού. Όλες οι ασθενείς 

υποβλήθηκαν σε επέµβαση στο Τµήµα της Χειρουργικής Ογκολογίας του 

Πανεπιστηµίου Ηρακλείου τη χρονική περίοδο Νοέµβριος 1996 – Ιούνιος 

1998. Ασθενείς µε µη ψηλαφητό καρκίνωµα, καθώς και ασθενείς µε 

µεταστατική νόσο εξαιρέθηκαν της µελέτης. 

Όλες οι ασθενείς προέρχονταν από περιοχές της Κρήτης. Η µέση 

ηλικία (µέσος όρος +/- SD) ήταν 61 έτη ( τυπική απόκλιση 11 χρόνια µε εύρος 

από 36 ως 80 χρόνια). Έντεκα από τις ασθενείς ήταν προεµµηνοπαυσιακές 

και 39 µετεµµηνοπαυσιακές.  

Σαράντα µία γυναίκες υποβλήθηκαν σε επέµβαση διατήρησης του 

µαστού, η οποία περιλαµβάνει ευρεία τοπική εκτοµή και λεµφαδενικό 

καθαρισµό επιπέδου Ι και ΙΙ ( Van Dongen JA, 1992). Εννιά ασθενείς 

υποβλήθηκαν σε ριζική τροποποιηµένη µαστεκτοµή. Σε όλες τις γυναίκες µε 

επέµβαση διατήρησης ακολούθησε τοπική ακτινοβολία ( Veronesi U 1992, 

Veronesi U 1995). Τα ιστικά δείγµατα και το αίµα αποθηκεύτηκαν στους –70ο 

C και στους 4ο C αντίστοιχα, µέχρι την εκχύλιση του DNA.   

Ιστολογική : Όλα τα παρασκευάσµατα µεταφέρθηκαν φρέσκα στο 

Παθολογοανατοµικό εργαστήριο. Οι όγκοι µετρήθηκαν και κόπηκαν. Εάν το 

µέγεθος του όγκου θεωρείτο επαρκές για ιστολογική εξέταση, ένα πολύ µικρό 

τµήµα αφαιρέθηκε για µοριακή ανάλυση. Συγχρόνως, αφαιρέθηκε και ένα 

µικρό τµήµα φυσιολογικού ιστού σε  επαρκή απόσταση από τον όγκο. 
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Κατόπιν ακολούθησε η επεξεργασία των ιστών µε βάση συγκεκριµένο 

πρωτόκολλο (Sloane J 1995), και η χρώση των τοµών παραφίνης µε 

αιµατοξυλίνη-ιωσίνη. Τα καρκινώµατα ταξινοµήθηκαν σε πορογενή και 

λοβιακά διηθητικά. Με βάση συγκεκριµένα κριτήρια (Consensus Conference 

on the classification of ductal carcinoma in situ, 1997), µελετήθηκε και 

καταγράφηκε η παρουσία, η έκταση και ο τύπος του συνυπάρχοντος µη 

διηθητικού πορογενούς καρκινώµατος. Άλλοι ιστολογικοί τύποι καρκινώµατος 

του µαστού ήταν σπάνιοι (π.χ. σωληνώδες) και οι περισσότεροι από αυτούς 

πολύ µικρού µεγέθους, γεγονός που τους απέκλεισε από τη συγκεκριµένη 

µελέτη.  

Ως όγκοι µε εκτεταµένο ενδοπορικό στοιχείο (EIC+), καθορίστηκαν τα 

πορογενή καρκινώµατα εκείνα τα οποία εµφάνιζαν τη σύγχρονη παρουσία 

ενδοπορικού καρκινώµατος (DCIS) σε έκταση µεγαλύτερη από 25% της 

περιοχής του καρκινώµατος που επεκτεινόταν και πέρα των ορίων του 

διηθητικού στοιχείου.  

Ένα άλλο σηµαντικό στοιχείο που καταγράφηκε ήταν η ύπαρξη 

λεµφαγγειακής διήθησης (peritumoral angiolymphatic invasion), που ορίζεται 

ως η συµµετοχή-διήθηση των πέριξ του όγκου αγγειακών χώρων και δεν είναι 

απαραίτητος ο διαχωρισµός µεταξύ λεµφαγγείων και αιµοφόρων αγγείων 

(Mathoulin-Portier M-P, 1999).  

Τα κύρια χαρακτηριστικά του πληθυσµού που µελετήθηκε φαίνονται 

στο πίνακα 5 και στο σχήµα 3.  
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Πίνακας 5: Χαρακτηριστικά του υπο µελέτη πληθυσµού
Μεταβλητή Κατηγορία No(%)

Ηλικία <49 10 (20)

>50 40 (80)

Μέγεθος όγκου T1b 1 (2)

T1c 11 (22)

T2 28 (56)

T3 10 (20)

Λεµφαδένες Θετικοί 26 (52)

Αρνητικοί 24 (48)

Βαθµός διαφοροποίησης I 4 (8.7)

II 16 (34.7)

III 26 (56.5)

Ιστολογικός τύπος Πορογενές διηθητικό 46 (92)

Λοβιακό διηθητικό 4 (8)

ΕΕΣ Ναι 17 (37)

Οχι 29 (63)

Λεµφαγγειακή διήθηση Ναι 27 (54)

Οχι 23 (46)
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ΣΧΗΜΑ 3 : Χαρακτηριστικά του υπό Μελέτη Πληθυσµού

ηλικία µέγεθος όγκου Βαθµός διαφοροποίησης λεµφαδένες Ιστολογικός Τύπος ΕΕΣ Λεµφαγγειακή 
διήθηση
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5.3 Υλικά και µέθοδοι.  

5.3.1 Eκχύλιση του DNA. 

Από τις πιο σηµαντικές διαδικασίες στη µοριακή Βιολογία είναι αυτής 

της αποµόνωσης-καθαρισµού των νουκλεινικών οξέων. Καταρχήν γίνεται  η 

αποµάκρυνση του µεγαλύτερου τµήµατος της πρωτείνης µε τη διαδικασία της 

πέψης από πρωτεολυτικά ένζυµα τα οποία είναι δραστικά ενάντια σε ένα 

µεγάλο φάσµα φυσικών πρωτεϊνών προτού γίνει η αποµάκρυνση µε 

οργανικούς διαλύτες. Ο ιστός τεµαχίζεται και οµογενοποιείται σε διάλυµα 

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

συνέχεια ο οµογενοποιηµένος ιστός επωάζεται σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 

60οC, αφού προστεθεί πρωτεινάση Κ σε τελική συγκέντρωση 100µg/ml. Ο 

συνήθης τρόπος της αποµάκρυνσης των πρωτεϊνών από διαλύµατα 

νουκλεινικών οξέων είναι η εκχύλιση καταρχήν µε φαινόλη:χλωροφόρµιο και 

κατόπιν µόνο µε χλωροφόρµιο. Η διαδικασία αυτή στηρίζεται στο γεγονός ότι 

η αποπρωτείνωση είναι πιο αποτελεσµατική όταν χρησιµοποιούνται δύο 

διαφορετικοί διαλύτες αντί του ενός. Το DNA κατακρηµνίζεται µε προσθήκη 

µισού όγκου οξικού αµµωνίου (ή 1/20 όγκου NaCl 5M) και 2.5 όγκων 

απόλυτης αιθανόλης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε θερµοκρασία 4οC σε 13000 

rpm και πλύσιµο του κατακρηµνισµένου DNA µε 70% αιθανόλη. Αφού 

αποµακρυνθεί η αιθανόλη, το DNA επαναιωρείται σε ddH2O και διατηρείται σε 

θερµοκρασία 4οC. 
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5.3.2 Μέθοδοι αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράση (PCR). 

Το 1985 ο Mullis και οι συνεργάτες του ανέπτυξαν µια τεχνική 

πολλαπλασιασµού του DNA βασιζόµενοι σε in vitro και όχι σε in vivo 

διαδικασίες (Saiki 1985). Γνωστή ως αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση 

(PCR), η µέθοδος αυτή επιτρέπει την επιλεκτική παραγωγή µεγάλων 

ποσοτήτων ενός συγκεκριµένου τµήµατος DNA που υπάρχει σε ένα σύνθετο 

µείγµα νουκλεϊκών οξέων, κατά τη διάρκεια µιας απλής ενζυµικής αντίδρασης. 

Στην ουσία, η τεχνική αυτή εκµεταλλεύεται τον ηµισυντηρητικό τρόπο 

διπλασιασµού του DNA. Σε συνδυασµό µε την ανακάλυψη θερµοανθεκτικών 

DNA πολυµερασών επιτρέπει την εύκολη και γρήγορη παραγωγή αµιγών 

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

βασικά χαρακτηριστικά γνωρίσµατα της PCR αντίδρασης είναι: ευαισθησία, 

επιλεκτικότητα και ταχύτητα (Arnheim 1992, Kawasaki 1990) 

Σε αυτά θα πρέπει να προστεθεί το γεγονός ότι η τεχνική απαιτεί 

ελάχιστη ποσότητα αρχικού υλικού, η οποία δύναται να φτάσει και στο 

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

τη καθαρότητα και ακεραιότητα που απαιτούνται για άλλες τεχνικές, ενώ οι 

πηγές αποµόνωσης του δύναται να ποικίλλουν (νωπός ιστός, σωµατικά υγρά, 

µονιµοποιηµένοι ιστοί κ.τ.λ). Μοναδική προϋπόθεση είναι να υπάρχει 

τουλάχιστον ένα ακέραιο τµήµα DNA, το οποίο να εµπεριέχει τη περιοχή προς 

ενίσχυση.  

Η βασική αρχή λειτουργίας: Στη βασική της µορφή η αντίδραση PCR 

είναι µια χηµική παραβιολογική µέθοδος για τη δηµιουργία πολλαπλών 

αντιγράφων ενός συγκεκριµένου τµήµατος DNA σε σχέση µε άλλες 

αλληλουχίες νουκλεϊκών οξέων, οι οποίες υπάρχουν στο µείγµα της 
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αντίδρασης (Arnheim 1992). Για το πολλαπλασιασµό ενός τµήµατος DNA, 

µετά από αντίστροφη µεταγραφή µιας αλληλουχίας  RNA, απαιτείται η γνώση 

της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας σε µικρή έκταση γύρω από το τµήµα που 

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

στη περιοχή στόχο, αποτελεί τη βάση για το σχεδιασµό και τη κατασκευή δύο 

συνθετικών ολιγονουκλεοτιδικών αλυσίδων, οι οποίες χρησιµεύουν ως 

εκκινητές (primers) στην αντίδραση πολυµερισµού. Το µήκος (συνήθως 

περισσότερες από 20 βάσεις) και η αλληλουχία των εκκινητών εξασφαλίζει 

στατιστικά ότι οι εκκινητές έχουν ελάχιστη πιθανότητα υβριδισµού µε άλλες 

περιοχές του γονιδιώµατος, εκτός από εκείνες που έχουν καθοριστεί γύρω 

από το επιλεγµένο τµήµα DNA. 

Η αντίδραση PCR εκτελείται µε την επανάληψη θερµικών κύκλων που 

αποτελούνται από αυστηρά επιλεγµένα και καθορισµένα στάδια. Ο κάθε 

κύκλος αρχίζει µε ισχυρή θερµική αποδιάταξη (90οC), η οποία καθιστά το 

δίκλωνο DNA µονόκλωνο. Στη συνέχεια ακολουθεί ένα στάδιο µε χαµηλότερη 

θερµοκρασία (37-70oC), κατά το οποίο οι εκκινητές υβριδίζονται µε τις 

συµπληρωµατικές περιοχές στους αντίστοιχους µονούς κλώνους DNA. Κάθε 

εκκινητής υβριδίζεται µε τον συµπληρωµατικό του κλώνο αντίστοιχα, έχοντας 

το 3‘-OH άκρο του στραµµένο το ένα προς το άλλο. Τέλος, κάθε εκκινητής 

επεκτείνεται µε πολυµερισµό κατά µήκος του τµήµατος του DNA στόχο από 

µια θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση σε τελική θερµοκρασία –72oC. Οι 

κύκλοι των τριών φάσεων επαναλαµβάνονται αρκετές φορές µέχρι να 

συσσωρευτεί ικανοποιητική ποσότητα προϊόντων PCR. Το προϊόν PCR το 

οποίο παράγεται από µια επιτυχή αντίδραση, αποτελείται εξ‘ ολοκλήρου από 

µόρια τµηµάτων DNA µε µήκος ίσο µε το άθροισµα του µήκους των δύο 
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ολιγονουκλεοτιδίων και το µήκος του DNA τµήµατος το οποίο παρεµβάλλεται 

µεταξύ των θέσεων των δύο εκκινητών. 

Η επιτυχία της PCR αντίδρασης εξαρτάται από την επιτυχή επιλογή των 

παρακάτω στοιχείων: 

1. τη σωστή επιλογή του τµήµατος DNA στόχου (ιδανικά µεταξύ 100-1000 

βάσεων σε µέγεθος). 

2. Το σχεδιασµό και κατασκευή συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων έτσι ώστε να 

εξασφαλίσουν την εκλεκτική επιλογή και ενίσχυση του επιθυµητού 

τµήµατος DNA, 

3. Τη κατάλληλη επιλογή µιας θερµοανθεκτικής DNA πολυµεράσης, 

4. Τη συγκέντρωση νουκλεοτιδίων (dNTPs) που απαιτούνται κατά τη 

διάρκεια του πολυµερισµού, καθώς και τη συγκέντρωση ιόντων µαγνησίου 

που απαιτούνται για τη δράση της πολυµεράσης,  

5. Το σχεδιασµό του θερµικού προφίλ των κύκλων, το οποίο θα εξασφαλίσει 

τις συνθήκες για την επιλεκτικότητα των εκκινητών και την επιτυχή 

συσσώρευση του επιθυµητού προϊόντος της PCR. 

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

ακόλουθη εξίσωση:N=n(1+e)c, όπου Ν= η τελική ποσότητα του προϊόντος, 

n=η αρχική ποσότητα του υποστρώµατος, e=η απόδοση της αντίδρασης και   

c=ο αριθµός των κύκλων PCR. Επειδή τα προϊόντα κάθε κύκλου προστίθενται 

στο υπόστρωµα του επόµενου, η συσσώρευση του προϊόντος PCR γίνεται µε 

εκθετικό τρόπο, οπότε µπορεί να εκτιµηθεί και η απόδοση της ενίσχυσης.Όταν 

όµως η συγκέντρωση του προϊόντος προσεγγίζει την 10εις την µείον 7 Μ, τότε 

σταµατάει πλέον η παραγωγή και η αντίδραση µπαίνει σε φάση κορεσµού 

(Arnheim 1992). 
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Η χρήση θερµοανθεκτικών πολυµερασών και η κατασκευή θερµικών 

κυκλοποιητών έδωσε την ικανότητα αυτοµατοποίησης και ταυτόχρονης 

ανάλυσης πολλαπλών δειγµάτων σε σύντοµο χρόνο και µε ελάχιστο κόστος. 

Ειδικότερα, µετά την εκχύλιση του DNA µε βάση τη τεχνική που αναφέρθηκε 

στο προηγούµενο κεφάλαιο, παράχθηκε αντίδραση PCR 25µl, η οποία 

αποτελείτο από 200ng DNA, 1µΜ από κάθε εκκινητή (http://www.gdb.org/gdb/), 

250µΜ dNTPs, 2.5µl 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα (670mM Tris.HCl, pH 8.5; 

166mM σουλφονικό αµµώνιο, 67mM χλωριούχο µαγνήσιο, 1.7mg/ml BSA; 

100uM αιθανόλη και 1%(w/v) Triton X-100) και 1U από Taq DNA πολυµεράση 

(Detorakis ET, 1998). Οι αντιδράσεις παρέµειναν 4 λεπτά στους 94oC, το DNA 

ενισχύθηκε για 35 κύκλους στους 94oC, και µετά στους 45-55oC (ανάλογα µε 

τη θερµοκρασία προσάρτησης του κάθε εκκινητή) και τέλος στους 72oC. 

Τα χαρακτηριστικά των δεικτών φαίνονται στο πίνακα 6 και 7. 

 

  5.3.3 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων 

Ηλεκτροφόρηση DNA 

Το DNA ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης ή πολυακρυλαµιδίου. 

Η επιλογή του συγκεκριµένου πηκτώµατος εξαρτάται αφενός από το µέγεθος 

του DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί και αφετέρου από τη διακριτική 

ικανότητα που προσδοκάται να επιτευχθεί. Συνήθως, όσο µεγαλύτερα είναι τα 

τµήµατα του DNA και όσο µεγαλύτερες είναι οι διαφορές µεγέθους των 

τµηµάτων που πρόκειται να διαχωρισθούν, τόσο καταλληλότερο είναι το 

πήκτωµα αγαρόζης. Αντίθετα, για µικρά τµήµατα DNA και για µικρές διαφορές 

µεγέθους ανάµεσα τους, επιλέγεται το πήκτωµα ακρυλαµιδίου (19:1 µείγµα 

ακρυλαµιδίου / bis-ακρυλαµιδίου). Και οι δύο τύποι πηκτωµάτων 
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σχηµατίζονται σε υδατικό µέσο που περιέχει 1ΧΤΒΕ ρυθµιστικό διάλυµα 

(19.8g/l Tris pH 8.0, 0.002 EDTA). Η πήξη των πηκτωµάτων επιτυγχάνεται για 

τη µεν αγαρόζη µε στερεοποίηση της µε τη πτώση θερµοκρασίας (προηγείται 

τήξη της µε βρασµό) ενώ για το ακρυλαµίδιο µε τη προσθήκη 80µl TEMED και 

160µl υπερθεικού αµµωνίου 25% για 65ml διαλύµατος ακρυλαµιδίου. 

Το δείγµα DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί, επαναιωρείται σε 

διάλυµα φόρτωσης που περιέχει ο,25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0.25% 

κυανό του ξυλένιου και 25% φυκόλη. 

 

Χρώση του DNA µε νιτρικό άργυρο 

Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται όταν το DNA έχει ηλεκτροφορηθεί σε 

πήκτωµα ακρυλαµιδίου και χαρακτηρίζεται για τη τεράστια ευαισθησία της η 

οποία την κάνει να επιλέγεται αντικαθιστώντας τη ραδιενέργεια. Στα 

µειονεκτηµατά της ταξινοµείται η µη ειδική χρώση του δίκλωνου DNA, 

δεδοµένου ότι χρωµατίζεται επίσης και το µονόκλωνο DNA, το  RNA καθώς 

και πρωτείνες, θέτοντας σα προϋπόθεση για την εφαρµογή της την ύπαρξη 

ιδιαίτερα καθαρού και ειδικού DNA. Συνήθως εφαρµόζεται κατά την 

ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR. 

Αρχικά το πήκτωµα ακρυλαµιδίου τοποθετείται υπό ανάδευση σε 

µονιµοποιητικό διάλυµα για 10 λεπτά που περιέχει 10% αιθανόλη και 0.5% 

οξικό οξύ. Ακολουθεί η προσθήκη διαλύµατος νιτρικού αργύρου 0.1% (w/v) 

για 20 λεπτά σε ηµίφως, πλύσιµο µε νερό και η προσθήκη κατόπιν του 

διαλύµατος εµφάνισης που περιέχει 0.4 Ν ΝαΟΗ και 0.15% (v/v) 

φορµαλδεΰδη. Η αντίδραση τερµατίζεται µε τη προσθήκη διαλύµατος 

ανθρακικού νατρίου 0.75%(w/v).  
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Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης/πολυακριλαµιδίου 

∆ιάλυµα ΤΒΕ: 10.8 g/L Tris, 5.5g/L βορικό οξύ, 0.002M EDTA.   

∆ιάλυµα φόρτωσης: 0.25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0.25% κυανό του 

ξυλενίου, 25% φικόλη σε 1χ ΤΒΕ. 

∆ιάλυµα πολυακρυλαµιδίου (20%): 19% (w/v) ακρυλαµίδιο, 1% Bis- 

ακρυλαµίδιο σε απεσταγµένο ύδωρ. Φιλτράρεται (0.45mm), απαερώνεται και 

αποθηκεύεται στο σκοτάδι. 

∆ιάλυµα βροµιούχου εθιδίου: Στοκ 10mg/ml σε απεσταγµένο ύδωρ. 

Χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 0.5mg/ml. 

 

Χρώση νιτρικού αργύρου. 

∆ιάλυµα µονιµοποίησης: 10% (v/v) αιθανόλη, 0.5 (v/v) οξικό οξύ σε 

απιονισµένο ύδωρ. 

∆ιάλυµα χρώσης: 0.1% (w/v) νιτρικού αργύρου σε απιονισµένο ύδωρ. 

∆ιάλυµα εµφάνισης; 0.4Μ ΝαΟΗ, 0.15% (v/v) φορµαλδεΰδη σε απιονισµένο 

ύδωρ. 

∆ιάλυµα εξουδετέρωσης: 0.75% ανθρακικό νάτριο σε απιονισµένο 

ύδωρ. 

Σε ότι αφορά το δικό µας υλικό, 10 µικρόλιτρα από το PCR παράγωγο 

ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου µε τη µέθοδο που 

αναπτύχθηκε παραπάνω. 
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5.3.4 Εκτίµηση απώλειας της ετεροζυγωτίας (LOH). 

Συνοπτικά η µέθοδος περιλαµβάνει την PCR ενίσχυση των 

πολυµορφικών περιοχών, την ηλεκτροφόρηση του προϊόντος σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου 10% για 8 ώρες και τη χρώση µε νιτρικό άργυρο. Λόγω της 

ιδιαίτερης φύσης των αλληλουχιών αυτών ( επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 

και πολυµορφισµός δηλαδή ετεροζυγωτία), επισηµαίνονται διάφοροι 

παράγοντες, η προσοχή των οποίων επιβάλλεται για την επιτυχία της 

µεθόδου. Αρχικά απαιτείται η διατήρηση της αντίδρασης στην εκθετική της 

φάση, δεδοµένου ότι πρόκειται για ηµιποσοτική µέθοδο προσδιορισµού της 

σχετικής έντασης των δύο αλληλόµορφων. Επίσης, κατά την ηλεκτροφόρηση 

πρέπει να επιτυγχάνεται η µέγιστη διακριτική ικανότητα αφού συχνά τα 

αλληλόµορφα διαφέρουν σε µέγεθος µόλις δύο ζεύγη βάσεων.  

Η απώλεια της ετεροζυγωτίας (LOH) ορίστηκε ως η µείωση (τουλάχιστον 

50%) της έντασης του ενός αλληλόµορφου σε σχέση µε το άλλο κατά τη 

σύγκριση του παθολογικού µε το φυσιολογικό DNA. Σε ορισµένες 

περιπτώσεις, παρόλο που το φαινόµενο της απώλειας της ετεροζυγωτίας 

ήταν παρών, PCR ενίσχυση των πολυµορφικών µικροδορυφορικών 

αλληλόµορφων είχε σαν αποτέλεσµα µια σχετική ανισορροπία µεταξύ των 

αλληλόµορφων λόγω της παρουσίας, σε µικρό ποσοστό, µολυσµένης 

µπάντας. Αυτή η µπάντα αντιστοιχούσε στο διαγραφέν αλληλόµορφο που 

παρουσιαζόταν στο φυσιολογικό ιστό. Γενικότερα αυτή η µόλυνση αποδίδεται 

στη παρουσία φυσιολογικού DNA που προέρχεται είτε από το περιφερικό 

αίµα, είτε από διπλανό φυσιολογικό ιστό. 
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Η ανάλυση των θετικών περιπτώσεων για απώλεια της ετεροζυγωτίας 

επαναλήφθηκε και τα αποτελέσµατα ήταν αναπαραγώγιµα (Sourvinos G 

1998, Spandidos DA 1997).        

  

5.3.5 Ανάλυση LOH 

Για την εκτίµηση της απώλειας της ετεροζυγωτίας στο χρωµόσωµα 1 

χρησιµοποιήθηκαν 16 έντονα πολυµορφικοί µικροδορυφορικοί δείκτες (62-

90% εµφάνιση ετεροζυγωτίας) κατά µήκος του βραχύ και του µακρού 

βραχίονα του χρωµοσώµατος 1. 

Οι πληροφορίες για τα χαρακτηριστικά των δεικτών καθώς και για την 

ακριβή εντόπισή τους στο χρωµόσωµα, αντλήθηκαν από τη διεύθυνση του 

διαδικτύου: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap. 

Οι δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν για το χρωµόσωµα 1, µε τη σειρά 

κατανοµής τους είναι : D1S165, FGR-1, CRTM, D1S186, MYCL1, CLN-1, 

D1S162, D1S116, D1S305, CRP, APOA2, D1S104, D1S416, ACTN2, 

ANGIOTEN, D1S180. 

Οι δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν στο δεύτερο µέρος της µελέτης, για 

την ανίχνευση απώλειας της ετεροζυγωτίας στις περιοχές τις αντιστοιχούσες 

στα γονίδια του συστήµατος επιδιόρθωσης (mismatch repair genes) hMSH2, 

hMLH1 και hMSH3 είναι: Στη χρωµοσωµική περιοχή 2p16 (hMSH2) οι δείκτες 

D2S288, D2S119, D2S2182 και D2S2291. Στη χρωµοσωµική περιοχή 3p21-

p23 (hMLH1) οι δείκτες D3S1561, D3S1611, D3S1612 και D3S1260 και τέλος 

στη χρωµοσωµική περιοχή 5p11-q13 (hMSH3) οι δείκτες D5S427 και 

D5S647. Στους πίνακες 6 και 7 φαίνονται µε λεπτοµέρεια τα χαρακτηριστικά 

των πολυµορφικών δεικτών που χρησιµοποιήθηκαν. 
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5.4 Αποτελέσµατα 

Πενήντα ζεύγη δειγµάτων από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού 

(όγκος/περιφερικό αίµα) εξετάσθηκαν για εµφάνιση απώλεια της 

ετεροζυγωτίας σε διάφορες περιοχές του χρωµοσώµατος ένα (1), 

χρησιµοποιώντας 16 έντονα πολυµορφικούς δείκτες. 

Καταρχήν µελετήθηκε η εµφάνιση LOH για κάθε ένα από τους 

πολυµορφικούς δείκτες χωριστά και έγινε στατιστική συσχέτιση µε κάθε ένα 

από τους κλινικοπαθολοανατοµικούς παράγοντες. 

Στο πίνακα 6 φαίνεται το συνολικό ποσοστό LOH για κάθε 

πολυµορφικό δείκτη χωριστά, έχοντας αποκλείσει τις οµόζυγες περιπτώσεις 

ως µη φέρουσες αξιολογήσιµες πληροφορίες. Στο δείκτη D1S186 εµφανίζεται 

το µικρότερο ποσοστό εµφάνισης LOH (5%), ενώ η µεγαλύτερη συχνότητα 

LOH εµφανίζεται για το δείκτη D1S165 (20%).  

Η συσχέτιση του φαινοµένου LOH  σε κάθε έναν από τους παραπάνω 

δείκτες µε κλινικά και ιστολογικά χαρακτηριστικά  δεν ανέδειξε στατιστικά 

σηµαντική σχέση πλην της θετικής συσχέτισης του LOH στο δείκτη D1S116 

και της ύπαρξης διηθηµένων µασχαλιαίων λεµφαδένων (p=0.01).  

Στη συνέχεια, µελετήθηκε η συχνότητα εµφάνισης απώλειας της 

ετεροζυγωτίας σε συγκεκριµένες χρωµοσωµικές περιοχές, όπως αυτές 

ορίζονται από το σύνολο των πολυµορφικών δεικτών που εντοπίζονται σε 

αυτές. Η εκτίµηση του LOH σε κάθε µια από αυτές τις περιοχές αξιολογήθηκε 

µε βάση τη συµπεριφορά του κάθε δείκτη. Η εµφάνιση LOH για ένα 

τουλάχιστο πολυµορφικό δείκτη αποτέλεσε ικανή και αναγκαία συνθήκη για να 

την ύπαρξη LOH στη συγκεκριµένη περιοχή.  
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Η περιοχή 1p36-36.2 εµφάνισε  LOH σε 16 από τις 50 περιπτώσεις 

(32%), η περιοχή 1p32 ανέδειξε 11 LOH σε σύνολο 50 περιπτώσεων (22%), η 

περιοχή 1q21-23 εµφάνισε LOH σε 17 από 50 περιπτώσεις (34%) και τέλος η 

περιοχή  1q42-43 εµφάνισε 15 LOH σε σύνολο 50 περιπτώσεων (30%)  

Τα παραπάνω αποτελέσµατα συσχετίστηκαν µε παθολογοανατοµικές 

παραµέτρους, και συγκεκριµένα µε το βαθµό διαφοροποίησης του όγκου, τη 

ύπαρξη διηθηµένων επιχώριων λεµφαδένων, το µέγεθος του όγκου και την 

ύπαρξη δύο ιστολογικών παραµέτρων την ύπαρξη εκτεταµένου ενδοπορικού 

στοιχείου και την παρουσία λεµφαγγειακής διήθησης πέριξ του όγκου 

(πίνακας 8). 

Για να διαπιστωθεί εάν η απώλεια της ετεροζυγωτίας στο χρωµόσωµα 

1 σχετίζεται µε κλινικές και ιστολογικές παραµέτρους, χρησιµοποιήθηκε 

µονοµεταβλητή καθώς και πολυµεταβλητή στατιστική ανάλυση. Στις 

µονοµεταβλητές µεθόδους χρησιµοποιήθηκε το Fisher’ s Exact test για να 

διαπιστωθεί εάν υπάρχει στατιστικώς σηµαντική σχέση ανάµεσα στην 

απώλεια της ετεροζυγωτίας και τη κλινική ή ιστολογική παράµετρο (πίνακας 

9), ενώ στη πολυµεταβλητή ανάλυση χρησιµοποιήθηκε λογιστική 

παλινδρόµηση για να ελέγξουµε αν οι χρωµοσωµικές περιοχές ταυτόχρονα 

επηρεάζουν τον εκάστοτε ιστολογικό ή κλινικό παράγοντα. 

 Μονοµεταβλητή Στατιστική Ανάλυση: 

Για να διαπιστωθεί αν ο βαθµός διαφοροποίησης (grade) έχει κάποια 

σχέση µε την απώλεια της ετεροζυγωτίας, σχηµατίσθηκαν πίνακες 2x2. Η 

κατηγορία των γυναικών µε βαθµό διαφοροποίησης  Ι συγχωνεύτηκε µε την 

κατηγορία των γυναικών που µε βαθµό διαφοροποίησης ΙΙ καθώς  

παρατηρήθηκαν µόλις τέσσερις γυναίκες µε όγκο βαθµού διαφοροποίησης Ι. 
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Πίνακας 6: Χαρακτηριστικά των δεικτών που χρησιµοποιήθηκαν στο χρωµόσωµα 1

∆είκτης Εντόπιση Μέγεθος (bp) Θερµοκρασία 
προσάρτησης ( C0)

LOH (%)

D1S165 1p36 156-177 50 20

FGR-1 1p36.1-36.2 135-143 55 14

CRTM 1p35 102-110 53 10

D1S186 1p 82-106 55 5

MYCL1 1p32 140-209 50 12

CLN-1 1p32 140-209 50 5

D1S162 1p32 134 53 12

D1S116 1p31.2 89-101 46 14

D1S305 1q21.1 156-176 55 19

CRP 1q21-q23 127-145 55 7

APOA2 1q21-q23 131-145 52 11

D1S104 1q21-q23 152-168 51 12

D1S416 1q 146-162 50 7

ACTN2 1q42-q43 91-107 52 11

ANGIOTEN 1q42-q43 113-133 50 11

D1S180 1q42 163-189 52 12
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Παράλληλα, πολλές µελέτες στη βιβλιογραφία υποστηρίζουν ότι δεν 

υπάρχει µεγάλη διαφορά, όσον αφορά στην επιβίωση, µεταξύ γυναικών µε 

όγκο βαθµό διαφοροποίησης I και II. Έτσι, συγκρίθηκαν οι συχνότητες µεταξύ 

των γυναικών που είχαν όγκο grade I/II ή grade III και απώλεια ετεροζυγωτίας  

ή όχι στις διάφορες χρωµοσωµικές περιοχές. Συγκρίνοντας, λοιπόν, τις 

συχνότητες του βαθµού διαφοροποίησης στην χρωµοσωµική  περιοχή 1p36-

p36.2 βλέπουµε πως δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά ανάµεσα 

στις θεωρητικές και τις παρατηρούµενες συχνότητες. Με άλλα λόγια, η 

παρουσία ή όχι απώλειας της ετεροζυγωτίας στην χρωµοσωµική περιοχή 

1p36-p36.2 δεν σχετίζεται στατιστικά µε το  βαθµό διαφοροποίησης του όγκου 

(p-value: >0.999). Ανάλογα είναι τα αποτελέσµατα και για τις υπόλοιπες 

χρωµοσωµικές περιοχές, 1p32 (p-value: 0.118), 1q21-q23 (p-value: 0.303) και 

1q42-43 (p-value: >0.999)    

Τα αποτελέσµατα της µονοµεταβλητής ανάλυσης παρουσιάζονται στον 

πίνακα 9. Όσον αφορά το συσχετισµό του αριθµού των διηθηµένων 

λεµφαδένων και της απώλειας της ετεροζυγωτίας δεν βρέθηκε καµία 

στατιστικά σηµαντική σχέση.  

 Στατιστικά σηµαντική σχέση παρατηρείται ανάµεσα στην παρουσία 

εκτεταµένου ενδοπορικού στοιχείου (EIC) και την απώλεια της ετεροζυγωτίας 

στην χρωµοσωµική περιοχή 1q21-q23 (p-value: <0.001). Φαίνεται λοιπόν, 

πως οι όγκοι µε LOH έχουν αυξηµένη πιθανότητα να παρουσιάσουν 

εκτεταµένο ενδοπορικό στοιχείο. Επίσης, στατιστικά σηµαντική σχέση 

παρατηρείται ανάµεσα στη λεµφαγειακή διήθηση και την χρωµοσωµική 

περιοχή 1q21-q23 (p-value: 0.033). Στις υπόλοιπες συγκρίσεις για το µέγεθος 
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του όγκου και τη διήθηση ή όχι των λεµφαδένων δεν παρατηρήθηκε καµία 

στατιστικά σηµαντική σχέση.  

Πολυµεταβλητή Στατιστική Ανάλυση: 

Για να διαπιστωθεί αν ο συνδυασµός των δεδοµένων από τις τέσσερις 

χρωµοσωµικές περιοχές ταυτόχρονα, µπορεί να δώσει κάποια επιπλέον 

πληροφορία για την πιθανότητα εµφάνισης µιας κλινικής ή ιστολογικής 

παραµέτρου, χρησιµοποιήθηκε λογιστική παλινδρόµηση. 

 Στην πρώτη περίπτωση, ως εξαρτηµένη µεταβλητή θεωρήθηκε το 

βαθµός διαφοροποίησης και ως ανεξάρτητες (προγνωστικές) οι µεταβλητές 

1p36-p36.2, 1p32, 1q21-q23 και 1q42-43. Αυτό που θέλαµε να ελέγξουµε 

είναι κατά πόσον ο συνδυασµός και η αλληλεπίδραση των πληροφοριών που 

έχουµε για τις τέσσερις αυτές χρωµοσωµικές περιοχές µπορούν να µας 

δώσουν στοιχεία για την πιθανότητα εµφάνισης µιας ιστολογικής παραµέτρου. 

Με άλλα λόγια, αν γνωρίζουµε ότι µια γυναίκα έχει LOH στις περιοχές 1p32, 

1q21-q23, τότε µπορούµε να πούµε πως αυτή η γυναίκα έχει αυξηµένη 

πιθανότητα να έχει όγκο µεγέθους Τ3;  

 Στο πρώτο λογιστικό µοντέλο, εξαρτηµένη µεταβλητή ήταν ο βαθµός 

διαφοροποίησης του όγκου και ανεξάρτητες οι τέσσερις χρωµοσωµικές 

περιοχές για τις οποίες έχουµε δεδοµένα. Όπως φαίνεται στον πίνακα 10, 

καµία από τις ανεξάρτητες µεταβλητές δεν είναι στατιστικά σηµαντική. Με 

άλλα λόγια, δε µπορούµε να βγάλουµε κάποιο συµπέρασµα ή να κάνουµε µια 

πρόβλεψη για το βαθµό διαφοροποίησης ενός όγκου, αν γνωρίζουµε σε ποιες 

περιοχές υπάρχει απώλεια ετεροζυγωτίας. 

 Όσον αφορά το µέγεθος του όγκου και τη διήθηση των λεµφαδένων, 

όπως και προηγουµένως, δεν παρατηρείται κάποια στατιστικά σηµαντική 
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σχέση. Από την άλλη, υπάρχει και πάλι στατιστικά σηµαντική σχέση ανάµεσα 

στο ΕΙC και την περιοχή 1q21-q23. Στο συγκεκριµένο λογιστικό µοντέλο, το p-

value είναι µικρότερο του 0.005 για την περιοχή αυτή, αλλά µεγαλύτερο του 

0.005 για τις υπόλοιπες. Μπορούµε λοιπόν, όπως φάνηκε και από τη 

µονοµεταβλητή στατιστική ανάλυση, να συσχετίσουµε την περιοχή αυτή µε 

την αυξηµένη πιθανότητα για την παρουσία εκτεταµένου ενδοπορικού 

στοιχείου, αλλά οι πληροφορίες που έχουµε για τις υπόλοιπες περιοχές δε 

φαίνεται να έχουν κάποια συµβολή για την αυξηµένη αυτή πιθανότητα. 

Συνεπώς, µια γυναίκα µε LOH στην περιοχή 1q21-q23 έχει 5.94 σχετικό 

κίνδυνο (Relative Risk) να παρουσιάσει εκτεταµένο ενδοπορικό στοιχείο σε 

σχέση µε µια γυναίκα χωρίς LOH στην περιοχή αυτή. 

 Στο τελευταίο µοντέλο, αποδεικνύεται πως υπάρχει στατιστικά 

σηµαντική σχέση ανάµεσα στη λεµφαγγειακή διήθηση και την απώλεια της 

ετεροζυγωτίας στην περιοχή 1q21-q23 (p-value: 0.004). Συνεπώς, µπορούµε 

να πούµε πως µια γυναίκα µε απώλεια ετεροζυγωτίας στην περιοχή αυτή 

σχετικό κίνδυνο 2.44 να παρουσιάζει λεµφαγγειακή διήθηση σε σχέση µε µια 

γυναίκα που δεν έχει LOH στην περιοχή αυτή.  

Στο δεύτερο µέρος της µελέτης χρησιµοποιήθηκαν συνολικά 10 πολυµορφικοί 

δείκτες για την µελέτη της απώλειας της ετεροζυγωτίας στις περιοχές 2p16, 

3p21-p23 και 5q11-q13. Οι παραπάνω περιοχές αντιστοιχούν στις περιοχές 

εντόπισης των γονιδίων του συστήµατος επιδιόρθωσης hMSH2, hMLH1 και 

hMSH3. Στο πίνακα 10 φαίνονται τα χαρακτηριστικά του κάθε δείκτη, καθώς 

και το ποσοστό LOH για κάθε έναν ξεχωριστά. Tα ποσοστά LOH για τις 

παραπάνω περιοχές είναι 12%, 16% και 8% αντίστοιχα. Η στατιστική 

ανάλυση µεταξύ τoυ φαινοµένου  LOH στη περιοχή 2p16 και 3p21-p23 και 
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5q11-13 και των κλινικών και ιστολογικών χαρακτηριστικών που αναφέρθηκαν 

παραπάνω δεν ανέδειξε καµία στατιστικά σηµαντική συσχέτιση. 

Πίνακας 8: Περιπτώσεις LOH προς το συνολο των αξιολογησιµων          
περιπτώσεων  

  1p36-

p36.2

1p32 1q21-q23 1q42-43 

Βαθµός 

διαφοροποίησης 

I-II 5/16 1/16 3/16 5/16 

 III 9/26 8/26 10/26 8/26 

∆ιήθηση 
λεµφαδένων 

+ 7/24 6/24 10/24 5/24 

 _ 9/26 5/26 6/26 10/26 

ΕΕΣ _ 11/29 6/29 2/29* 8/29 

 + 4/17 4/17 12/17* 6/17 

Μέγεθος Ογκου T1-T2 13/40 10/40 13/40 13/40 

 T3 3/10 1/10 4/10 2/10 

Λεµφαγγειακή 

διήθηση 

_ 10/23 6/23 4/23* 7/23 

 + 6/27 5/27 13/27* 8/27 
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Πίνακας 7: Χαρακτηριστικά των δεικτών που χρησιµοποιήθηκαν στα χρωµοσώµατα 2,3 και 5

∆είκτης Εντόπιση Μέγεθος (bp)
Θερµοκρασία 

Προςάρτησης (C0) LOH (%)

D2S119 2p16 102 55 8

D2S288 2p16 105 55 8

D2S2182 2p16 130 55 6

D2S2291 2p16 140 55 8

D3S1561 3p21-23 141 55 6

D3S1611 3p21-23 160 55 9

D3S1612 3p21-23 100 52 4

D3S1260 3p21-23 185 52 14

D5S427 5q11-13 155 52 4

D5S647 5q11-13 141 52 6
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D1S165

CRTM

MYCL1

D1S162
D1S116

D1S305

APOA2
D1S104

ACTN2
ANGIOTEN

D1S180

D1S416

CRP

CLN-1

D1S186

FGR-1

 
Σχήµα 4: Εντόπιση συγκεκριµένων δεικτών στο χρωµόσωµα 1 και απωλεια ετεροζυγωτίας σε 20 χαρακτηριστικά καρκινώµατα   

µαστού   Απώλεια ετεροζυγωτίας    Ετεροζυγωτία   Μη αξιολογησιµες (non informative) περιπτώσεις 
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Πίνακας 9: Συχνότητες LOH περιπτώσεων ανά κλινική/ιστολογική παράµετρο 
και p-values του Fisher Exact Test 
 
 
 
 
 
 
 p-value 
 1p36-

p36.2 
1p32 1q21-q23 1q42-43 

Βαθµός διαφ/ης 0.248 0.103 0.858 0.610 
Λεµφαδένες 0.464 0.149 0.981 0.302 
ΕΕΣ 0.131 0.136 0.012 0.912 
Μέγεθος όγκου 0.156 0.287 0.213 0.299 
Λεµφαγ/κη 
διηθηση 

0.556 0.487 0.004 0.158 

Πίνακας 10:  P-values των ανεξαρτήτων µεταβλητών λογιστικής 
παλινδρόµησης  
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5.5 Συζήτηση. 

H γενετική βάση του καρκίνου του µαστού έχει προκαλέσει το έντονο 

ενδιαφέρον των ερευνητών, ιδιαίτερα τη τελευταία δεκαετία. Έτσι, ενώ τα 

ογκογονίδια κατείχαν τη πρώτη θέση του ενδιαφέροντος στη προσπάθεια 

κατανόησης της µοριακής βάσης του καρκίνου, σήµερα τα ογκοκατασταλτικά 

γονίδια υπόσχονται να διδάξουν πολλά σε ότι αφορά τους µηχανισµούς της 

παθογένειας της νόσου. Η δυσκολία στη µελέτη τους υπόκεινται στο γεγονός 

ότι η απουσία τους από το κυτταρικό γονιδίωµα είναι αυτή που ευοδώνει τη 

καρκινογένεση.  

Ένας ικανοποιητικός αριθµός δεδοµένων αποδεικνύει ότι η κακοήθης 

εξαλλαγή απαιτεί τη διαδοχική συσσώρευση διαφόρων γενετικών αλλαγών. 

Ενεργοποίηση ογκογονιδίων και απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων µέσω µεταλλάξεων ή απώλεια τους καθώς και απώλεια της 

ικανότητας επιδιόρθωσης λαθών στο γενετικό υλικό, είναι µεταβολές ιδιαίτερα 

σηµαντικές για την ογκογενετική διαδικασία. 

Η µελέτη της απώλειας της ετεροζυγωτίας (LOH), αποτελεί τη κύρια  µέθοδος 

ανίχνευσης της ύπαρξης ογκοκατασταλτικών γονιδίων σε διάφορες θέσεις του 

γονιδιώµατος. Σε ότι αφορά στο χρωµόσωµα 1, το οποίο µελετήσαµε 

διεξοδικά στη παρούσα µελέτη, φαίνεται ότι η απώλεια της ετεροζυγωτίας 

συµµετέχει στην ογκογενετική διαδικασία πολλών καρκίνων, όπως του 

ηπατοκυτταρικού καρκινώµατος (Praml S, 1995), του καρκίνου του στοµάχου 

και του παχέος εντέρου (Ezaki T 1996, Kuroki T 1995), σε µεσοθηλίωµα 

(Taguchi T, 1993), νευροβλάστωµα (Maris JM, 1995) και µη- µικροκυτταρικό 

καρκίνο του πνεύµονα (Gasparian AV,1998).  
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Σε ότι αφορά στο καρκίνο του µαστού, έχει µελετηθεί η απώλεια της 

ετεροζυγωτίας σε διάφορες θέσεις του χρωµοσώµατος 1 και έχει συσχετισθεί  

µε κλινικά δεδοµένα στη προσπάθεια εύρεσης προγνωστικών παραγόντων 

για καλύτερη θεραπευτική προσέγγιση των πασχόντων γυναικών.  

Στη παρούσα µελέτη, για πρώτη φορά έγινε συσχέτιση της 

απώλειας της ετεροζυγωτίας στη χρωµοσωµική θέση 1q21-23 µε δύο 

ανεξάρτητους ιστολογικούς παράγοντες τοπικής υποτροπής µετά από 

επέµβαση για καρκίνο του µαστού, το εκτεταµένο ενδοπορικό στοιχείο 

και την λεµφαγγειακή διήθηση πέριξ του όγκου. 

Η τοπική υποτροπή, τόσο µετά από επέµβαση διατήρησης του µαστού, 

όσο και µετά από µαστεκτοµή, αποτελεί ένα ιδιαίτερα τραυµατικό γεγονός για 

την ασθενή, καθώς πολλές φορές αυξάνει και το κίνδυνο για µεταστατική 

νόσο. Η τοπική υποτροπή και η µεταστατική νόσος αποτελούν εν µέρει 

ανεξάρτητα  µεταξύ τους γεγονότα, τόσο παθογενετικά, όσο και χρονικά. Κατά 

πόσο, σε κάποιες γυναίκες, η τοπική υποτροπή αποτελεί δείκτη ή την αιτία της 

µεταστατικής νόσου, παραµένει πρόβληµα στο οποίο δεν έχει δοθεί λύση 

(Veronesi U 1995, Voogd AC 1999), 

Στη προσπάθεια να καθορισθούν ασφαλή κριτήρια για την επιλογή της 

κατάλληλης χειρουργικής προσέγγισης (µαστεκτοµή/επέµβαση διατήρησης), 

έγινε συσχετισµός όλων των παραγόντων κινδύνου, τόσο για τοπική 

υποτροπή, όσο και για µεταστατική νόσο. Αναλύθηκαν τα αποτελέσµατα δύο 

µεγάλων µελετών, της EORTC και DBCG, µε συνολικό αριθµό 1772 ασθενών 

σταδίου Ι και ΙΙ. Συµπερασµατικά, φαίνεται πως η ηλικία κάτω των 35 ετών και 

το εκτεταµένο ενδοπορικό στοιχείο σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο τοπικής 

υποτροπής µετά από επέµβαση διατήρησης του µαστού, ενώ η λεµφαγγειακή 
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διήθηση πέριξ του όγκου αποτελεί παράγοντα κινδύνου, ανεξαρτήτου του 

τύπου της επέµβασης. Το µέγεθος του όγκου, η λεµφαδενική διήθηση, ο 

υψηλός βαθµός διαφοροποίησης και η λεµφαγγειακή διήθηση πέριξ του όγκου 

αποτελούν παράγοντες κινδύνου µεταστατικής νόσου, ανεξάρτητα από τη 

χειρουργική θεραπεία που επιλέχθηκε ( DBCCGroup and EORTC, 2001) 

Στη µελέτη µας έγινε συσχέτιση της απώλειας της ετεροζυγωτίας µε 

κάθε ένα από τους παραπάνω παράγοντες, που ευθύνονται τόσο για τοπική 

υποτροπή, όσο και για µεταστατική νόσο. ∆εν βρέθηκε καµιά στατιστικώς 

σηµαντική συσχέτιση µε το µέγεθος του όγκου, το βαθµό διαφοροποίησης  ή 

την ύπαρξη λεµφαδενικής διήθησης. Επίσης δεν υπήρξε σηµαντική συσχέτιση 

µεταξύ της απώλειας της ετεροζυγωτίας και της ηλικίας των ασθενών.  

Σε ότι αφορά τα ποσοστά LOH στις υπόλοιπες περιοχές του 

χρωµοσώµατος .ένα, είναι τέτοια που µας επιτρέπουν να συµπεράνουµε την 

ύπαρξη ογκοκατασταλτικών γονιδίων που σχετίζονται µε το καρκίνο του 

µαστού.  

Ο Tsukamoto και οι συνεργάτες του, έδειξαν ότι η απώλεια της 

ετεροζυγωτίας στη περιοχή 1p36 εµφανιζόταν συχνότερα σε επιθετικούς 

ιστολογικούς τύπους καρκινωµάτων µαστού (Tsukamoto K, 1998). Αργότερα 

η ίδια οµάδα συσχέτισε το υψηλό ποσοστό LOH στη περιοχή 1p36 (30%) µε 

αυξηµένο κίνδυνο υποτροπής και µείωση του ελευθέρου νόσου διαστήµατος 

επιβίωσης (disease-free survival), σε ασθενείς µε αρνητικούς µασχαλιαίους 

λεµφαδένες (Utada Y, 2000). Τα παραπάνω συµπεράσµατα έγιναν µε βάση 

τη παρακολούθηση των ασθενών µετεγχειρητικά και όχι µετά από συσχέτιση 

µε επιµέρους ιστολογικούς παράγοντες.   
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Η συσχέτιση αυξηµένου ποσοστού LOH στη περιοχή 1p µε χαµηλής 

διαφοροποίησης ηπατοκυτταρικό καρκίνο (Kuroki T, 1995) καθώς και µε 

κακοήθη εξαλλαγή µηνιγγιώµατος ( Ishino S, 1998) αποτελούν επιπλέον 

ενδείξεις για ύπαρξη ογκοκατασταλτικών γονιδίων, των οποίων η απώλεια ή 

απενεργοποίηση παίζει σπουδαίο ρόλο στη καρκινογένεση.  

Στη παρούσα µελέτη χρησιµοποιήσαµε 8 πολυµορφικούς δείκτες  για 

τις περιοχές 1p32 και 1p36-36.2. Τα ποσοστά LOH είναι 22% και 32% 

αντίστοιχα. ∆εν ευρέθη καµία στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση µε κλινικά ή 

ιστολογικά χαρακτηριστικά, αντίθετα µε τις µελέτες που προαναφέρθηκαν. Το 

γεγονός αυτό πιθανό να οφείλεται στο διαφορετικό υλικό ασθενών, δεδοµένου 

ότι στο δικό µας υλικό περιλαµβάνονται ασθενείς µε πορογενή και λοβιακά 

καρκινώµατα µαστού καθώς και ασθενείς µε διηθηµένους µασχαλιαίους 

λεµφαδένες. Είναι λοιπόν πιθανό να θεωρήσουµε ότι η απώλεια 

ετεροζυγωτίας στη συγκεκριµένη περιοχή σχετίζεται µε συγκεκριµένα  

χαρακτηριστικά που εµφανίζονται σε σπανιότερους ιστολογικούς τύπους  

καρκινωµάτων µαστού καθώς και σε πρωιµότερες µορφές της νόσου. 

Αντίθετα µε τον βραχίονα p του χρωµοσώµατος 1, ο βραχίονας q δεν έχει 

µελετηθεί εκτενώς, ιδιαίτερα σε ότι αφορά το καρκίνο του µαστού. Στη δική 

µας µελέτη χρησιµοποιήσαµε  7 πολυµορφικούς δείκτες για τον έλεγχο της 

απώλειας της ετεροζυγωτίας στη περιοχή 1q 21-23 και 1q 42-43. Και στις δύο 

παραπάνω χρωµοσωµικές περιοχές το ποσοστό LOH ήταν τέτοιο που να µας 

επιτρέψει να συµπεράνουµε την ύπαρξη ογκοκατασταλτικών γονιδίων στις 

περιοχές (34% και 30% αντίστοιχα). Στη περιοχή q42-43 δεν παρατηρήθηκε 

καµία στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση µε κλινικά και ιστολογικά 

χαρακτηριστικά των καρκίνων που µελετήθηκαν. Στη χρωµοσωµική περιοχή 
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1q 21-23 βρέθηκε πως οι όγκοι που εµφανίζουν συχνότερα απώλεια της 

ετεροζυγωτίας είναι αυτοί που εµφανίζουν δύο σηµαντικές ιστολογικές 

παραµέτρους, το εκτεταµένο ενδοπορικό στοιχείο και τη λεµφαγγειακή 

διήθηση πέριξ του όγκου. Και τα δύο παραπάνω ιστολογικά χαρακτηριστικά 

αποτελούν ανεξάρτητους δείκτες τοπικής υποτροπής του όγκου, ενώ η 

λεµφαγγειακή διήθηση αποτελεί, όπως αναφέρθηκε παραπάνω και 

ανεξάρτητο δείκτη µεταστατικής νόσου. Άλλοι παράγοντες, που βιβλιογραφικά 

σχετίζονται µε τη τοπική υποτροπή και τις αποµακρυσµένες µεταστάσεις, είναι 

το µέγεθος του όγκου, ο βαθµός διαφοροποίησης, η διήθηση των 

µασχαλιαίων λεµφαδένων και η ηλικία της ασθενούς. ∆εν βρέθηκε καµία 

στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση µε κανένα από τους παραπάνω 

παράγοντες και την απώλεια ετεροζυγωτίας στη περιοχή 1q 21-23. 

Πώς όµως µεταφράζεται η παραπάνω συσχέτιση και ποια  είναι εν τέλει η 

σπουδαιότητα της;  

Στη προσπάθεια εύρεσης νέων προγνωστικών δεικτών προκειµένου να 

καθορισθεί µε επιτυχία ο θεραπευτικός χειρισµός που χρειάζεται η κάθε 

ασθενής, µειώνοντας στο ελάχιστο δυνατό τις επιπλοκές, η µοριακή βιολογία 

χρησιµοποιείται ευρέως τόσο στην επιλογή της κατάλληλης υπάρχουσας  

θεραπείας, όσο και στη είσοδο νέων θεραπευτικών πρωτοκόλλων για 

συγκεκριµένες οµάδες ασθενών. Η υπερέκφραση του γονιδίου HER-2/neu 

(human epidermal factor receptor-2) σε αναδροµικές κλινικές µελέτες φαίνεται 

πως σχετίζεται µε ανθεκτικότητα στο χηµειοθεραπευτικό σχήµα CMF και στη 

χορήγηση ταµοξιφένης (Stal O 1995, Borg A 1994). Σήµερα πλήθος τεχνικών 

βρίσκονται στη διάθεση µας για µέτρηση του HER2/neu, µε σκοπό το 

καθορισµό του χηµειοθεραπευτικού σχήµατος. Επιπλέον, το µονοκλωνικό 
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αντίσωµα που στοχεύει στη πρωτεΐνη HER2, το transtuzumab (Herceptin) 

αποτελεί το πρώτο βιολογικό παράγοντα που χρησιµοποιείται σε µεταστατικό 

καρκίνο του µαστού µε υπερέκφραση της HER2, µε καλά αποτελέσµατα 

(Cobleigh M, 1998).    

Η παρατήρηση ότι η µεθυλίωση στις περιοχές εκκίνησης των 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων αποτελεί την απενεργοποίηση τους (Shahjehan 

A, 2001) οδήγησε την έρευνα στη προσπάθεια εύρεσης παραγόντων 

αποµεθυλίωσης, όπως τα ρετινοειδή, τα οποία ήδη χρησιµοποιούνται σε 

πρωτόκολλα χηµειοπροφύλαξης και θεραπείας πολλών καρκίνου, 

συµπεριλαµβανοµένου και του καρκίνου του µαστού (Sporn MB, 2000).  

Τα παραπάνω αποτελούν µερικές από τις εφαρµογές της µοριακής 

βιολογίας στη πρόληψη και θεραπεία του καρκίνου. Η παρατήρηση ότι 

ογκοκατασταλτικά γονίδια σε συγκεκριµένες θέσεις του ανθρώπινου 

γενώµατος σχετίζονται µε συγκεκριµένους παράγοντες τοπικής υποτροπής 

του καρκίνου του µαστού ενδεχοµένως να αποτελεί την αρχή για την εύρεση 

της οµάδας εκείνης των γυναικών στις οποίες η τοπική υποτροπή θα 

σχετίζεται αιτιολογικά µε τη µεταστατική νόσο. Επιπλέον, θα είναι ίσως δυνατό 

να εξατοµικευτεί το είδος της χειρουργικής επέµβασης, µε σκοπό την αύξηση 

του διαστήµατος επιβίωσης ελεύθερου νόσου (disease free survival). 

Στο δεύτερο µέρος της µελέτης µας, εστιάσαµε το ενδιαφέρον µας στο 

φαινόµενο της απώλειας της ετεροζυγωτίας στα γονίδια του συστήµατος 

επιδιόρθωσης κακοζευγαρωµένων βάσεων (mismatch repair genes). Τα 

γονίδια αυτά, έχουν ένα γενικότερο ρόλο στη διασφάλιση της ακεραιότητας  

της γενετικής πληροφορίας και η αναγνώριση του ρόλου τους στη 

καρκινογένεση διευκολύνθηκε πολύ από τη παρατήρηση του γεγονότος ότι οι 
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όγκοι µε ελάττωµα στο σύστηµα επιδιόρθωσης εµφανίζουν αστάθεια των 

αλληλουχιών του µικροδορυφορικού DNA (Αaltonen L, 1993). Επιπλέον, 

όπως και στα ογκοκατασταλτικά γονίδια, τα µεταλλαγµένα γονίδια του 

συστήµατος επιδιόρθωσης έχουν συνήθως υπολειπόµενο χαρακτήρα και η 

κληρονοµικότητα του φαινότυπου της νόσου µε τον επικρατή χαρακτήρα, 

αντανακλά το υψηλό ποσοστό δεύτερου χτυπήµατος (second-hit) γεγονότων 

κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής ζωής του ατόµου.    

Μελέτες µικροδορυφορικής αστάθειας σε σποραδικό  καρκίνο του 

µαστού έδειξαν ότι ελαττωµατικό σύστηµα επιδιόρθωσης ενδεχοµένως 

εµπλέκεται στη παθογένεια της νόσου ( Yee CJ 1994, Paulson TJ 1996).  

Ο Benachenhou και οι συνεργάτες του   (Βenachenhou N, 1999) µελετώντας 

22 καρκινώµατα µαστού για απώλεια της ετεροζυγωτίας στις περιοχές 3p21  

και 5q11-q13 κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι οι παραπάνω περιοχές που 

αντιστοιχούν στα γονίδια επιδιόρθωσης hMLH1 και hMSH3 εµφανίζουν 

αυξηµένο ποσοστό LOH (46% και 23% αντίστοιχα). 

Στη δική µας µελέτη τα ποσοστά LOH για στις παραπάνω 

χρωµοσωµικές θέσεις είναι 16% και 8% αντίστοιχα. Η διαφορά αυτή πιθανό 

να οφείλεται στο διαφορετικό υλικό ασθενών, δεδοµένου ότι στη πρώτη 

µελέτη το 50% των ασθενών είχαν µεταστατική νόσο και ως εκ τούτου το 

φαινόµενο της απώλειας της ετεροζυγωτίας στις περιοχές των γονιδίων του 

συστήµατος επιδιόρθωσης να αποτελεί µοριακό γεγονός που συµµετέχει σε 

µηχανισµούς µεταστατικότητας του όγκου.       
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Συνοπτική περιγραφή συµπερασµάτων 
Μελετήσαµε το φαινόµενο της απώλειας της ετεροζυγωτίας (LOH),σε 

πενήντα  χειρουργήσιµους καρκίνους του µαστού. Στόχος µας η εύρεση 

χρωµοσωµικών θέσεων µε πιθανή ύπαρξη ογκοκατασταλτικών γονιδίων.  

Συνοπτικά τα συµπεράσµατα µας είναι τα εξής : 

1. Μελετήσαµε την εµφάνιση LOH στη χρωµοσωµική θέση 1p36-36.2, 

χρησιµοποιώντας 4 πολυµορφικούς δείκτες (D1S165, FGR-1, CRTM, 

D1S186). Το ποσοστό LOH είναι 32% (16/50). 

2. Συσχετίστηκε το φαινόµενο της απώλειας της ετεροζυγωτίας µε κλινικά 

και ιστολογικά χαρακτηριστικά των υπό µελέτη καρκίνων και 

συγκεκριµένα µε την ηλικία των ασθενών, το στάδιο της νόσου, το 

µέγεθος του όγκου, το βαθµό διαφοροποίησης, το εκτεταµένο 

ενδοπορικό στοιχείο και τη λεµφαγγειακή διήθηση πέριξ του όγκου. Για 

τη περιοχή 1p36-36.2 δεν παρατηρήθηκε καµία στατιστικά σηµαντική 

συσχέτιση. 

3. Η χρωµοσωµική θέση 1p32 εµφανίζει LOH σε 11 από τις 50 

περιπτώσεις (22%), χρησιµοποιώντας τους δείκτες MYCL1, CLN-1, 

D1S162 και D1S116.    

4. ∆εν πιστοποιήθηκε στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ του 

φαινοµένου LOH στη θέση 1p32 και κλινικά και ιστολογικά 

χαρακτηριστικά, πλην της θετικής συσχέτισης του δείκτη D1S116 και 

της ύπαρξης διηθηµένων µασχαλιαίων λεµφαδένων (p=0.01). 

5. Η περιοχή 1q21-23 ελέγχθηκε µε τους πολυµορφικούς δείκτες D1S305, 

D1S305, CRP, APOA2 και D1S104 για εµφάνιση LOH. Το ποσοστό 

LOH είναι 34%(17/50). 
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6. Βρέθηκε στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ της απώλειας της 

ετεροζυγωτίας στη περιοχή 1p21-23 και δύο ιστολογικών παραµέτρων, 

του εκτεταµένου ενδοπορικού στοιχείου και της λεµφαγγειακής 

διήθησης πέριξ του όγκου (p<0.01 και p<0.04 αντίστοιχα). Και τα δύο 

ιστολογικά χαρακτηριστικά αποτελούν ανεξάρτητους παράγοντες 

τοπικής υποτροπής µετά από χειρουργική επέµβαση. 

7. Η χρωµοσωµική περιοχή 1q42-43 εµφανίζει LOH σε ποσοστό 

30%(15/50). Χρησιµοποιήθηκαν οι δείκτες D1S416, ACTN2, 

ANGIOTEN και  D1S180. 

8. ∆εν παρατηρήθηκε στατιστική συσχέτιση της παραπάνω 

χρωµοσωµικής περιοχής µε κλινικά και ιστολογικά χαρακτηριστικά. 

9. Ελέγχθηκε το φαινόµενο της απώλεια στης ετεροζυγωτίας, ως µοριακό 

συµβάν στις θέσεις τις αντιστοιχούσες στα γονίδια του συστήµατος 

επιδιόρθωσης (mismatch repair genes) hMSH2, hMLH1 και hMSH3. Η 

χρωµοσωµική θέση 2p16 (hMSH2), χρησιµοποιώντας τους δείκτες  

D2S288, D2S119, D2S2182 και D2S2291. Η περιοχή 3p21-23 

(hMLH1) µε τους δείκτες D3S1561, D3S1611, D3S1612 και D3S1260. 

Τέλος η περιοχή 5q11-13 µε τους δείκτες D5S647 και D5S427. Τα 

ποσοστά εµφάνισης LOH στις παραπάνω περιοχές είναι 12%, 16% και 

8% αντίστοιχα.     
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