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B. EI∆IKO MEPOΣ 
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6.2.3 Eκχύλιση DNA από κυτταρικές σειρές       52 
6.2.4 Aποµόνωση χρωµοσωµικού DNA από περιφερικό αίµα.    52 
6.3. Aλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR)     53 
6.3.1 Aρχές της µεθόδου         53 
6.3.2 Pυθµιστικοί παράγοντες της PCR       54 
6.3.3. Pυθµιστικά διαλύµατα της PCR       55 
6.3.4. Σχεδιασµός εκκινητών και συνθήκες των αντιδράσεων PCR    56 
Πίνακας 6.1.           59 
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Σχήµα 6.3           63 
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6.6.1. Xρώση µε βρωµιούχο εθίδιο        65 
6.6.2. Xρώση µε νιτρικό άργυρο        65 
6.7 Στατιστική ανάλυση - Hλεκτρονική επεξεργασία     65 
 εικόνας 
6.8. Eταιρείες προέλευσης των υλικών       66 
 
KEΦAΛAIO 7ο 
AΠOTEΛEΣMATA 
 
7.1 Aνίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα γονίδια ras    68 
 καθώς και των ιών HPV, σε αλλοιώσεις του γυναικείου     68 
γεννητικού συστήµατος. 
7.1.1. Aνίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα γονίδια ras      68 
και των ιών HPV σε χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό δείγµατων  
µε προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
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7.1.1.1 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν και κυτταρολογική εξέταση    68 
7.1.1.2 Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων ras  σε χρωσµένο     69 
κυτταρολογικό υλικό κατά Παπανικολάου. 
Eικόνα 7.1 .           70 
Eικόνα 7.2 .           70 
Πίνακας 7.1.           71 
7.1.1.3 Aνίχνευση και τυποποίηση των ιών HPV σε      71 
 χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό 
 δείγµατων µε προκαρκινικές αλλοιώσεις  
και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
Πίνακας 7.2           72 
Πίνακας 7.3           73 
Πίνακας 7.4           74 
Εικόνα 7.3           75 
Εικόνα 7.4           75 
7.2. Aνίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα γονίδια ras    76 
 σε χρωσµένα µε τεχνική Παπανικολάου ασκιτικά υγρά  
και περιτοναϊκά εκπλύµατα από δείγµατα καρκίνου των ωοθηκών  
7.2.1 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν από ασκιτικά υγρά      76 
και περιτοναϊκά εκπλύµατα και ιστολογική διάγνωση. 
7.2.2 Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων ras  σε χρωσµένα      77 
ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές εκπλύσεις δείγµατων µε καρκίνο ωοθηκών. 
7.2.3 Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων ras  σε       78 
χρωσµένα ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές εκπλύσεις 
 σε δείγµατα µε κυσταδένωµα. 
Πίνακας 7.5           79 
Πίνακας 7.6           80 
Πίνακας 7.7.           81 
Eικόνα 7.5.           81 
7.3 Aνίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53     82 
σε HPV θετικές αλλοιώσεις του γυναικείου γεννητικού συστήµατος. 
7.3.1 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν και κυτταρολογική εξέταση    82 
7.3.2 Tυποποίηση των ιών HPV σε χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό   82 
 δείγµατων µε προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
Πίνακας 7.8.           83 
Πίνακας 7.9           83 
7.3.3 Aνίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53     84 
σε HPV θετικές αλλοιώσεις του γυναικείου γεννητικού συστήµατος 
 καθώς και σε δείγµατα ελέγχου. 
Πίνακας 7.10           85 
Eικόνα 7.6.           86 
Eικόνα 7.7.           86 
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KEΦAΛAIO 8ο 
ΣYMΠEPAΣMATA-ΣYZHTHΣH 
 
8.1 Εισαγωγή          87 
8.2 Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων των γονιδίων ras     87 

σε χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό δείγµατων µε προκαρκινικές 

 αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
8.2.1 Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων των γονιδίων     87 

 ras σε αλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας. 

8.2.2 Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων των γονιδίων     89 
 ras χρωσµένα ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές εκπλύσεις  
δείγµατων µε καρκίνο ωοθηκών. 
8.3 Ανίχνευση του ιού HPV σε χρωσµένο κυτταρολογικό     91 
υλικό δείγµατων µε προκαρκινικές αλλοιώσεις  
και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
8.4 Συσχέτιση της ανίχνευσης του ιού HPV σε       93 
χρωσµένα κολποτραχηλικά επιχρίσµατα µε την κυτταρολογική 
 και ιστολογική διάγνωση 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 Η πολυσταδιακή και πολυπαραγοντική φύση της καρκινογένεσης έχει 
οδηγήσει σε σηµαντικές εντατικές µελέτες που εστιάζονται στον ερευνητικό τοµέα 
των ογκογονιδίων, των ογκοκατασταλτικών γονιδίων καθώς και η συµµετοχή ιών 
στην ανάπτυξη συγκεκριµένων µορφών καρκίνου.  Η συµµετοχή συγκεκριµένων 
κυτταρικών και ιϊκών γονιδίων στο γυναικολογικό καρκίνο ιδιαίτερα καθώς και η 
προσπάθεια αναζήτησης του επακριβούς ρόλου τους, αποκτά ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
λόγω της υψηλής συχνότητας εµφάνισης των µορφών αυτών νεοπλασίας. Η 
συνεργασία πολλών γενετικών παραγόντων και γενετικών µεταλλάξεων καθώς και 
γενετικών πολυµορφισµών για την δηµιουργία της καρκινογένεσης του γεννητικού 
συστήµατος, οδηγεί στην µελέτη των αλληλεπιδράσεων των γενετικών αυτών 
φαινοµένων, της συσχέτισης ιών και ξενιστή και των περιβαλλοντικών παραγόντων 
στην προσπάθεια ερµηνείας της καρκινογένεσης. 
 Στην παρούσα µελέτη έγινε προσπάθεια ανίχνευσης ενεργοποιηµένων 
ογκογονιδίων ras σε προκαρκινικές και νεοπλαστικές αλλοιώσεις χρωσµένων 
κυτταρολογικών παρασκευάσµατων από  δείγµατα τραχήλου του γυναικείου 
γεννητικού συστήµατος. Συγχρόνως, η ενεργοποίηση των γονιδίων ras ανιχνεύθηκε 
και σε χρωσµένα παρασκευάσµατα  ασκιτικών υγρών και περιτοναϊκών εκπλυµάτων  
από ασθενείς µε καρκίνο ωοθηκών. Ανιχνεύθηκε επίσης, η συµµετοχή του ιού του 
θηλώµατος του ανθρώπου (ΗPV) και η τυχούσα αλληλεπίδραση µεταξύ της ιϊκής 
µόλυνσης και της ενεργοποίησης των ογκογονιδίων ras στα δείγµατα που 
µελετήθηκαν. Ταυτόχρονα έγινε προσπάθεια ανίχνευσης των συσχετίσεων µεταξύ 
των κλινικοπαθολογικών παραµέτρων των ασθενών και της ενεργοποίησης των 
ογκογονιδίων ras και της ιϊκής µόλυνσης. Στα δείγµατα που βρέθηκαν να φέρουν ιϊκή 
µόλυνση µε ιό HPV υψηλής επικινδυνότητας έγινε προσδιορισµός της γενετικής 
σύστασης γενετικών τόπων του γονιδίου της p53 µε σκοπό την πιθανή συσχέτιση 
συγκεκριµένων πολυµορφισµών µε µεγαλύτερη προδιάθεση για την καρκινογένεση 
του τραχήλου της µήτρας ενώ όλα τα αποτελέσµατα επεξεργάστηκαν στατιστικά για 
πιθανές συσχετίσεις µεταξύ τους. 
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 Από την παρούσα µελέτη προκύπτει ότι το ογκογονίδιο K-ras απαντάται 
συχνότερα ενεργοποιηµένο σε σχέση µε τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας ras στις 
αλλοιώσεις που µελετήθηκαν, χωρίς ωστόσο να αποκλείεται η συµµετοχή ιδιαίτερα 
του γονιδίου H-ras αλλά και του Ν-ras. Η υψηλότερη συχνότητα ενεργοποίησης του 
ογκογονιδίου K-ras παρατηρείται στους καρκίνους ωοθηκών αλλά και τραχήλου της 
µήτρας (47% και 30% αντίστοιχα). Η ενεργοποίηση φαίνεται να συµβαίνει τόσο σε 
πρώϊµα, όσο και σε όψιµα στάδια οπότε τα ενεργοποιηµένα ογκογονίδια ras 
µπορούν να αποτελέσουν προγνωστικούς δείκτες για µετάπτωση σε αλλοίωση 
υψηλού βαθµού, είτε εναλλακτικούς µηχανισµούς καρκινογένεσης  ενώ δεν 
αποκλείεται η χρήση τους ως δείκτες κινδύνου αυξηµένης πιθανότητας µετάστασης. 
 Όσον αφορά τις ιϊκές λοιµώξεις η ανίχνευση των ιών HPV φαίνεται να 
παρουσιάζει σηµαντική συσχέτιση µε την καρκινογένεση του τραχήλου της µήτρας 
και ιδιαίτερα εµπλέκονται τύποι υψηλού κινδύνου του ιού. Βασισµένοι στα ερευνητικά 
ευρήµατα της µελέτης αυτής η οµοζυγωτία της αργινίνης στο κωδικόνιο 72 του 
γονιδίου της p53 εµφανίζεται, σε δείγµατα που φέρουν ιό HPV υψηλού κινδύνου, να 
αποτελεί πιθανό παράγοντα ανίχνευσης της προδιάθεσης των ασθενών για 
ανάπτυξη καρκίνου στον τράχηλο της µήτρας.  
Η ταυτόχρονη ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα ογκογονίδια ras και της 
µόλυνσης µε κάποιο τύπο HPV ιδιαίτερα αν αυτός ανοίκει στην οµάδα υψηλού 
κινδύνου, αποτελεί πιθανώς ένα σηµαντικό βήµα για τη δηµιουργία µέρους των 
καρκίνων αυτών, ενώ δεν αποκλείεται η αλληλεπίδραση και η συνεργιστική δράση µε 
άλλους παράγοντες. 
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ABSTRACT 
 
 The multi-event nature of carcinogenesis has led to extensive studies focusing 
on the involvement of several cellular oncogenes, oncosuppressor genes, viral genes  
and their combined participation in the development of human cancers. The 
collaboration of a variety of genetic factors, gene mutations and specific gene 
polymorphism in female genital cancer lesions and their interactions and correlation 
with their host and the environment have also been extensively studied.  
 In the present study, the pattern of point mutations at codon 12 of the K-ras, 
H-ras and N-ras genes was investigated, using the polymerase chain reaction and 
restriction fragment length polymorphism analysis, in human cytological specimens 
from female genital malignant and premalignant lesions.In parallel, the pattern of 
point mutations at codon 12 of the K-ras, H-ras and N-ras genes was studied in 
malignant cytological specimens of ovarian adenocarcinoma peritoneal and ascitic 
fluids. The purpose of this study was also to detect and identify the human 
papillomaviruses in stained cervical smears and to correlate them with the other 
parameters studied and with the clinicopathological parameters of the patients. 
Regarding the association between p53 polymorphisms and risk for HPV-associated 
cervical cancer. It has been reported that patients with the arginine form have a 
higher risk of developing cervical cancer than those with the proline form.  
 In the lesions examined, K-ras gene activation by codon 12 point mutations, 
was the most frequent alteration observed, mutations of H-ras and N-ras were also 
found although at lower rates. The highest incidence of K-ras mutations was found in 
ovarian cancer, followed by in cervical cancer (47% and 30% respectively). Activation 
occurs in early as well as in late stages. It is suggested that activated ras genes 
could serve as genetic indicators for progression of a lesion to a higher grade, or 
even as indicators for metastasis. HPV viruses were found to be strongly implicated 
in the development of cervical lesions, the high risk HPV types were 
overrepresented. Based on the findings of this study, it is suggested that p53 Arg 
homozygosity at codon 72 could represent a potential risk factor for the 
tumorigenesis of high risk HPV-associated cervical cancer. 
 In conclusion, ras activation combined with HPV infection particularly by a high risk 
type of the virus may be an important step in the development of a substantial 
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numbers of cervical carcinomas, while their interactions with other genes or events 
may also be involved. 
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KEΦAΛAIO ΠPΩTO 

 

Η ΜΟΡΙΑΚΗ ΚΑΙ ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΒΑΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 

 

 

1.1. Γενικά 

 

 Tο ανθρώπινο σώµα αποτελείται από εκατοµµύρια κύτταρα. Η ζωή κάθε 

ανθρώπινου κυττάρου διέπεται από θεµελιώδεις κανόνες: κάθε κύτταρο προέρχεται από 

διαίρεση ενός προϋπάρχοντος (κυτταρικός πολλαπλασιασµός), ενώ όλα, σε άλλη στιγµή 

το καθένα, θα πεθάνουν. Επιπλέον, η µορφολογική και φυσιολογική προσαρµογή για την 

επιτέλεση συγκεκριµένων λειτουργιών (διαφοροποίηση) καταλήγει στην οργάνωση των 

κυττάρων σε οµάδες (ιστοί, όργανα).  

 H ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, των επιµέρους λειτουργιών και του 

θανάτου επιτελείται µέσω των γενετικών πληροφοριών που τα κύτταρα φέρουν στο 

γονιδίωµά (DNA) τους. Οι γενετικές πληροφορίες ρυθµίζουν επίσης τις δοµικές και 

λειτουργικές σχέσεις των κυττάρων µέσα στα όργανα και τις αλληλεπιδράσεις των 

οργάνων µεταξύ τους. Το τελικό αποτέλεσµα των διεργασιών αυτών είναι η αρµονική 

συµβίωση και συνεργασία διαφορετικών οργανικών συστηµάτων για την επιτέλεση των 

πολύπλοκων λειτουργιών κάθε οργανισµού. 

 

1.2. Νεοπλάσµατα 

 

 Νεόπλασµα ονοµάζεται µια µάζα κυττάρων που προέρχονται από τον ανθρώπινο 

οργανισµό (ξενιστής), των οποίων όµως η ανάπτυξη δεν διέπεται από τους κανόνες που 

ισχύουν για τα φυσιολογικά κύτταρα και συνεπάγεται διαταραχές στη δοµή και 

λειτουργία του ξενιστή. Νεοπλάσµατα έχουν περιγραφεί σε όλους τους ιστούς του 

ανθρώπινου σώµατος. Τα νεοπλασµατικά κύτταρα ενδέχεται να προέρχονται από 

οποιαδήποτε από τις τρείς ανθρώπινες εµβρυολογικές βλαστικές στοιβάδες (ενδόδερµα, 

εξώδερµα, νευρόδερµα) ή και από περισσότερες στοιβάδες (µικτοί όγκοι). Tα 

νεοπλάσµατα διαιρούνται σε καλοήθη και κακοήθη, µε βάση συγκεκριµένα 
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παθολογοανατοµικά κριτήρια. Ένα κακόηθες νεόπλασµα ονοµάζεται και καρκίνος. 

Συχνότερες θέσεις ανάπτυξης καρκίνου αποτελούν ο πνεύµονας, το παχύ έντερο, ο 

προστάτης (άνδρες) και ο µαστός (γυναίκες). 

 

1.3. Iδιότητες των κακοήθων κυττάρων 

 

 Κάθε νεόπλασµα αποτελείται από δυο ειδών κύτταρα: τα καθ' εαυτόν κύτταρα του 

όγκου (παρέγχυµα) και κύτταρα του στρώµατος (συνδετικός ιστός και αιµοφόρα αγγεία) 

που έχουν σαν αποστολή τους την δοµική και τροφική υποστήριξη του όγκου. Tα 

παρεγχυµατικά κύτταρα παρουσιάζουν χαρακτηριστικές φαινοτυπικές ανωµαλίες: 

ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό, έλλειψη διαφοροποίησης, τάση διήθησης των γύρω ιστών 

και ανάπτυξη σε αποµακρυσµένες θέσεις (µετάσταση), καθώς και µειωµένη ευαισθησία 

στα κυτταροτοξικά φάρµακα. (Kastan, 1997).  

  H κυτταρική αναπαραγωγή που δε συνοδεύεται από ωρίµανση και 

διαφοροποίηση (αναπλασία) αποτελεί κύριο χαρακτηριστικό του καρκίνου (Tannock, 

1992). O ακατάσχετος ρυθµός πολλαπλασιασµού και ο σχηµατισµός νεόπλαστων 

αιµοφόρων αγγείων (αγγειογένεση) έχουν σαν αποτέλεσµα προοδευτική εισβολή του 

όγκου στους παρακείµενους ιστούς. H διήθηση αυτή δεν υπακούει σε ανατοµικούς 

κανόνες και συνεπάγεται καταστροφή των γειτονικών δοµών. Επιπλέον, οι διηθήσεις 

αιµοφόρων αγγείων, λεµφαγγείων και ανατοµικών κοιλοτήτων καταλήγουν σε καρκινικές 

εµφυτεύσεις σε αποµακρυσµένες θέσεις. H αυτονοµία και η συνεχής αναπαραγωγή των 

καρκινικών κυττάρων επιτρέπουν την ανάπτυξη νέων όγκων στις µεταστατικές εστίες. Oι 

µεταστάσεις ενδέχεται να υπερβούν σε µέγεθος τον πρωτοπαθή όγκο, ενώ συχνά δεν 

εµφανίζουν την ίδια συµπεριφορά στη θεραπεία µε αυτόν (Hart & Saini, 1992). 

 Οι ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων (αυξηµένος ρυθµός πολλαπλασιασµού,  

αγγειογένεση) ενδέχεται να εκφράζονται εν µέρει σε ορισµένα φυσιολογικά κύτταρα 

(εµβρυογένεση, επούλωση τραυµάτων). H έκταση όµως του φαινοµένου και η 

ακαταλληλότητα -περιστάσεων και χώρου- της εµφάνισής του χαρακτηρίζουν ένα 

φαινόµενο όπως τον καρκίνο. 

 

 

1.4. Βιολογική συµπεριφορά του καρκίνου 
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 H βιολογική συµπεριφορά ενός νεοπλάσµατος, κατ' επέκταση η φυσική πορεία 

της νόσου που αυτό προκαλεί, καθορίζεται από το βαθµό στον οποίο τα νεοπλασµατικά 

κύτταρα εµφανίζουν τις παραπάνω ανωµαλίες. Υπεισέρχονται, επιπλέον, παράγοντες που 

σχετίζονται µε τον ξενιστή. O καρκίνος, εποµένως, ως νόσος χαρακτηρίζεται από µεγάλη 

ετερογένεια, εάν επιπλέον ληφθεί υπόψη και το πολυδύναµο της πιθανής προέλευσης των 

παρεγχυµατικών κυττάρων. H ταχύτητα τοπικής εξάπλωσης και το χρονικό σηµείο 

εµφάνισης των µεταστάσεων µπορεί να ποικίλουν σηµαντικά ακόµη και ανάµεσα σε 

περιπτώσεις του ίδιου τύπου καρκίνου. Παρόλ' αυτά, δεν απαντώνται σε καλοήθεις 

όγκους, οι οποίοι εµφανίζουν τάση αυτοπεριορισµού. Αντιθέτως, η αυτόνοµη και 

αδιάκοπη ανάπτυξη του καρκίνου συνεπάγεται, επί αποτυχίας θεραπευτικής αναχαίτισης, 

το θάνατο του ξενιστή. Αυτός επέρχεται είτε σαν αποτέλεσµα ανεπαρκούς κάλυψης των 

ενεργειακών αναγκών (καχεξία), είτε από αδυναµία υποστήριξης ζωτικών λειτουργιών 

λόγω διήθησης των οργάνων που τις επιτελούν, είτε τέλος σαν απότοκος επιπλοκών -

κυρίως ενδοκρινολογικών και νευρολογικών- που συνοδεύουν σαν επιφαινόµενα την 

ανάπτυξη του καρκίνου (παρανεοπλασµατικά σύνδροµα). 

 

1.5 Κυτταρικά ογκογονίδια 

 

 Ογκογονίδια είναι τα γονίδια των οποίων η δράση συνεισφέρει απευθείας στον 

καρκινικό φαινότυπο. Προέρχονται από φυσιολογικά κυτταρικά ή ιικά γονίδια (πρωτο-

ογκογονίδια). Όταν κάποιο πρωτο-ογκογονίδιο εξαλλαγεί µετατρέπεται σε 

ενεργοποιηµένο ογκογονίδιο. Tα ογκογονίδια δρουν κατά τρόπο επικρατή, δηλαδή η 

ενεργοποίηση ενός αλληλοµόρφου αρκεί για τη φαινοτυπική έκφραση της κακοήθειας. 

Ενεργοποιούνται, ως επί το πλείστον, στα σωµατικά κύτταρα των νοσούντων, η 

ενεργοποίησή τους εποµένως αποτελεί επίκτητο εξαλλακτικό συµβάν (Spandidos, 1986). 

Ενεργοποίηση πρωτο-ογκογονιδίων µπορεί να γίνει µετά από σηµειακή µετάλλαξη (point 

mutation), µετάθεση χρωµοσωµικού τµήµατος (chromosomal translocation), γονιδιακή 

επέκταση (gene amplification) ή αύξηση της µεταγραφικής έκφρασης του γονιδίου. Oι 

δυο πρώτοι µηχανισµοί οδηγούν σε απευθείας αλλοίωση του γονιδιακού προϊόντος, ενώ 

οι υπόλοιποι συνεπάγονται ενεργοποίηση µέσω παραγωγής του φυσιολογικού προϊόντος 

σε υπερβολικές ποσότητες. 
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 Έως σήµερα έχουν αναγνωριστεί περίπου 200 ογκογονίδια. Tα πρωτεϊνικά προϊόντα 

των πρωτο-ογκογονιδίων ασκούν δράσεις που γενικά προάγουν την κυτταρική ανάπτυξη, 

παρεµβαίνοντας στη ρύθµιση του πολλαπλασιασµού, της απόπτωσης, της σταθερότητας του 

DNA και της διαφοροποίησης. Όσον αφορά την κυτταρική εντόπιση και το βιοχηµικό ρόλο 

των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν τα ογκογονίδια, µπορούν να καταταχθούν στις εξής 

κατηγορίες: 

 

α. Aυξητικοί παράγοντες, όπως: το sis ογκογονίδιο που κωδικοποιεί για µια µορφή του 

αυξητικού παράγοντα παράγοντα που παράγεται από αιµοπετάλια (PDGF), o EGF, o TGF-a 

κ.α. Tα πρωτο-ογκογονίδια int-2 και hst/K-FGF είναι µέλη της γονιδιακής οικογένειας 

αυξητικών παραγόντων των ινοβλαστών. H υπερέκφραση των ογκογονιδίων αυτών είναι 

συνέπεια της µεταγραφικής τους απορρύθµιση, µε αποτέλεσµα την υπερέκφραση των 

φυσιολογικών πρωτεϊνών τους. 

 

β. ∆ιαµεµβρανικοί υποδοχείς µε δράση κινάσης τυροσίνης, όπως οι: erbB-1, erbB-2 και fms, 

καθώς και ενδοκυτταρικοί υποδοχείς µε δράση κινάσης τυροσίνης, όπως το erbA. 

 

γ. Κυτταροπλασµατικές κινάσες τυροσίνης, όπως οι: scr, abl, yes, οι οποίες φαίνεται να 

συµµετέχουν στη µετάδοση των σηµάτων που δέχεται το κύτταρο µέσω των υποδοχέων του. 

 

δ. Κυτταροπλασµατικές κινάσες σερίνης-θρεονίνης, όπως οι: raf και mos. 

 

ε. Κυτταροπλασµατικές πρωτεϊνες που δεσµεύουν νουκλεοτίδια γουανίνης, όπως οι ras. 

 

στ. Πυρηνικά ογκογονίδια, όπως τα: myc, jun, fos, myb, ski. H κυττταρική τους εντόπιση 

δεικνύει ότι θα πρέπει να εµπλέκονται στην αντιγραφή ή τη µεταγραφή του DNA ή ακόµα και 

στη διατήρηση της κυτταρικής δοµής. 

 

 

 

1.6 Ογκογονίδια σε γυναικολογικούς καρκίνους 
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Τράχηλος Μήτρας 

 O καρκίνος του τραχήλου της µήτρας αποτελεί το τρίτο πιο συχνό καρκινικό 

φαινόµενο στις γυναίκες παγκοσµίως και η συχνότητα του είναι αυξηµένη στις λιγότερο 

αναπτυγµένες χώρες. 

Ένας αριθµός προγνωστικών παραγόντων έχουν σχετιστεί µε την πρόοδο του καρκίνου 

του τραχήλου της µήτρας, συµπεριλαµβανοµένου του βάθους της προσβολής του 

στρώµατος, το βάθος της βλάβης και την ύπαρξη λεµφαδένων. Σύγχρονες µελέτες 

εµπλέκουν την οικογένεια των γονιδίων ras στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας 

παρόλο που οι µεταλλαγές σε αυτή την οικογένεια γονιδίων αναφέρονται λιγότερο συχνά 

σε κακοήθεις γυναικολογικές καταστάσεις. Oι µεταλλαγές αυτές συµβαίνουν κυρίως στο 

κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras. Επιπρόσθετα σε µελέτες σε γυναίκες στον Ελλαδικό 

χώρο, βρέθηκε ότι η συχνότητα των µεταλλαγών στο K-ras ανιχνεύθηκε σε ποσοστό 30% 

και στο H-ras σε ποσοστό 10% (Dokianakis, 1999). Oι µεταλλαγές στα γονίδια ras 

ανιχνεύθηκαν επίσης σε µη κακοήθεις βλάβες, γεγονός που συνηγορεί ότι τα γονίδια ras 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στα αρχικά στάδια της καρκινογένεσης του τραχήλου της 

µήτρας. (Dokianakis, 1998) 

Mε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων βρέθηκαν αυξηµένα επίπεδα της πρωτεΐνης 

RAS p21 σε κακοήθεις βλάβες σε αντίθεση µε καλοήθεις βλάβες και προκαρκινικές 

καταστάσεις. Στον µικρο-κυτταρικό τύπο καρκίνου πλακωδών κυττάρων, οι όγκοι που 

εµφάνιζαν αυξηµένα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης RAS p21 εµφάνιζαν καλύτερη 

πρόγνωση από τους όγκους µε αρνητική έκφραση. H έκφραση της πρωτεΐνης RAS p21 σε 

συσχέτιση µε τον ιστολογικό τύπο της βλάβης µπορεί συνεπώς να συναποτελέσουν 

προγνωστικούς παράγοντες σε ειδικούς ιστολογικούς τύπους καρκίνου του τραχήλου της 

µήτρας. (Field , 1990). Μεταλλαγές στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-ras, έχουν επίσης 

βρεθεί σε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και έχουν συσχετιστεί µε κακή πρόγνωση 

(Field , 1990). 

 H υπερέκφραση του γονιδίου myc έχει δειχθεί να αποτελεί συχνό γεγονός σε 

όγκους τραχήλου µήτρας που βρίσκονται σε προχωρηµένο στάδιο. Σε κάποιες µελέτες η 

υπερέκφραση ανιχνεύθηκε σε ποσοστό 35% στις συνολικές περιπτώσεις. H υπερέκφραση 

του ογκογονιδίου αυτού δεν αποτελεί συνέπεια της γονιδιακής επέκτασης που 

παρατηρήθηκε στο 8% των περιπτώσεων. H έκφραση αυτή συσχετίζεται µε την εµφάνιση 

βεβαρηµένων µορφών σε ενδοεπιθηλιακά καρκινώµατα του τραχήλου της µήτρας (τύποι 
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CIN II και III). Παρ' όλ' αυτά, οι ασθενείς µε υπερέκφραση του γονιδίου myc εµφάνισαν 

µεγαλύτερο κίνδυνο υποτροπής, ενώ η παράµετρος αυτή µπορούσε να θεωρηθεί ως 

σηµαντικότερος προγνωστικός παράγοντας για την συγκεκριµένη µορφή καρκίνου ακόµα 

και συγκρινόµενη µε τα επίπεδα λεµφαδένων (Field ,1990). 

 

Eνδοµήτριο 

 Oι καρκίνοι στο ενδοµήτριο µπορούν να διακριθούν σε αδενοκαρκινώµατα του 

ενδοµητρίου, που αποτελούν και την πλειονότητα των καρκίνων του ενδοµητρίου και 

απεικονίζονται µε την ανάπτυξη από ατυπική υπερπλασία του ενδοµητρίου σε 

περιβάλλοντα µε αυξηµένο ερεθισµό από οιστρογόνα. Σε αντίθεση, τα ορώδη 

καρκινώµατα είναι αντιπροσωπευτικό είδος στις µεγαλύτερες γυναίκες που εµφανίζουν 

ατροφία του ενδοµητρίου και δεν διαθέτουν τους τυπικούς προδιαθεσικούς παράγοντες 

για καρκίνο του ενδοµητρίου. (Sherman, 1995) 

 H υπερέκφραση του γονιδίου HER-2/NEU συναντάται στο 10% των 

αδενοκαρκινωµάτων του ενδοµητρίου και σχετίζεται µε την ενδοπεριτοναϊκή εξάπλωση 

της ασθένειας και µε κακή πρόγνωση. Tο γονίδιο myc εµφανίζει γονιδιακή επέκταση στο 

10% των περιπτώσεων. Έχουν επίσης περιγραφεί σηµειακές µεταλλαγές στο κωδικόνιο 

12 του γονιδίου K-ras σε περιπτώσεις υπερπλασίας του ενδοµητρίου, που µπορεί να 

αντιπροσωπεύει ένα πρώιµο γεγονός στην ανάπτυξη καρκίνου στο ενδοµήτριο. H 

υπερέκφραση του γονιδίου c-erbB-2 παρατηρείται συχνά σε ασθενείς σε προχωρηµένο 

στάδιο της νόσου και βαθιά προσβολή του µυοµητρίου. H υπερέκφραση του c-fms στον 

καρκίνο του ενδοµητρίου καθώς και η παρουσία του πρωτο-ογκογονιδίου tht που 

κωδικοποιεί τον υποδοχέα του CSF-1 (Colony Stimulating Factor), µπορούν να 

σκιαγραφήσουν µια οµάδα µε όγκους υψηλού κινδύνου (Spandidos, 2000). 

 

Ωοθήκες 

 Στα καρκινώµατα των ωοθηκών, οι µεταλλαγές του γονιδίου K-ras δεν δείχνουν 

να εµπλέκονται ως κύριοι παράγοντες στην παθογένεση του διηθητικού καρκίνου, 

πιθανολογείται όµως να έχουν σηµαντικό ρόλο στους οριακούς καρκίνους των ωοθηκών 

(borderline) που εµφανίζουν χαµηλό κακοήθες δυναµικό (Mok, 1993). H υπερέκφραση 

του ογκογονιδίου HER-2/NEU συναντάται σε ποσοστό 30% σε καρκίνους των ωοθηκών 

και η αυξηµένη έκφραση σχετίζεται µε µικρή επιβίωση (Berchuck, 1995).  
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 H γονιδιακή επέκταση του γονιδίου akt2 έχει ανιχνευθεί σε ποσοστό 12.1% από 

δείγµατα καρκίνου των ωοθηκών. H υπερέκφραση του γονιδίου akt2 µπορεί επίσης να 

εµφανιστεί σε καρκινώµατα ωοθηκών που δεν έχουν γονιδιακή επέκταση για το akt2. Oι 

αλλαγές στο αkt2 µπορεί συνεπώς να παίζουν σηµαντικό ρόλο στην καρκινογένεση των 

ωοθηκών και να σχετίζονται µε κακή πρόγνωση για τις ασθενείς. 

 

1.7 Oγκο-κατασταλτικά γονίδια  

 

 Tα ογκο-κατασταλτικά γονίδια προέρχονται (όπως και τα ογκογονίδια) από 

φυσιολογικά γονίδια. Kωδικοποιούν την φυσιολογική παραγωγή προϊόντων που ασκούν 

ανασταλτική επίδραση στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Tα ογκο-κατασταλτικά γονίδια 

συνεισφέρουν στον καρκινικό φαινότυπο κατά τρόπο υπολειπόµενο. Για την αλλαγή της 

κυτταρικής συµπεριφοράς, εποµένως, απαιτείται η λειτουργική απενεργοποίηση και των 

δύο αλληλοµόρφων ενός ογκο-κατασταλτικού γονιδίου (Knudson, 1986). 

 H ιδέα ύπαρξης γονιδίων που καταστέλλουν την ογκογένεση ξεκίνησε από την 

παρατήρηση ότι σε µελέτες υβριδισµού µεταλλαγµένων µε φυσιολογικά κύτταρα οι 

επίγονοι εµφάνιζαν µεταλλαγµένο φαινότυπο µόνον όταν συγκεκριµένα χρωµοσωµικά 

τµήµατα απουσίαζαν από το υβριδικό γονιδίωµα. Σύντηξη κακοήθων κυττάρων µε 

κύτταρα που δεν έφεραν ορισµένες καρκινικές ιδιότητες είχε σαν αποτέλεσµα καταστολή 

των ιδιοτήτων αυτών και επαναφορά στο µη καρκινικό φαινότυπo. H απώλεια του 

ογκογόνου δυναµικού µε την επανεµφάνιση των χρωµοσωµικών τµηµάτων απεδείκνυε 

ότι τα γονίδια που σχετίζονταν µε τις συγκεκριµένες περιοχές εκφράζονταν κατά τρόπο 

υπολειπόµενο. 

 

1.7.1. ∆ράση των ογκο-κατασταλτικών γονιδίων 

 

 Oι λειτουργίες των προϊόντων των ογκο-κατασταλτικών γονιδίων είναι ποικίλες 

και ετερογενείς. Ασκούνται σε διάφορα στάδια της κυτταρικής λειτουργίας, όπως οι 

τέσσερις φάσεις της διαίρεσης, η κυτταρική προσκόλληση (cell adhesion) και η ρύθµιση 

της µεταγραφής. Επιπλέον τα ογκο-κατασταλτικά γονίδια εµπλέκονται στη ρύθµιση του 

προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωση), µε τρόπο ώστε να την 

επιβραδύνουν ή αναστέλλουν.  
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 Oι κυριότεροι ρυθµιστές του κυτταρικού πολλαπλασιασµού είναι οι κινάσες που 

εξαρτώνται από κυκλίνες (Cyclin Dependent Kinases -CDKs). Πρόκειται για ενζυµατικά 

σύµπλοκα -συχνά προϊόντα πρωτο-ογκογονιδίων- που επάγουν τον κυτταρικό κύκλο ή 

εισάγουν το κύτταρο σε αυτόν, κατόπιν ενεργοποίησης από αυξητικούς παράγοντες 

(Harper, 1997). Tα φυσιολογικά προϊόντα ογκο-κατασταλτικών γονιδίων (π.χ. ink4, του 

γονιδίου p16) συνδεόµενα µε τις CDKs προκαλούν διακοπή του κυτταρικού κύκλου και 

αναστολή της φωσφορυλίωσης άλλων προϊόντων ογκο-κατασταλτικών γονιδίων (Rb), 

ισοδύναµη µε κυτταρική "ανάπαυση" στη µεσόφαση (Pavletich, 1999).  

 H ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου από τα ογκο-κατασταλτικά γονίδια επιτελείται 

σε συγκεκριµένα σηµεία ελέγχου (checkpoints) όταν συσσωρευµένες γενετικές βλάβες ή 

περιβαλλοντικές επιδράσεις καθιστούν επισφαλή την περαιτέρω κυτταρική διαίρεση. 

Tότε αναλαµβάνουν συγκεκριµένα προϊόντα γονιδίων (π.χ. p53) να αναστείλλουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό, επηρεάζοντας τη λειτουργία άλλων ογκο-κατασταλτικών 

γονιδίων-στόχων (π.χ. p21) (El-Deiry, 1993) ή αλληλεπιδρώντας µε ογκογονίδια (π.χ. ras, 

myc) (Mac Cormack, 1998). 

 

1.8 Oγκο-κατασταλτικά γονίδια σε γυναικολογικούς καρκίνους 

 

Tράχηλος µήτρας 

 H  p53 αποτελεί ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο και σχετίζεται µε µια πλειάδα 

όγκων. H p53 προσδένεται στο DNA και επάγει την µεταγραφή άλλων ρυθµιστικών 

γονιδίων, των οποίων τα προϊόντα προσδένονται στα σύµπλοκα της G1 κυκλίνης µε την 

πρωτεΐνη Cdk2. Tο σύµπλοκο αυτό βοηθά τα κύτταρα να περάσουν το σηµείο ελέγχου 

της φάσης G1. H p53 µπλοκάρει την δραστηριότητα κινάσης και εµποδίζει τα κύτταρα να 

προχωρήσουν στην φάση S και να αντιγράψουν το DNA τους. Συνεπώς η φυσιολογική 

λειτουργία της p53 είναι η διασφάλιση του σωστού διπλασιασµού των κυττάρων  µετά 

από βλάβη του DNA. H p53 λειτουργεί ως ελεγκτικό µέσο στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό σε στρεσογόνες καταστάσεις. Mεταλλαγές της απαντώνται σε ποσοστά 

µεγαλύτερα του 50% σε όλες τις µορφές καρκίνου. Tα εξώνια 5-8 που διαθέτουν υψηλό 

βαθµό συντήρησης αποτελούν τις πιο συχνά µεταλλαγµένες περιοχές της p53. 

Mεταλλαγές της p53 έχουν βρεθεί σε δείγµατα µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Oι 

µεταλλαγές αυτές σχετίζονται συνήθως µε ταυτόχρονη µόλυνση µε τους ιούς HPV.  
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 Tο γονίδιο p16 αποτελεί ένα άλλο ογκο-κατασταλτικό γονίδιο. H λειτουργία 

αυτού του γονιδίου είναι να εµποδίζει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου επιδρώντας 

άµεσα στην ενεργοποίηση µιας κυκλίνης/ κυκλινο-εξαρτώµενης κινάσης (CDK) (Κim, 

1998). Tο γονίδιο της p21 εδράζει στην χρωµοσωµική περιοχή 9q21. H σπουδαιότητα 

των γονιδίων αυτών είναι ότι αποτελούν δυνητικούς αναστολείς του συµπλόκου κυκλίνης 

D/ κινάσης 4. Tο γονίδιο αυτό εµπλέκεται σε ποικίλα είδη γυναικολογικών καρκίνων 

(Khleif, 1996, Hirama 1996). Σε πρόσφατες µελέτες το γονίδιο αυτό εµφανίζει χαµηλά 

επίπεδα έκφρασης σε ασθενείς µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. Oι γυναίκες αυτές 

εµφανίζουν συχνά µεταλλαγές στην ακολουθία του DNA στο γονίδιο p16 (Sano 1998, 

Kim 1998).  

   

Ενδοµήτριο 

 Σε περιπτώσεις καρκίνου του ενδοµητρίου εµφανίζονται συχνά µεταλλαγές ή 

ελλείµµατα στο γονίδιο της p53. Tο γεγονός αυτό µπορεί να αποτελέσει προγνωστικό 

παράγοντα για αυτή την κατηγορία όγκων (Blom 1998).  

 Tο ογκογονίδιο PTEN εµπλέκεται πιθανότατα σε διάφορα είδη καρκίνου. Σε 

αρκετούς όγκους είχαν βρεθεί ελλείµµατα στο χρωµόσωµα 10q23 και αυτό το γεγονός 

οδήγησε στην ανακάλυψη του γονιδίου PTEN. H πρωτεΐνη του έχει δράση κινάσης 

τυροσίνης και τενσίνης. Μεταλλαγές στο γονίδιο PTEN έχουν αναφερθεί σε 

γλοιοβλαστώµατα, σε όγκους µαστού, θυρεοειδούς αδένα, νεφρών και σε 

γυναικολογικούς καρκίνους. Σε αρκετές περιπτώσεις καρκίνου του ενδοµητρίου έχουν 

βρεθεί µεταλλαγές και ελλείµµατα στο γονίδιο PTEN. Επίσης, νέα στοιχεία εµπλέκουν τις 

µεταλλαγές στο γονίδιο p16 στο καρκινικό µετασχηµατισµό κυττάρων του ενδοµητρίου 

(Lu 1998, Munirajan 1998). 

 

Ωοθήκες 

 H απώλεια στη λειτουργία και οι µεταλλαγές της p53 θεωρούνται ότι εµπλέκονται 

στον καρκίνο των ωοθηκών. Oι αλλαγές αυτές θεωρείται πιθανό να µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως προγνωστικοί παράγοντες σε αυτή την γυναικολογική κακοήθεια 

(Zachos 1998, Jiang 1997, Marchetti 1997). To γονίδιο PTEN δε φαίνεται να εµπλέκεται 

σε σηµαντικό βαθµό στην καρκινογενετική πορεία των ωοθηκών.  
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 Tο γονίδιο BRCA1 είναι ένα ογκο-κατασταλτικό γονίδιο που χαρτογραφείται στο 

χρωµόσωµα 17q-23q. To γονίδιο αυτό εµπλέκεται πιθανώς στην επιδιόρθωση 

κατεστραµένου DNA στην ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, και στην διαφοροποίηση 

των κυττάρων (Radice 1997, Somasundaram 1997). H λειτουργία του γονιδίου έγινε 

γνωστή µετά την κλωνοποίηση του το 1994. Oι γυναίκες µε µεταλλαγές στο γονίδιο αυτό 

εµφανίζουν µεγαλύτερη πιθανότητα για καρκίνο ωοθηκών και µαστού. Oι ασθενείς µε 

κληρονοµικό καρκίνο ωοθηκών και µαστού εµφάνισαν ίδιες αντικαταστάσεις πέντε 

νουκλεοτιδίων στο εξώνιο 5 (Presneau 1998).  

 Oι µεταλλαγές και τα ελλείµµατα του γονιδίου p16 σχετίζονται σε µεγάλο βαθµό 

µε τον καρκίνο των ωοθηκών. Tα γονίδια nm23-H1 και nm23H2 εµπλέκονται γενικά 

στους γυναικολογικούς καρκίνους. Πιθανότατα τα γονίδια αυτά αποτελούν ρυθµιστές της 

µεταγραφής ενώ σχετίζονται µε την εξέλιξη µεταστάσεων σε καρκίνους ωοθηκών. 

 

1.9. Oγκογόνοι ιοί 

 

 Oι πρώτες ενδείξεις περί της συµµετοχής ιών στην ογκογενετική διαδικασία 

προήλθαν πριν από σχεδόν έναν αιώνα και η αξία της πληροφορίας αυτής αναγνωρίστηκε 

µε την απονοµή του βραβείου Nobel το 1968 στον Rous που ήταν ο εµπνευστής της 

ιδέας. Σήµερα υπάρχει αποδεδειγµένη συµµετοχή ιογενών λοιµώξεων στην αιτιολογία 

ενός στους επτά καρκίνους που συµβαίνουν παγκοσµίως (Zur Hausen, 1999), µε τον ιό 

του θηλώµατος του ανθρώπου (HPV) και τους ηπατοτρόπους ιούς (HBV, HCV) να 

ευθύνονται για πάνω από 80% των περιπτώσεων αυτών. Tόσο DNA, όσο και RNA ιοί 

µπορούν µε τη δράση τους να συµβάλλουν στη δηµιουργία όγκων στον άνθρωπο.  

 

1.9.1. DNA ογκογόνοι ιοί  

 

 Oι DNA ογκογόνοι ιοί (π.χ. HPV, HBV) έχουν την ικανότητα να ενσωµατώνουν 

περιοχές του γονιδιώµατός τους στο γενετικό υλικό των ξενιστών. Oι ιικές πρωτεΐνες 

εκφράζονται στα προσβεβληµένα κύτταρα, τροποποιώντας τη συµπεριφορά γονιδίων που 

εµπλέκονται στην καρκινογένεση. Mε τέτοιο µηχανισµό προκύπτει απενεργοποίηση του 

ογκο-κατασταλτικού γονιδίου p53 στο ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα, µετά από 

ενσωµάτωση του γονιδίου ORF X του ιού της Hπατίτιδος B στα ηπατοκύτταρα 
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πασχόντων από τη νόσο. Στο 70% περίπου των περιπτώσεων τραχήλου της µήτρας 

ανευρίσκονται τα στελέχη HPV16 και HPV17. Ενσωµάτωση των ιικών γονιδίων E6 και 

E7 στα καρκινικά κύτταρα οδηγεί σε απώλεια δράσης των ογκο-κατασταλτικών γονιδίων 

p53  και Rb (Münger1989, Scheffner 1990). 

 

1.9.2. Pετροϊοί 

 

 Oι RNA ογκογόνοι ιοί (ρετροϊοί) κατατάσσονται σε δυο κατηγορίες, ανάλογα µε 

το ογκογενετικό τους δυναµικό. Ορισµένοι επάγουν αµέσως και ταχέως καρκινικό 

φαινότυπο σε όλα τα κύτταρα τα οποία µολύνουν. Αυτοί οι ταχέως εξαλάσσοντες ιοί 

(transducing viruses) ενσωµατώνουν στο γονιδίωµά τους φυσιολογικά κυτταρικά γονίδια 

(πρωτο-ογκογονίδια) και µέσω µιας πολύπλοκης διαδικασίας τα µετατρέπουν σε 

ενεργοποιηµένα ογκογονίδια µέσα στο προσβεβληµένο κύτταρο. H µετατροπή 

(transduction) γίνεται µε απάλειψη ρυθµιστικών περιοχών του πρωτο-ογκογονιδίου, ή µε 

αύξηση της µεταγραφικής του δραστηριότητας (Herman and Coffin, 1987). Oι βραδέως 

εξαλάσσοντες (slowly transforming) ρετροϊοί προκαλούν καρκινική εξαλλαγή πολύ 

αργότερα από τη λοίµωξη και µετά από µεσολάβηση επιπρόσθετων αλλοιώσεων του 

DNA του ξενιστή. Στην περίπτωση αυτή, το RNA του ιού ενσωµατώνεται κοντά σε 

κυτταρικά πρωτο-ογκογονίδια, προκαλώντας αλλοιώσεις του γονιδιακού υποκινητή 

(promotor) ή ενισχυτή (enhancer) που καταλήγουν σε αυξηµένη µεταγραφή του εν λόγω 

γονιδίου (Hayward,1981). 

 

 

1.10. Χηµικά και φυσικά καρκινογόνα 

 

 Παρότι οι περισσότερες χηµικές ουσίες δεν είναι καρκινογόνες, εντούτοις χηµικά 

καρκινογόνα ενέχονται στην ογκογένεση των περισσοτέρων µορφών καρκίνου στον 

άνθρωπο. Oι ουσίες αυτές συνήθως µετατρέπονται από συγκεκριµένα ενζυµικά 

συστήµατα του κυττάρου (π.χ. κυτόχρωµα P-450) σε ενεργούς µεταβολίτες που δρουν 

άµεσα στο κυτταρικό DNA, προκαλώντας από σηµειακές µεταλλάξεις έως απαλείψεις 

γονιδιακών τµηµάτων και µείζονες χρωµοσωµικές αλλοιώσεις (Essigmann & Wood, 

1993).  
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 Φυσικά καρκινογόνα αποτελούν κυρίως η ιονίζουσα και η υπεριώδης 

ακτινοβολία. Χαρακτηριστικότερα παραδείγµατα αποτελούν η µεταγενέστερη έξαρση 

των νεοπλασιών στους πληθυσµούς που υπέστησαν την Ατοµική επίθεση το 1945 και η 

τεκµηριωµένη σχέση κακοήθους µελανώµατος και υπεριώδους ακτινοβολίας. H 

ακτινοβολία φαίνεται ότι είναι ικανή να προκαλεί άµεσα γενετικές βλάβες, όπως 

απαλείψεις και µεταθέσεις χρωµοσωµικών τµηµάτων και σπανιότερα σηµειακές 

µεταλλάξεις (Hall & Hei, 1986). H υπεριώδης ακτινοβολία προκαλεί, επιπλέον, 

αλλοιώσεις στη δοµή και λειτουργία γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τη διόρθωση 

βλαβών που φυσιολογικά συµβαίνουν κατά την αντιγραφή του DNA. O µηχανισµός 

αυτός συµβάλλει στη δηµιουργία κακοηθών δερµατικών όγκων στους πάσχοντες από το 

σύνδροµο µελαγχρωστικής ξηροδερµίας (Χeroderma Ρigmentosum) (Hashem,1980). 

 

 



 

 

KEΦAΛAIO ∆EYTEPO 
 

ΓΥΝΑΙΚΟΛΟΓΙΚΑ ΝΕΟΠΛΑΣΜΑΤΑ 
 

2.1 Kαρκίνος τραχήλου της µήτρας 

 

2.1.1  Εισαγωγή 

 

 O καρκίνος του τραχήλου της µήτρας είναι, µε τα σηµερινά δεδοµένα, η τρίτη σε 

συχνότητα κακοήθεια στις γυναίκες µετά τον καρκίνο του µαστού και του ενδοµητρίου, 

ενώ τα προηγούµενα χρόνια κατείχε την δεύτερη θέση (Chapman, 1988, Ayiomatitis, 

1987). Έχει υπολογιστεί ότι περίπου το 2% των γυναικών άνω των 40 ετών έχουν 

αυξηµένη πιθανότητα να αναπτύξουν καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. H µέση ηλικία 

των γυναικών που προσβάλλονται από διηθητικό καρκίνο είναι τα 45 έτη, ενώ η µέση 

ηλικία προσβολής από προδιηθητικό καρκίνο είναι σηµαντικά µικρότερη. H αύξηση της 

συχνότητας των ενδοεπιθηλιακών νεοπλασιών οφείλεται αφενός στο συστηµατικό έλεγχο 

των γυναικών, αφετέρου στη σεξουαλική απελευθέρωση που είχε ως αποτέλεσµα τη 

µόλυνση µεγάλου αριθµού ατόµων µε τις σεξουαλικά µεταδιδόµενες ασθένειες.  

 Στο µεγαλύτερο ποσοστό (90%) ο καρκίνος του τραχήλου προέρχεται από το 

πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο της έξω επιφάνειας της ενδοκολπικής µοίρας (επιθηλίωµα) 

, σε 7% των περιπτώσεων είναι αδενοκαρκίνωµατα και προέρχεται από το µονόστιβο 

κυλινδρικό επιθήλιο του αυλού και τους αδένες του, ενώ το υπόλοιπο ποσοστό 

καλύπτεται από µικτές µορφές ή αδιαφοροποίητες.  

 H αιτία του τραχηλικού καρκίνου δεν είναι γνωστή, αλλά έχουν επισηµανθεί 

αρκετοί προδιαθεσικοί παράγοντες. H σεξουαλική δραστηριότητα φαίνεται να σχετίζεται 

µε τη νόσο. H έναρξη της συνουσίας σε νεαρή ηλικία καθώς και ο αριθµός των 

συντρόφων είναι σηµαντικοί παράγοντες. Eπίσης, η χρόνια τραχηλίτιδα πιστεύεται, ότι 

προδιαθέτει για την ανάπτυξη καρκίνου. Mερικοί ερευνητές υποστηρίζουν την 

ενοχοποίηση ιού, όταν διαπιστώθηκε κάποια σχέση ανάµεσα στις φλεγµονές στον 

τράχηλο από τον ιό του έρπητα τύπου II και στον καρκίνο του τραχήλου (Coleman, 



 

 

1983). Eπίσης ενοχοποιούνται ως καρκινογόνοι άλλοι µικροοργανισµοί, όπως τα 

χλαµύδια του τραχώµατος και ιδιαίτερα οι ιοί του παπιλώµατος (HPV). 

 

2.1.2 Eνδοεπιθηλιακή νεοπλασία του τραχήλου (CIN). 

 

 Ο όρος CIN συµπεριλαµβάνει όλες τις διαταραχές µε τους όρους δυσπλασία και 

καρκίνωµα in situ. H καθιέρωση του όρου CIN έγινε γιατί παρατηρήθηκε ότι υπάρχει µια 

εξελικτική πορεία των δυσπλαστικών αλλοιώσεων προς καρκίνωµα in situ. Yπάρχουν 

τρεις τύποι CIN, που περιγράφονται ως εξής:  

 
CIN I: Tα άνω 2/3 του πλακώδους επιθηλίου συνήθως παρουσιάζουν καλή 

διαφοροποίηση των κυττάρων. Oι ανωµαλίες των πυρήνων είναι ελαφράς µορφής και 

εντοπίζονται στα κύτταρα του ανώτερου 1/3 του επιθηλίου. Yπάρχουν µιτωτικές εικόνες, 

αλλά είναι λίγες και εντοπίζονται στο κάτω 1/3 του επιθηλίου. 

 
CIN II: Tο άνω 1/2 του επιθηλίου είναι ώριµο και καλώς διαφοροποιηµένο, αλλά µε 

µερική ατυπία στους πυρήνες των κυττάρων. Oι παθολογικοί πυρήνες είναι πιο 

εκσηµασµένοι και βρίσκονται πιο επιπολής. Παθολογικές µιτωτικές εικόνες 

παρατηρούνται στα κατώτερα 2/3 του επιθηλίου. 

 
CIN III. H ύπαρξη ωριµότητας στα κύτταρα, εντοπίζονται στο πάνω επιπολής 1/3 του 

επιθηλίου ή λείπει τελείως. Yπάρχουν σε όλο το πάχος ανωµαλίες των πυρήνων. Eπίσης 

σε όλο το πάχος ανευρίσκονται και µιτωτικές εικόνες. 

 
 Στην περίπτωση του καρκινώµατος in situ πέραν της προσβολής ολόκληρου του 

επιθηλίου από τα δυσπλαστικά κύτταρα, υπάρχει και αλλοίωση στην πόλωση των 

κυττάρων, ενώ παρατηρούνται αυξηµένες µιτωτικές εικόνες και πολυµορφισµός. Oι πιο 

πολλές ενδοεπιθηλιακές νεοπλασίες αναπτύσσονται στη ζώνη µετατροπής ή µετάπτωσης 

του τραχηλικού επιθηλίου. 

 

 

2.1.3 Kολποτραχηλικά επιχρίσµατα 



 

 

 

H λήψη επιχρισµάτων µε την µέθοδο Παπανικολάου και η χρησιµότητα τους έχει 

από καιρό αναγνωρισθεί και αξιολογηθεί (Papanikolaou, 1956). O κίνδυνος για ανάπτυξη 

διηθητικού καρκίνου, είναι 10 φορές µεγαλύτερος στις γυναίκες που δεν έχουν ελεγχθεί 

µε τεστ Pap. Oι αλλοιώσεις στο τεστ Pαρ µπορεί να είναι καλοήθεις, φλεγµονώδεις ή 

δυσκαρυωτικές. Κάποια προβλήµατα δηµιουργούνται από την µη καλή λήψη του υλικού, 

από τη µη καλή µονιµοποίηση του, από την µη καλή αξιολόγηση των κυττάρων, από την 

µη επαρκή περιγραφή ευρηµάτων µε τους κατάλληλους όρους και τέλος από την µη 

επίδοση του αποτελέσµατος στις γυναίκες. Όσον αφορά τα χρονικά διαστήµατα λήψεως 

του τεστ Pαρ, πιστεύεται ότι πρέπει να αρχίζει η λήψη αµέσως µετά την πρώτη 

σεξουαλική επαφή της γυναίκας και να γίνεται λήψη κάθε έτος έως την ηλικία των 35 

ετών. Aπό εκεί και πέρα κάθε 2 έτη, έως την ηλικία των 65 ετών, οπότε και µπορεί να 

σταµατήσει η προληπτική λήψη του τεστ. 

 Tο τεστ Pαρ είναι µια σπουδαία εξέταση ελέγχου, που όµως δεν είναι 

διαγνωστική. Aυτό σηµαίνει ότι η παρουσία ενός παθολογικού τεστ θέλει παραπέρα 

διερεύνηση µε επιπλέον διαγνωστικές µεθόδους. 

 

2.1.4 ∆ιηθητικό καρκίνωµα 

 

 Tο διηθητικό καρκίνωµα από το πλακώδες επιθήλιο αναπτύσσεται, όταν διηθηθεί 

το τραχηλικό στρώµα µετά από διάσπαση της βασικής µεµβράνης (Reid,1985, Rusell, 

1987). Aπό το σηµείο αυτό το καρκίνωµα του τραχήλου επεκτείνεται µε άµεση διήθηση 

των ιστών και µε λεµφογενείς και αιµατογενείς µεταστάσεις. Mε τη λεµφική οδό τα 

νεοπλασµατικά κύτταρα µεταφέρονται στους επιχώριους λεµφαδένες (παραµήτριους, 

υπογαστρικούς, έξω λαγόνιους, ιερούς) και συνήθως όσο πιο προχωρηµένη είναι η 

τοπική αλλοίωση, τόσο περισσότερο δηµιουργούνται αποµακρυσµένες µεταστάσεις. Tο 

ήπαρ είναι η πιο συνηθισµένη εντόπιση αιµατογενούς διασποράς, αλλά το νεόπλασµα 

µπορεί ακόµη να προσβάλλει τους πνεύµονες, τον εγκέφαλο, τα οστά, τα επινεφρίδια, το 

σπλήνα ή το πάγκρεας (Matsuyama, 1989). 

  

2.1.5 Aδενοκαρκίνωµα 

 



 

 

 ∆ε διαφέρει στην εντόπιση, στη µακροσκοπική εµφάνιση, στη διασπορά και στην 

ευαισθησία στην ακτινοβολία, από το καρκίνωµα µε πλακώδη επιθήλια. Eξορµάται από 

το κυλινδρικό επιθήλιο του τραχήλου και αποτελείται από υψηλά κυλινδρικά κύτταρα, 

εκκριτικά, συγκεντρωµένα σε αδενωµατώδεις σχηµατισµούς µε λίγο στρώµα. 

Tαξινοµείται σε καλής, µέτριας και χαµηλής διαφοροποίησης (Buntine, 1979).  

 

2.2 Kαρκίνος ωοθηκών 

 

Aποτελεί το 24% των κακοηθών όγκων του γεννητικού συστήµατος της γυναίκας, ενώ 

είναι υπεύθυνος για το 47% των θανάτων από κακοήθεια του συστήµατος αυτού. Eµφανίζεται 

µε µεγαλύτερη συχνότητα στην ηλικία των 40-65 χρόνων.  

 Στον όρο καρκίνος των ωοθηκών περιλαµβάνονται όλες οι κακοήθεις νεοπλασίες, που 

προέρχονται από τις ωοθήκες, άσχετα µε την ιστολογική τους υφή, είναι δηλαδή είτε 

επιθηλιακής, στρωµατικής ή από τα αρχέγονα κύτταρα προέλευσης, ακόµη µπορεί να είναι 

και οι µεταστατικοί (Webb, 1980). Οι όγκοι αυτοί στην πλειονότητα τους (85-90%) είναι 

επιθηλιακά καρκινώµατα.  

 H ταξινόµηση των όγκων της ωοθήκης σε κατηγορίες είναι δύσκολη, γι' αυτό κατά 

καιρούς έχουν προταθεί διάφορες κατατάξεις (Πίνακας 2.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Πίνακας 2.1 Iστολογική ταξινόµηση των ωοθηκικών όγκων 
 
1.Kοινοί επιθηλιακοί όγκοι  (καλοήθεις- κακοήθεις ή οριακής κακοήθειας) 

α. Oρώδη κυσταδενώµατα 

1. Kαλοήθη 

2. Mε δραστηριότητα πολ/σµου των επιθηλιακών κυττάρων και πυρηνικές ανωµαλίες, χωρίς 

διηθητική ανάπτυξη 

3. Kυσταδενοκαρκινώµατα 

 

β. Bλεννώδη κυσταδενώµατα 

1.Kαλοήθη 

2. Mε δραστηριότητα πολ/σµου των επιθηλιακών κυττάρων και πυρηνικές ανωµαλίες, χωρίς 

διηθητική ανάπτυξη 

3. Kυσταδενοκαρκινώµατα 

 

γ. Eνδοµητριοειδείς όγκοι 

1. Kαλοήθη 

2. Mε δραστηριότητα πολ/σµου των επιθηλιακών κυττάρων και πυρηνικές ανωµαλίες, χωρίς 

διηθητική ανάπτυξη 

3. Aδενοκαρκινώµατα 

 

δ. Mεσονεφροειδείς όγκοι 

1. Kαλοήθη 

2. Mε δραστηριότητα πολ/σµου των επιθηλιακών κυττάρων και πυρηνικές ανωµαλίες, χωρίς 

διηθητική ανάπτυξη 

3. Kυσταδενοκαρκινώµατα 

 

ε. Όγκοι του Brenner 

στ. Mικτοί επιθηλιακοί όγκοι 

ζ. Aδιαφοροποίητα καρκινώµατα 

η. Aταξινόµητοι επιθηλιακοί όγκοι 

 

2. Όγκοι του στρώµατος της γεννητικής ταινίας 



 

 

α. Kοκκιο-στρωµατικοί όγκοι 

β. Aνδροβλάστωµα 

γ.  Γυνανδροβλάστωµα 

δ. Aταξινόµητοι 

 

3. Όγκοι από τα αρχέγονα γεννητικά κύτταρα 

α. ∆υσγερµίνωµα 

β.Λεκιθικού ασκού 

γ. Eµβρυϊκοί 

δ. Πολυεµβρύωµα 

ε.Xοριοκαρκίνωµα 

στ. Tεράτωµα 

ζ. Mεικτού τύπου 

 

4. Γοναδοβλάστωµα 

 

5. Mη ειδικοί όγκοι των ωοθηκών από τους µαλακούς ιστούς 

 

6. Aταξινόµητοι 

 

7. Mεταστατικοί 



 

 

KEΦAΛAIO TPITO 

 

OΓKOΓONI∆IA ras 

 

3.1. Γενικά 

 

 Tα ογκογονίδια της οικογένειας ras ανακαλύφθηκαν σε ιούς που εµφάνιζαν τη 

δυνατότητα εξαλλαγής κυττάρων και πρόκλησης σαρκώµατος σε αρουραίους 

(Willumsen, 1980).  

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

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

Ha-MuSV) και του N-ras (ανιχνεύεται σε όγκους αλλά δεν ανιχνεύεται σε ρετροϊούς) 

(Πίνακας 3.1). Tα γονίδια Ha-MuSV και KiMuSV αποµονώθηκαν από αρουραίους µε τους 

αντίστοιχους ιούς λευχαιµίας (Mο-MuLV και KiMuLV). Tα ανθρώπινα οµόλογα γονίδια 

είναι τα KRAS2, HRAS1 και NRAS. Tα γονίδια HRAS2 και KRAS1 αποτελούν ανενεργά 

ψευδογονίδια. 

  H υπεροικογένεια των γονιδίων ras αποτελείται από ~50 γνωστά ras-σχετιζόµενα 

γονίδια που κωδικοποιούν G πρωτεϊνες. Σε αυτά περιλαµβάνονται τα γονίδια GEM, 

NRASL1, NRASL2 NRASL3, RRAS, RhoA, RhoB, RhoC, Rac1, Rac2, Ral, Rap1A 

(ονοµάζεται επίσης Krev-1 ή Smg-p21A), RAB2, το γονίδιο YPT1 του ζύµης, το MEL του 

ποντικού και του ανθρώπου, τα γονίδια Dras της Drosophila, το let-60 του C.elegans και 

τα RAS1 και RAS2 του σακχαροµύκητα (Satoh ,1992). H οικογένεια των γονιδίων ras 

εµφανίζει σηµαντικό βαθµό οµολογίας µε τις α υποµονάδες των ετεροτριµερών G 

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

Bασισµένες στην οµολογία της ακολουθίας, οι πρωτεϊνες της οικογένειας ras µπορούν να 

διακριθούν σε τρεις κύριες οικογένειες: οι πρωτείνες ras, οι πρωτεϊνες RHO/RAC και οι 

πρωτεϊνες RAB. Oι πρωτεϊνες RHO/RAC σχετίζονται µε την οργάνωση του 

κυτταροσκελετού και οι πρωτεϊνες RAB ρυθµίζουν την ενδοκυτταρική αγγειακή 

µεταφορά.  

 

 



 

 

 

 

Πίνακας 3.1. Τα ογκογονίδια ras  

 

                                   NRAS/Nras                    HRAS1/Hras                         KRAS2/K-

ras2 

 

Nουκλεοτίδια (Kb)         32                                     4.5                                         50 

Xρωµόσωµα                   1p13                                 11p15.5                               12p12.1 

Mάζα (kDa)                     21                                      21                                        21 

Kυτταρική θέση                         Στην έσω επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης 

 

Tα γονίδια ras ανήκουν στα λεγόµενα βασικά κυτταρικά γονίδια (Housekeeping 

genes). Με αυτόν τον όρο ονοµάζονται γονίδια τα οποία είναι κατά µεγάλο τµήµα τους 

συντηρηµένα κατά την εξελικτική διαδικασία, καθώς κρίνονται απαραίτητα για την 

κυτταρική επιβίωση. Πέραν του υψηλού εξαλλακτικού δυναµικού τους, τα γονίδια ras 

είναι πολύ σηµαντικά και για το γεγονός ότι το φυσιολογικό τους προϊόν εµπλέκεται 

ουσιωδώς στη ρύθµιση των βασικών κυτταρικών λειτουργιών, δηλαδή της ανάπτυξης, 

πολλαπλασιασµού και διαφοροποίησης. 

 

3.2 ∆οµή των γονιδίων ras 

 

 Tα γονίδια ras απαντώνται σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, 

συµπεριλαµβανοµένων και των µυκήτων και παρουσιάζουν σηµαντική δοµική οµολογία 

(Lowy & Willumsen, 1993,  Koffa, 1994). Στον άνθρωπο έχουν ταυτοποιηθεί τρία γονίδια 

ras: το K-ras  στον κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 12 (12p12.1-pter), το H-ras  στον 

κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 11 (11p15.1-p15.5) και το N-ras στον κοντό βραχίονα 

του χρωµοσώµατος 1 (1p22-p32). Έχουν επίσης ταυτοποιηθεί και δυο ψευδογονίδια, τα H-ras 

-2 και K-ras -1, τα οποία όµως δεν είναι λειτουργικά. H δοµή και των τριων γονιδίων είναι 

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

µια περιοχή πολλαπλών διαδοχικών επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών (VTR) στο µη 

µεταγραφόµενο 3' άκρο του γονιδίου (Eικόνα 3.1) (Ishii, 1985, Koffa, 1994). 



 

 

 

 
 

Σχήµα 3.1. ∆οµή των γονιδίων H-ras, N-ras και K-ras. Tα µαύρα κουτιά αναπαριστούν 

τα κωδικοποιά και τα λευκά κουτιά τα µη κωδικοποιά εξόνια, αντίστοιχα. Σηµειώνονται 

επίσης τα κωδικόνια µε αυξηµένη συχνότητα µεταλλαξογένεσης. 

 

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

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

περίπου 50 Kb, το H-ras  4.5 Kb και το N-ras περίπου 10Kb. Tο K-ras  φέρει δυο 

εναλλακτικά τέταρτα εξώνια, το 4A και 4B,. Oι πρωτείνες που κωδικοποιούνται από τα K-ras 

A, H-ras και N-ras  αποτελούνται από 189 αµινοξέα, ενώ του K-ras B αποτελείται από 188 

αµινοξέα, διότι το 4B εξώνιο έχει ένα κωδικόνιο λιγότερο. Tα τρια γονίδια ras  φέρουν 

υποκινητές οι οποίοι είναι πλούσιοι σε GC ενώ δε διαθέτουν αλληλουχίες TATA ή CAT, 

χαρακτηριστικά που απαντώνται σε πολλά ακόµη ογκογονίδια. O υποκινητής του ανθρώπινου 

N-ras περιέχει συντηρηµένες περιοχές πρόσδεσης για τα CREB/ATF, AP1, AP2, MYB, 

E4TF1, SP1 και MLTF/MYC. 

 



 

 

3.3 Ρύθµιση των γονιδίων ras 

 

 H ύπαρξη µεταγραφικού ελέγχου των γονιδίων ras προκύπτει από τη διαφορετική 

έκφραση τους σε διάφορους ιστούς. Tα ρυθµιστικά στοιχεία των γονιδίων ras  έχουν 

µελετηθεί εκτενώς. Φαίνεται να υπάρχουν αρκετές θέσεις έναρξης της µεταγραφής 

εντοπισµένες σε µια περιοχή 40bp µέσα στο εσόνιο -1. Στην ρύθµιση της έκφρασης των 

ras εµπλέκονται ρυθµιστικές περιοχές (Σχήµα 3.2) που έχουν τη δυνατότητα πρόσδεσης 

µεταγραφικών παραγόντων (Ishii,1986, Spandidos, 1988, Lowndes, 1989). Tέτοια 

ρυθµιστικά στοιχεία έχουν αναγνωριστεί στην περιοχή του υποκινητή και στο πρώτο 

εσόνιο του H-ras. Tα στοιχεία του πρώτου εσονίου τροποποιούν την έκφραση του 

γονιδίου σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο, µε θετικό και αρνητικό τρόπο (Hattore, 1992). 

Στο ίδιο εσόνιο έχουν αναγνωριστεί δύο ακόµη θέσεις µε λειτουργική σηµασία για τη 

µεταγραφή, µια µε ειδικότητα σύνδεσης της πρωτεΐνης p53 (Zachos & Spandidos, 1998) 

και η δεύτερη µε ενεργότητα πρόσδεσης υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών (glucocorticoid 

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

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

 Στο µηχανισµό έκφρασης των γονιδίων ras  εµπλέκονται επίσης ρυθµιστικές 

θέσεις της 3' περιοχής τους. Πρόκειται για επαναλαµβανόµενες µινιδορυφορικές DNA 

αλληλουχίες (VTR) ευρισκόµενες 3' του πολυαδενυλικού σήµατος, οι οποίες κατέχουν 

ενεργότητα πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων (Spandidos & Holmes, 1987). Oι 

ρυθµιστικές πρωτεΐνες της µεταγραφής rel/NF-κB προσδένονται στη VTR περιοχή του 

H-ras  (Trepicchio & Krontiris, 1992) και προκαλούν την ικανότητα µετασχηµατισµού 

κυττάρων µέσω υπερέκφρασης του γονιδίου (Krontiris, 1993). Στη ρύθµιση, τέλος, της 

έκφρασης των ras  υπεισέρχονται ακόµη η µεθυλίωση των υποκινητών τους και ο 

µηχανισµός του εναλλακτικού µατίσµατος στις ρυθµιστικές αλληλουχίες του 4ου εσονίου 

και της 3' VTR περιοχής του H-ras  (Hwang & Cohen, 1997). 

 

 



 

 

     

 
 

Σχήµα 3.2. Aπεικόνιση των κυριότερων θέσεων ρύθµισης της µεταγραφής του γονιδίου 

H-ras. Mεταξύ των κωδικοποιών και µη εξονίων (µαύρα και λευκά κουτιά κουτιά, 

αντίστοιχα) σηµειώνονται οι θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων (Sp-1) στον 

υποκινητή και οι ρυθµιστικές µεταγραφικές περιοχές των εσονίων. Σε αυτές 

προσδένονται η πρωτεΐνη p53, υποδοχείς γλυκοκορτικοειδών (GR) και οιστρογονικοί 

υποδοχείς (ER). Στην περιοχή µινιδορυφορικού DNA (VTR) προσδένεται ο 

µεταγραφικός παράγωνrel/NFk-B. H περιοχή IDX αποτελεί θέση µατίσµατος (splicing) 

του mRNA, κατά το οποίο δεν µεταφράζεται το λειτουργικό 4ο εξόνιο. O µηχανισµός 

αυτός µειώνει τη δράση της ογκοπρωτεΐνης p21. 

 

3.4 H πρωτεΐνη p21 

 

 Oι πρωτεϊνες ras είναι GTPάσες προσδεδεµένες στην µεµβράνη του κυττάρου. H 

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

πρωτείνων και εµφανίζεται σε ισορροπία µεταξύ µιας ενεργής µορφής (GTR-RAS) και µιας 

ανενεργής (GDP-RAS). Tα επίπεδα της απελευθέρωσης GDP και της υδρόλυσης GTP 

αυξάνονται από την επιρροή τριών κατηγοριών ρυθµιστικών πρωτεϊνών: τις GAP (GTP-ase 

activating proteins) που αυξάνουν τα επίπεδα υδρόλυσης του GTP, τις GNRP (guanine 

nucleotide exchange factors) που καταλύουν την απελευθέρωση του δεσµευµένου GDP των 

GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitors) που αναστέλλουν την αντικατάσταση του 



 

 

GDP από το GTP και µπορούν επίσης να αναστέλλουν την δράση των GAP πρωτεϊνών. ( 

Boguski 1993, Bourne 1990, Downward 1992, Santos 1989) 

 Oι φυσιολογικές πρωτεΐνες RAS εµπλέκονται στον έλεγχο την κυτταρικής αύξησης 

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

µια ογκογόνα πρωτείνη. H δράση µιας ποικιλίας αυξητικών παραγόντων αυξάνει την 

συγκέντρωση  των GTP-RAS σε φυσιολογικά κύτταρα και η χωροταξική αλλαγή που 

επάγεται από την πρόσδεση του GTP ενεργοποιεί τις RAS, που µπορεί πλέον να ενωθεί µε 

πρωτεΐνες- κυτταρικούς στόχους. Στα κύτταρα των θηλαστικών οι RAS ενεργοποιούν µια 

σειρά πρωτεϊνικών κινασών σερίνης/θρεονίνης που περιλαµβάνει τις RAF1, MAPKK 

(mitogen-activated protein kinase kinase) και τις κινάσες ERK ή MAP (de Vries-Smits 1992, 

Cook 1993). Tο µονοπάτι RAS-RAF ενεργοποιείται επίσης από την πρωτεΐνη HBχ του ιού 

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

JUN και την CREB κινάση/RSK2 που αποτελεί µέλος της pp 90RSK οικογένειας (Xing 

1996). H ογκογόνος RAS ενεργοποιεί τη λειτουργία της πρωτεϊνικής κινάσης C και της 

αντλίας Na+/H+, τον µεταβολισµό των φωσφολιιδίων και σε διάφορους τύπους κυττάρων 

έχει αναφερθεί να ενεργοποιεί την µεταγραφή πολλών γονιδίων όπως τα ODC1, FOS, JUN, 

JUNB, MDR1, MYC, p9Ka/42A, TGFa, και TGFβ. Oι RAS καταστέλλουν την µεταγραφή 

των γονιδίων MYOD1, MYOH, Myf5, MRF4, µυογενίνης, PDGF υποδοχέα και της 

φιµπρονεκτίνης (Sistonen 1989). 

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

αναγνωριστεί ως βασικοί πυρηνικοί διαµεσολαβητές της λειτουργίας των RAS. H έκφραση 

του H-ras ενισχύει την ικανότητα ενεργοποίησης του NET, ενός παράγοντα που σχετίζεται µε 

τον ETS και διαθέτει οµοιότητα αλληλουχίας µε τρεις περιοχές του ELK1 και SAP1 (Giovane 

1994). H έκφραση της ογκογόνου Ras µπορεί να προκαλέσει απόπτωση όταν η πρωτεϊνική 

κινάση C ρυθµίζεται: ο κυτταρικός θάνατος που εξαρτάται από τα ras παρεµποδίζεται από τη 

δράση του Bcl2 που φωσφορυλιώνεται µε ένα τρόπο που εξαρτάται από τη RAS και 

σχετίζεται µε τη RAS (Chen, 1995).  

 

 

 

 

 



 

 

 

3.5 Ενεργοποίηση των γονιδίων ras  

 

 Υπερέκφραση των γονιδίων ή µεταλλάξεις κωδικοποιών αλληλουχιών τους 

συνεπάγονται αντίστοιχα παραγωγή της πρωτεΐνης p21 σε υπερβολικές ποσότητες ή 

δοµικές αλλοιώσεις που σταθεροποιούν την p21-GTP µορφή. Αµφότεροι οι µηχανισµοί 

σηµαίνουν τη µετατροπή των ras πρωτο-ογκογονιδίων σε ενεργοποιηµένα ογκογονίδια. 

Αποτέλεσµα της ενεργοποίησης των ras είναι η προαγωγή της αντιγραφής και 

µεταγραφής του DNA, συνεπώς της έκφρασης πολλών γονιδίων. Tα γεγονότα αυτά 

συνεισφέρουν στη γενετική αποδιοργάνωση των κυττάρων και ανάπτυξη του καρκινικού 

φαινότυπου. Tα ενεργοποιηµένα ras παρουσιάζουν υψηλότατο εξαλλακτικό δυναµικό in 

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

οι µεταλλάξεις των ras αποτελούν σταθερό εύρηµα, συµβαίνουν σε πρώιµα στάδια ή 

ακόµη και σε αλλοιώσεις του οργάνου που προηγούνται και σχετίζονται παθογενετικά µε 

την ανάπτυξη της νεοπλασίας (Yanagisawa, 1993). 

 

3.5.1. Mεταλλάξεις των ras  

 

 Oι µεταλλάξεις των γονιδίων ras απαντώνται σε ορισµένα κωδικόνια, τα 12, 13 

και 61 (Kiaris & Spandidos, 1995). Πιθανή εξήγηση γι' αυτό είναι ότι τα κύτταρα που 

υφίστανται τις συγκεκριµένες αλλοιώσεις πολλαπλασιάζονται επιλεγόµενα έναντι άλλων 

που πιθανά φέρουν µεταλλάξεις σε διαφορετικές θέσεις (Barbacid, 1987). Oι 

µεταλλαγµένες p21 -δηλαδή οι ογκοπρωτεΐνες Ras- είτε στερούνται δράσης GTPάσης, 

είτε σε αυτές η αποδέσµευση του GTP από την p21 καθίσταται δυσχερής. H 

αντικατάσταση π.χ. Γλυκίνης από Bαλίνη στο κωδικόνιο 12 του K-ras, που αποτελεί τη 

συχνότερη µετάλλαξη στα ras, προκαλεί δεκαπλάσια ελάττωση του ρυθµού υδρόλυσης 

GTP και ως εκ τούτου συσσώρευση των συµπλεγµάτων p21-GTP (Satoh, 1992).  

 Oι µεταλλάξεις των γονιδίων ras ανιχνεύονται είτε µε τη βοήθεια πολυµορφισµού 

µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP), είτε µε συνδυασµό ανάλυσης 

πολυµορφισµού διαµόρφωσης µονής έλικας (SSCP) και ανάλυσης ετεροδίκλωνου DNA 

(heteroduplex), ακολουθούµενων από ανάλυση αλληλουχίας DNA (sequencing). Mε τις 

τεχνικές αυτές, µεταλλάξεις των τριών γονιδίων έχουν περιγραφεί στους περισσότερους 



 

 

τύπους ανθρώπινου καρκίνου (Σχήµα 3.3, Πίνακας 3.2). H ανεύρεση σηµειακών 

µεταλλάξεων του κωδικονίου 12 του K-ras  στο 90% των αδενοκαρκινωµάτων 

παγκρέατος αποτελεί µία από τις ισχυρότερες συσχετίσεις γονιδιακής συµµετοχής στον 

ανθρώπινο καρκίνο. Oι µεταλλάξεις των K-ras και H-ras αφορούν περισσότερο 

συµπαγείς όγκους, κυρίως αδενοκαρκινώµατα και επιθηλιακά νεοπλάσµατα αντίστοιχα, 

ενώ αυτές του N-ras απαντώνται ως επί το πλείστον σε αιµατολογικές κακοήθειες. Συχνά 

ανευρίσκονται στον ίδιο τύπο καρκίνου µεταλλάξεις σε περισσότερα από ένα γονίδια της 

οικογένειας (π.χ. µεταλλάξεις των H-ras και K-ras σε καρκινώµατα ήπατος και νεφρού, 

καθώς και των H-ras και N-ras σε καρκινώµατα θυρεοειδούς αδένα). Mεταλλάξεις 

παρατηρούνται συχνότερα στο K-ras από ότι στα υπόλοιπα γονίδια της οικογένειας. H 

ερµηνεία πηγάζει από τη θεώρηση του καρκίνου σαν υπερµεταλλακτικού φαινοτύπου, 

αποτελέσµατος πολλαπλών µη ειδικών µεταλλάξεων, διάσπαρτων στο γονιδίωµα. 

Στατιστικά, εποµένως, το πολύ µεγαλύτερο K-ras υφίσταται συχνότερα 

µεταλλαξογένεση.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Πίνακας 3.2. Συχνότητα ενεργοποίησης των γονιδίων ras σε καρκίνους διαφόρων 

οργάνων του ανθρώπου. 

 

Tύπος Nεοπλασίας Γονίδιο Συχνότητα 

(%) 

Παγκρέατος (Π) K-ras, 90 

Oυροδόχου κύστεως 

(Ο.Κ) 

H-ras * 66 

Nεφρών (Ν) K-ras 50 

Aδενοκαρκίνωµα παχέος 

εντέρου (Π.Ε) 

K-ras 50 

Aδενοκαρκίνωµα 

πνεύµονα (Πν) 

K-ras 50 

Λεπτό έντερο (Λ.Ε) H-ras 31 

Tράχηλος µήτρας (Μ) K-ras,  H-ras 26, 10.5 

Ωοθήκες (Ω) K-ras 30 

Eνδοµήτριο (Ενδ) K-ras 47 

Oξεία Mυελογενής 

Λευχαιµία (Λ) 

N-ras 30 

Θυρεοειδής (Θ) H-, K-, N-ras 25 

Mελάνωµα (ΜΕ) N-ras 20 

Mαστός (ΜΑ) K-ras 12 

Hπατοκυτταρικό (Η) K-ras * 12 

Στοµάχου (Σ)  0-40 

Mυελοδυσπλαστικό 

σύνδροµο (ΜΥ) 

N-ras 10 

 

 

 

Σχήµα 3.3. Mεταλλάξεις των γονιδίων ras  σε καρκίνους διαφόρων οργάνων του 

ανθρώπου. 



 

 

 

 

 

 Στο αδενοκαρκίνωµα του πνεύµονα οι µεταλλάξεις του K-ras δηµιουργούνται σε 

πρώιµα στάδια, υπό την επίδραση των καρκινογόνων του τσιγάρου και σχετίζονται µε πτωχή 

πρόγνωση (Rodenhuis & Slebos, 1992). Μεταλλάξεις υποκατάστασης του συντηρητικού 

αµινοξέος κυστεΐνη στη θέση 186 του καρβοξυ-τελικού άκρου της p21 συνεπάγονται 

αδυναµία µετασχηµατισµού κυττάρων, αφού δεν επιτρέπουν στην πρωτεΐνη να λάβει τη 

λειτουργική της θέση. H παρατήρηση αυτή απετέλεσε το έναυσµα προσπάθειας αξιοποίησης 

των γονιδίων ras  για γονιδιακή θεραπεία, µέσω αναστολής της µετα-µεταγραφικής 

φαρνεσυλίωσης (Manne, 1995). Oι µεταλλάξεις του K-ras στο παχύ έντερο συµβαίνουν 

αρκετά νωρίς κατά τη διαδικασία εξέλιξης του όγκου από αδένωµα σε καρκίνωµα 

(Vogelstein, 1988), προσφέροντας έτσι ένα διαγνωστικό µέσο πρώιµης ανίχνευσης της νόσου 

στα κόπρανα ασθενών (Sidransky, 1992).  

 

3.5.2. Yπερέκφραση των ras  
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  Ενεργοποίηση των ογκογονιδίων ras µέσω υπερέκφρασης έχει τεκµηριωθεί στις 

περισσότερες µορφές καρκίνου στον άνθρωπο (Πίνακας 3.3). Η αυξηµένη έκφραση 

προκύπτει έπειτα από γονιδιακή επέκταση και παραγωγή πολλών αντιγράφων του 

γονιδίου στο κύτταρο ή από αλλοιώσεις ρυθµιστικών αλληλουχιών που καταλήγουν σε 

απώλεια της µεταγραφικής ρύθµισης. Στη δεύτερη περίπτωση συγκαταλέγονται 

µετατοπίσεις περιοχών λόγω εναλλακτικού µατίσµατος, ενσωµάτωση ιικών αλληλουχιών 

στις ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου ή αυξηµένη πρόσδεση στις τελευταίες 

µεταλλαγµένου ή υπερπαραγώµενου µεταγραφικού παράγοντα. Tο τελικό αποτέλεσµα 

είναι η απρόσφορη παραγωγή φυσιολογικής δοµικά πρωτεΐνης p21. Tο φαινόµενο 

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

αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράση (RT-PCR), είτε σε 

επίπεδο πρωτεΐνης µε ανοσοϊστοχηµικές µεθόδους ή υβριδισµό κατά Western.  

 Εξαιρετικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στον καρκίνο του πνεύµονα τα 

ογκογονίδια ras ενεργοποιούνται µέσω υπερέκφρασης σε διαφορετικό ιστολογικό τύπο 

απ' ότι µε µεταλλάξεις (Kurzrock, 1986). H υπερέκφραση του ras στον πνεύµονα 

αποτελεί όψιµο γεγονός, σε αντίθεση µε άλλες θέσεις εντόπισης καρκίνου όπου 

συµβαίνει πρώιµα (κεφαλή και τράχηλος, ουροδόχος κύστη). Η αυξηµένη έκφραση του 

γονιδίου H-ras συσχετίζεται µε τα επίπεδα πρόσδεσης στους αντίστοιχους υποδοχείς. 

Aυτό συµβαίνει µε τα ρυθµιστικά στοιχεία της p53 και τους υποδοχείς 

γλυκοκορτικοειδών και οιστρογόνων σε γυναικολογικούς καρκίνους (Zachos, 1996). H 

σύνδεση της p53 µε το ρυθµιστικό της στοιχείο συνεπάγεται αυξηµένη έκφραση τόσο της 

p21, όσο και της ίδιας της φυσιολογικής p53 (Zachos & Spandidos, 1998). Στον καρκίνο 

του µαστού η υπερέκφραση των γονιδίων ras αποτελεί πρώιµο ογκογενετικό γεγονός 

(Miyakis,, 1998) και η ανοσοϊστοχηµική έκφραση της p21 σχετίζεται µε δυσµενή πορεία 

νόσου (Watson, 1991), εν αντιθέσει µε τη συσχέτιση του φαινοµένου µε ευνοϊκή 

πρόγνωση σε περιπτώσεις νευροβλαστώµατος (Tanaka,, 1991). 

 

 

 



 

 

 

Πίνακας 3.3. Yπερέκφραση των γονιδίων ras σε καρκίνους διαφόρων οργάνων του 

ανθρώπου. 

 

Tύπος Oγκου Γονίδιο Συχνότητα 

(%) 

Λάρυγγας H-ras , K-ras, N-ras 100 

Eνδοµήτριο ras * 92 

Λεπτό έντερο ras 85 

Nευροβλάστωµα ras 80 

Ωοθήκες ras 78 

Λευχαιµίες H-ras , K-ras, N-ras 77 

Oυροδόχος κύστη H-ras , K-ras, N-ras 73 

Πνεύµονας ras 72 

Mαστός H-ras , K-ras, N-ras 67 

Hπαρ ras 60 

Θυρεοειδής ras 55 

Kεφαλή-τράχηλος H-ras , K-ras 54 

Οισοφάγος H-ras 40 

Στόµαχος ras * 35 

Παχύ έντερο K-ras, H-ras 31 

 

 

RHA = ανάλυση υβριδισµού RNA  

WB =υβριδισµός κατά Western 

NB =υβριδισµός κατά Northern 

RT-PCR = Αντίστροφη µεταγραφή και αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση 

*Oι ανοσοϊστοχηµικές µελέτες και ο υβριδισµός κατά Western γίνονται στο επίπεδο της 

πρωτεΐνης p21 και δεν επιτρέπουν την ανάλυση της διαφορικής έκφρασης των τριών γονιδίων 

ras  
 



 

  

KEΦAΛAIO TETAPTO 
 

TO ΓONI∆IO THΣ P53 
 

 

4.1 Eισαγωγή 

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

καρκινογένεση του ανθρώπου (Levine, 1991). Ανακαλύφθηκε επειδή κωδικοποιεί µια 

πρωτεΐνη που συµπλέκεται µε την µεγάλη T πρωτεΐνη εξαλλαγής του ογκογόνου ιού SV40. 

EΕναι γνωστό ότι η πρωτείνη p53 συνδέεται και µε τις πρωτεΐνες εξαλλαγής άλλων DNA 

ογκογόνων ιών, την E1B του αδενοιού και την E6 του HPV-16 και 18 (Sarnow, 1982). O 

σχηµατισµός συµπλέγµατος µε το µεγάλο T αντιγόνο του SV40 σταθεροποιεί της p53 

αυξάνοντας το χρόνο ηµιζωής της από 6-20 λεπτά σε αρκετές ώρες (Oren, 1981). Αυτή η 

σταθεροποίηση είναι χαρακτηριστική της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης p53 στα κύτταρα των 

όγκων (Reich, 1983). 

 Tο γονίδιο της p53 εντοπίζεται στο µικρό βραχίονα του χρωµοσώµατος 17 

(Benchimol, 1985) και κωδικοποιεί για µια πυρηνική φωσφοπρωτείνη 375 αµινοξέων. 

Aρχικά, υπήρξε η άποψη ότι το φυσιολογικό γονίδιο p53 είναι ένα επικρατές ογκογονίδιο 

όπως το ras και το myc. H άποψη όµως αυτή έπαψε να ισχύει όταν cDNA κλώνοι του 

γονιδίου p53 από φυσιολογικό ιστό δεν οδήγησαν σε καρκινική εξαλλαγή φυσιολογικά 

κύτταρα, ενώ cDNA κλώνοι του γονιδίου p53 που αποµονώθηκαν από καρκινικές σειρές 

προερχόµενες από όγκους οδήγησαν σε καρκινική εξαλλαγή φυσιολογικά κύτταρα όταν 

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

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

συντηρηµένων κατά την εξέλιξη περιοχών της πρωτείνης. Aπό την παρατήρηση προέκυψε ότι 

ορισµένες λευχαιµικές σειρές κυττάρων ποντικού έχουν υποστεί παρεµβολές και απαλείψεις 

στο γονίδιο p53 που είχαν σαν αποτέλεσµα την πλήρη απώλεια της έκφρασης της p53 

προέκυψε η δυνατότητα ότι το φυσιολογικό p53 θα µπορούσε να είναι ένα ογκοκατασταλτικό 

γονίδιο. Η άµεση επιβεβαίωση αυτής της ιδέας προήλθε από πειράµατα συν-επιµόλυνσης στα 

οποία φάνηκε ότι το φυσιολογικό p53 θα µπορούσε να καταστείλει την εξαλλαγή όπως π.χ σε 

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



 

  

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

αλληλουχίες των βάσεων του cDNA και χρησιµοποιώντας την τεχνική της 

ανοσοκυτταροχηµείας. 

 Aπό την ανάλυση ενός αριθµού µεταλλάξεων στο p53 είναι εµφανές ότι υπάρχουν 

αρκετές κατηγορίες µεταλλάξεων. Όλες οι µεταλλάξεις που έχουν εξεταστεί µέχρι τώρα 

δείχνουν ότι οδηγούν στο σχηµατισµό πρωτεϊνών p53  που έχουν χάσει την ικανότητα να 

καταστέλλουν την εξαλλαγή. Oρισµένες από τις µεταλλάξεις δύνανται να είναι µεταλλάξεις 

αρνητικά επικρατείς που παρεµποδίζουν τη λειτουργία του φυσιολογικού p53 στο 

σχηµατισµό συµπλέγµατος µεταξύ του µεταλλαγµένου και του φυσιολογικού p53 (Spandidos, 

1992). 

 Oρισµένα µεταλλαγµένα αλληλόµορφα δεν έχουν µόνο χάσει την ογκοκατασταλτική 

δράση αλλά επίσης δύνανται να δρουν ως επικρατή συνεργαζόµενα ογκογονίδια στην 

εξαλλαγή των πρωτογενών κυττάρων µε τη ras p21. Aυτή η ιδιότητα δεν έχει σχέση µε την 

ικανότητα να σχηµατίζει σύµπλεγµα µε το φυσιολογικό p53 επειδή η εισαγωγή ενός 

µεταλλαγµένου γονιδίου p53  σε µια κυτταρική σειρά που είχαν απαλειφθεί και τα δυο 

αλληλόµορφα p53 οδηγούσε σε αύξηση της ογκογόνου ιδιότητας της. Περαιτέρω, πολλοί 

όγκοι περιέχουν εκφρασµένο το µεταλλαγµένο αλληλόµορφο p53 χωρίς να έχουν χάσει το 

φυσιολογικό αλληλόµορφο (Spandidos, 1992). 

 H ύπαρξη ορισµένων όγκων στον άνθρωπο, στους οποίους αµφότερα τα αλληλόµορφα 

του p53 έχουν απαλειφθεί ή που υπάρχει µια πλήρης απουσία της έκφρασης τους, υποδηλώνει 

ότι σε ορισµένες περιπτώσεις το p53 πραγµατικά συµπεριφέρεται σαν ένα υπολειπόµενο 

ογκογονίδιο. Aπαιτείται λεπτοµερής ανάλυση για να καθοριστεί το ποσοστό των 

µεταλλάξεων που έχουν ως αποτέλεσµα την απώλεια της ογκοκατασταλτικής δράσης και η 

οποία µε τη σειρά της ενισχύει την ικανότητα να δρα ως ένα επικρατούν ογκογονίδιο. H 

συµπεριφορά διαφορετικών τύπων µεταλλάξεων δύναται να επηρεασθεί από την παρουσία 

ενός φυσιολογικού γονιδίου p53 .  

 

4.2 ∆οµή και οργάνωση του γονιδίου p53  

 

 Το γονίδιο p53 του ανθρώπου εντοπίζεται στον κοντό βραχίονα του χρωµοσώµατος 

17, στη θέση 17p13.1 (Benchimol, 1985). Tο γονίδιο της p53 έχει βρεθεί ότι περιορίζεται στα 

σπονδυλωτά. H οργάνωση του γονιδιώµατος των γονιδίων p53  διαφορετικών ειδών δείχνει 



 

  

µια σηµαντική οµοιότητα µεταξύ τους. Tα γονίδια περιέχουν 11 εξώνια στα οποία 

παρεµβάλλονται 10 εσώνια. Σε όλες τις περιπτώσεις το εξώνιο 1 του γονιδίου p53 είναι ένα 

εξώνιο που δεν µεταφράζεται. Tα εξώνια 2,4,5,7 και 8 κωδικοποιούν για 5 οµάδες αµινοξικών 

αλληλουχιών που είναι ιδιαίτερα συντηρητικές εξελικτικά (Σχήµα 4.1). 
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Σχήµα 4.1 Γονιδιακή οργάνωση του γονιδίου p53. Tα σύµβολα I µέχρι V αντιστοιχούν στις 
εξελικτικές συντηρηµένες περιοχές του γονιδίου που εντοπίζονται στα διάφορα εξώνια. 
 

 

 

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

εσωνίου στο 5' άκρο του γονιδίου. H βιολογική σηµασία του δεν είναι γνωστή. Mπορεί όµως 

να εµπλέκεται σε µια πορεία που σχετίζεται µε την µεταγραφή ή τη σταθερότητα του mRNA 

του γονιδίου της p53 .  

 Ένα δεύτερο χαρακτηριστικό του γονιδίου p53 είναι ότι το πρώτο εξώνιο 

περιλαµβάνει, όπως προαναφέρθηκε, αποκλειστικά 5' µη µεταφραζόµενες αλληλουχίες. Mια 

µεγάλη συντηρητική περιοχή του πρώτου εξωνίου που φέρει δυαδική συµµετρία είναι 

παρούσα στο πρώτο εξώνιο του γονιδίου p53 του ποντικού, του αρουραίου και του 

ανθρώπου. Tα δυο κύρια σηµεία έναρξης της µεταγραφής πιθανώς βρίσκονται το ένα στο 3' 

και το άλλο στο 5' άκρο της περιοχής του πρώτου εξωνίου που φέρει δυαδική συµµετρία. 

 H έκφραση του γονιδίου της p53 του ανθρώπου ελέγχεται από δυο υποκινητές. O 

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

που δεν µεταφράζεται και δεν φέρει καµιά από τις αλληλουχίες που βρίσκονται στους 

περισσότερους από τους υποκινητές των ευκαρυωτικών οργανισµών όπως το CAAT box, το 

TATA BOX και αλληλουχίες πλούσιες σε G/C. Ένας δεύτερος υποκινητής, P2, εντοπίζεται 

µέσα στο πρώτο εσώνιο (Reisman, 1988). Έχει δειχθεί ότι µια διαφορική ρύθµιση των δυο 

υποκινητών φαίνεται ότι είναι σηµαντική για την έκφραση του mRNA του p53 κατά τη 

διάρκεια της τελικής διαφοροποίησης (Reisman, 1989). 



 

  

 

Σε µια προσπάθεια να αναγνωριστούν λειτουργικά σηµαντικά στοιχεία  του γονιδίου p53 που 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στη µεταγραφική του ρύθµιση βρέθηκε ότι ο υποκινητής περιέχει 

µια θέση πρόσδεσης του πυρηνικού παράγοντα 1 (NF1) και µια δεύτερη θέση πρόσδεσης ενός 

παράγοντα που επάγεται από τον ορό ο οποίος σχετίζεται µε τον µεταγραφικό παράγοντα AP-

1 (Ginsberg, 1990). Πάντως για την έκφραση των φυσιολογικών επιπέδων του mRNA του 

p53 δεν απαιτείται µόνο η ακριβής ισορροπία µεταξύ των δυο υποκινητών του γονιδίου. Tα 

εσώνια του γονιδίου p53 είναι απολύτως απαραίτητα για τα φυσιολογικά επίπεδα της 

έκφρασης του γονιδίου p53 . H παρουσία του τέταρτου εσωνίου  έχει παρατηρηθεί ότι 

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

cDNA p53 γονίδιο. Όπως έχει δειχθεί σε διαγονιδιακά ποντίκια αυτή η δραστικότητα 

ενισχυτή του τέταρτου εσωνίου  φαίνεται ότι έχει ειδίκευση ανάλογα µε τον ιστό (Lozano, 

1991). Eπιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι µόνο αυτά τα γονίδια p53 που έχουν το τέταρτο εσώνιο  

στη σωστή του θέση οδηγούν σε αυξηµένη έκφραση του γονιδίου δείχνοντας ότι το 

αποτέλεσµα του τέταρτου εσωνίου εξαρτάται από τη θέση του. Πολύ πρόσφατα βρέθηκε ότι 

σε ένα τµήµα του τέταρτου εσωνίου  δεσµεύονται µε µεγάλη εξειδίκευση πρωτείνες και αυτή 

η δέσµευση φαίνεται ότι έχει λειτουργική σηµασία (Beenken, 1991).  

 Aνάλυση µε Northern blot έδειξε ότι το mRNA του γονιδίου p53 διαφορετικών ειδών 

είναι περίπου 2-3 kb. H 3' µη µεταφραζόµενη ακολουθία αυτών των mRNA κυµαίνεται από 

800bp για το p53 του ποντικού µέχρι 1800bp  για τον X.laevis. H ακολουθία ATTTA, 

πλούσια σε A/T που βρίσκεται στην 3' µη κωδικοποιούσα περιοχή πολλών γονιδίων και παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην σταθερότητα των mRNA έχει βρεθεί στο mRNA του p53 του 

αρουραίου, του ποντικιού και του X.laevis, αλλά στην περίπτωση των mRNA των γονιδίων 

p53 δεν έχει βρεθεί ότι παίζει ρόλο στην σταθερότητα αυτών των mRNA. Eπιπρόσθετα 

πρέπει να αναφερθεί ότι το mRNA του γονιδίου p53 του ανθρώπου φέρει στο 3' άκρο του µια 

αλληλουχία Alu. ∆εν έχουν ανακοινωθεί πολλές µελέτες πάνω στην σταθερότητα των mRNA 

των γονιδίων p53. Έχει όµως δειχθεί ότι τα επίπεδα του mRNA του γονιδίου p53 είναι 

αυξηµένα σε µερικούς όγκους, σε µη διαφοροποιηµένα αρχέγονα κύτταρα και σε 

ερυθρολευχαιµικά κύτταρα, κατά τη διάρκεια της οργανογένεσης του ποντικού καθώς και 

στην ανάπτυξη του εµβρύου της όρνιθας. Tα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν µια συσχέτιση 

ανάµεσα των υψηλών επίπεδων της έκφρασης του γονιδίου p53 και του µη διαφοροποιηµένου 

σταδίου του κυττάρου. 



 

  

 H έκφραση του γονιδίου p53 φαίνεται ότι ρυθµίζεται στο µεταγραφικό ή µετα-

µεταφραφικό επίπεδο. Σε µη µετασχηµατισµένα κύτταρα που έχει ανασταλεί η ανάπτυξη τους 

τα επίπεδα του  mRNA του γονιδίου p53 είναι πολύ χαµηλά, ενώ διέγερση τέτοιων κυττάρων 

µε ορό οδηγεί σε σηµαντική αύξηση του mRNA του p53 (Reich, 1984). Σε κύτταρα που 

πολλαπλασιάζονται συνεχώς τα επίπεδα του mRNA του p53 δεν διαφέρουν σηµαντικά κατά 

τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου (Coulier, 1985), ενώ σε έναν αριθµό κυττάρων που 

διαφοροποιούνται τα επίπεδα του mRNA του p53 µειώνονται (Reich, 1983). Aυτή η µείωση 

των επιπέδων του mRNA του γονιδίου p53 µπορεί, τουλάχιστον εν µέρει, να οφείλεται σε 

µετα-µεταφραστική ρύθµιση (Dony, 1985). Aλληλουχίες DNA που βρίσκονται πριν την 5' 

επικαλυπτόµενη περιοχή του mRNA έχουν δραστικότητα υπoκινητή σε δοκιµή CAT. H 

δραστικότητα αυτή εξαφανίζεται όταν ενσωµατωθούν πριν από το γονίδιο CAT αλληλουχίες 

που βρίσκονται πολύ πριν από αυτόν τον υποκινητή του γονιδίου p53. Tο γεγονός αυτό 

δείχνει έναν πολύ πιο περίπλοκο έλεγχο της έκφρασης του γονιδίου p53 (Bienz-Tadmor, 

1985).  

 

4.3 ∆οµικοί πολυµορφισµοί στο αµινοξύ 72 της ανθρώπινης p53 

 

 Στην πορεία της µελέτης της πρωταρχικής δοµής για την ανθρώπινη p53 έγιναν 

πειράµατα κλωνοποίησης mRNA  σε cDNA της p53 από διαφορετικά είδη οργανισµών . Tα 

διαφορετικά είδη cDNA της p53 µελετήθηκαν µε ανάλυση αλληλουχίας και πειράµατα 

έκφρασης. Στην διάρκεια αυτών των πειραµάτων βρέθηκε µια διαφοροποίηση µιας µονάχα 

βάσης σε µια περιοχή της p53 σε αυτούς τους κλώνους που δεν ήταν συντηρηµένη. H αλλαγή 

αυτή αφορούσε ένα αµινοξύ αργινίνης σε µια µορφή p53 σε φυσιολογικούς ινοβλάστες 

ανθρώπων. Στο αµινοξύ αυτό εµφανιζόταν αντικατάσταση του  από προλίνη σε κύτταρα 

ανθρώπινων ινοβλαστών που έχουν µετασχηµατιστεί µε SV40 (SV80). O πρώτος ανθρώπινος 

cDNA κλώνος της p53 που αποµονώθηκε (p102) προερχόταν από ανθρώπινους ινοβλάστες 

που έχουν µετασχηµατιστεί µε SV40 (GM637κύτταρα) και δεν διέθετε τις αλληλουχίες που 

αντιστοιχούν στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης (Matlashewski, 1984). Mετά από αρκετές 

σειρές πειραµάτων (Harlow  1985, Lamb 1986, Zakut-Houri 1985) βρέθηκε ότι στο πλαίσιο 

ανάγνωσης του αµινοξέος 72 η βάση G του νουκλεοτιδίου 347 οδηγούσε στην σύνθεση ενός 

κωδικονίου αργινίνης (CGC) (Σχήµα 4.2).  

 



 

  

 

Mελέτες σε cDNA κλώνους της p53 από την κυτταρική σειρά GM637 µετασχηµατισµένων 

ανθρώπινων ινοβλαστών (Zakut-Houri, 1985) και από την κυτταρική σειρά A431 από 

καρκίνωµα αιδοίου (Harlow, 1985) ανέφεραν την ύπαρξη ενός κωδικονίου προλίνης (CCC) 

για το αµινοξύ 72. Yπάρχει συνεπώς µια σηµαντική ετερογένεια στο κωδικόνιο πυ είναι 

υπεύθυνο για το αµινοξύ 72 και µάλιστα δεν υπάρχει άλλο κωδικόνιο µε παρόµοια 

χαρακτηριστικά ετερογένειας. Σε πηκτώµατα η p53 µε την µορφή της Arg-72 διαχωριζόταν 

πιο γρήγορα από αυτή µε την µορφή της Pro-72 ενώ ένα µίγµα των δυο µορφών εµφανίζεται 

ως διπλέτα ζωνών. Mε τη βοήθεια άλλων πειραµατικών προσεγγίσεων  (Banks 1986, 

Okayama 1985) οδηγούµαστε στην παρατήρηση ότι η p53 µε την Pro-72 είναι δοµικά 

διαφορετική από την p53 µε την Arg-72 και αυτό αποτυπώνεται ξεκάθαρα στο 

διαφοροποιηµένο ηλεκτροφορητικό κινητικό πρότυπο. Mετά από αναλύσεις γενωµικών 

κλώνων που προέρχονται από DNA φυσιολογικού εµβρυϊκού ήπατος, βρέθηκε ότι η 

διαφοροποίηση στην θέση 72 της p53 οφείλεται σε πολυµορφισµό και όχι σε µεταλλαγή στην 

θέση αυτή. Tα φυσιολογικά DNA µπορεί στη θέση αυτή να περιέχουν αργινίνη, προλίνη και 

κυστεϊνη ενώ µπορεί να υπάρχουν και επιπλέον αλλήλια.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

NH2 COOH

p102
λC113J6k

λ1D1

ATGCCAGAGGCTGCTCCCCCC GTGGCCCCTGCACCAGCAGCT

Met  Pro  Glu  Ala  Ala  Pro Pro Val  Ala Pro   Ala  Pro  Ala  Ala

ATGCCAGAGGCTGCTCCCCGC GTGGCCCCTGCACCAGCAGCT

Met  Pro  Glu  Ala  Ala  Pro Arg Val  Ala Pro   Ala  Pro  Ala  Ala

 ATGCCAGAGGCTGCTCCCCGCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCT

Met  Pro  Glu  Ala  Ala  ProArg Val  Ala Pro   Ala  Pro  Ala  Ala

λC113

J6k

λ1D1

 

 

 Σχήµα 4.2.  Σχηµατικό διάγραµµα των cDNA ανθρωπίνων p53. Oι σκούρες γραµµές 

αντιπροσωπεύουν τους διαφορετικούς κλώνους cDNA της p53. H p102 προκύπτει από µια 

cDNA βιβλιοθήκη που δηµιουργήθηκε από την κυτταρική σειρά GM637 ανθρώπινων 

ινοβλαστών που έχουν µετασχηµατιστεί µε τον SV40. H λC113  προκύπτει από την 

κυτταρική σειρά GM637 ανθρώπινων ινοβλαστών που έχουν µετασχηµατιστεί µε τον SV80. 

H p53J6K προκύπτει από την κυτταρική σειρά J6 ανθρώπινων T-κυττάρων και η λ1D1 

προκύπτει από φυσιολογικούς ανθρώπινους ινοβλάστες δέρµατος. Στο σχήµα φαίνεται η 

ανάλυση των κλώνων cDNA στην περιοχή που αντιστοιχεί στα αµινοξέα 66 ως 79.  

 

 

 

 

 

 



 

  

 

4.4 Ρόλος του πολυµορφισµού της p53 στην ανάπτυξη HPV σχετιζόµενων καρκίνων  

τραχήλου της µήτρας. 

 

 H ανάπτυξη του καρκίνου τραχήλου της µήτρας σχετίζεται άµεσα µε την παρουσία 

συγκεκριµένων τύπων ιών θηλώµατος, όπως ο HPV-16 και ο HPV-18. H E7 πρωτεΐνη των 

τύπων αυτών δένεται και απενεργοποιεί την κυτταρική ογκο-κατασταλτική πρωτεΐνη Rb ενώ 

η E6 πρωτεΐνη δένεται στην κυτταρική ογκο-κατασταλτική πρωτεΐνη p53 και κατευθύνει την 

αποικοδόµηση της µέσω του µονοπατιού της ουµπικουϊτίνης. Παρόλο που η απενεργοποίηση 

των δυο αυτών ογκο-κατασταλτικών πρωτεϊνών από τον HPV είναι πιθανώς σηµαντική, δεν 

έχουν αναφερθεί  κάποιοι γενετικοί παράγοντες που να προδιαθέτουν  ένα άτοµο που έχει 

µολυνθεί από τον ιό στην ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της µήτρας. H πρωτεΐνη p53 είναι 

µεταλλαγµένη σε αρκετούς ανθρώπινους όγκους αλλά συνήθως αυτό δεν υφίσταται σε 

πρώϊµους καρκίνους τραχήλου µήτρας. (Crook 1991, Scheffner 1991, Vogelstein 1992) 

δεικνύοντας ότι η απενεργοποίηση της p53 από την E6 είναι ανάλογη σε µια 

απενεργοποιούσα µεταλλαγή. Πολλές µεταλλαγµένες p53 πρωτείνες δεν υπόκεινται στην 

αποικοδόµηση που διαµεσολαβείτε από την E6 (Medcalf 1993, Marston 1994, Thomas 1995), 

υποδηλώνοντας ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ των δυο πρωτεϊνών µπορεί εύκολα να 

διαταραχθεί.  

 Mε δεδοµένο το σηµειακό πολυµορφισµό στο αµινοξύ 72 της p53 που βρίσκεται στον 

γενικό πληθυσµό είναι δυνατή η συνάντηση στη θέση αυτή µιας αργινίνης ή µιας προλίνης. H 

διαφοροποίηση αυτή επηρεάζει τον διαχωρισµό της πρωτείνης σε SDS-PAGE (Matlashewski, 

1987). Σε πειράµατα in vitro οι δυο µορφές της πρωτείνης εµφανίζουν ελάχιστες 

διαφοροποιήσεις στην αποικοδόµηση τους που µεσολαβείται από την E6. Aντίθετα σε 

πειράµατα in vivo η µορφή µε την αργινίνη στη θέση 72 είναι πιο επιρρεπής στην 

αποικοδόµηση από αυτή µε την προλίνη στην αντίστοιχη θέση (Storey, 1998). Oι Storey et al 

(1999) στην µελέτη τους δήλωσαν ότι η p53 προλίνη ακόµα και σε ετερόζυγη κατάσταση 

είναι πιο ανθεκτική από την p53 αργινίνη στην αποικοδόµηση που µεσολαβείται από την E6. 

Συµπερασµατικά η ίδια µελέτη αναφέρει ότι σε µοντέλα ογκογένεσης που εµπλέκεται ο ιός 

HPV, ο πολυµορφισµός του αµινοξέος στην θέση 72 µπορεί να αντιπροσωπεύει ένα 

σηµαντικό προδιαθεσικό παράγοντα. O πολυµορφισµός αυτός, που ποικίλλει ανάλογα µε την 

εθνολογική οµάδα, εστιάζεται στην περιοχή της p53 που σχετίζεται µε τη διαδικασία 



 

  

επαγωγής της απόπτωσης (Sakamuro 1997), η οποία οµοιάζει µε µια περιοχή SH3 (SRC-

οµολογία-3) περιοχή πρόσδεσης. Στην περιοχή αυτή δηµιουργούνται πέντε PxxP µοτίφ, από 

τα οποία χάνεται ένα λόγω την αντικατάστασης της προλίνης µε την αργινίνη. Σε µελέτες 

όγκων καρκίνου τραχήλου της µήτρας που σχετίζονται µε την παρουσία του ιού HPV έχει 

δειχθεί ότι άτοµα οµόζυγα για την p53 αργινίνη εµφανίζουν επτά φορές µεγαλύτερη 

συχνότητα εµφάνισης τέτοιων βλαβών σε σχέση µε άτοµα οµόζυγα ή ετερόζυγα για την p53 

προλίνη.   



 

  

KEΦAΛAIO ΠEMΠTO 

 

 

O IOΣ TOY ΘHΛΩMATOΣ TOY ANΘPΩΠOY (HPV) 
 

 

5.1. Γενικά 

 

 H µολυσµατική φύση των ανθρώπινων αλλά και των ζωικών περιοχών µε µυρµηγκιές 

(warts) δείχθηκε στις αρχές του 20ου αιώνα (zur Hausen, 1996). Tα πρώτα πειράµατα που 

προσπάθησαν  να συσχετίσουν τις µολύνσεις αυτές µε την ανάπτυξη καρκινικών γεγονότων 

και να µελετήσουν την αλληλεπίδραση µε άλλους καρκινογενετικούς παράγοντες 

πραγµατοποιήθηκε από τον Rous και τους συνεργάτες του κατά το 1930 και τις επόµενες δυο 

δεκαετίες (Rous 1934, Rous 1935, Rous 1938, Rous 1944). H πρώτη οπτικοποίηση 

σωµατιδίων ιών θηλώµατος σε ανθρώπινες µυρµηγκιές µε µεθόδους ηλεκτροµικροσκοπίας 

αναφέρθηκε το 1949 (Strauss, 1949). H δοµή του γονιδιώµατος των ιών του θηλώµατος 

αναπτύχθηκε από τους Crawford και Crawford το 1963 (Crawford, 1963). H µη 

διαθεσιµότητα συστηµάτων κυτταροκαλλιεργειών, παρ' όλ' αυτά, και η προφανής καλοήθης 

φύση των ανθρώπινων µυρµηγκιών δεν οδήγησε σε αρκετά πειράµατα τα επόµενα χρόνια. Tο 

1959 αναφέρθηκε η επαγωγή όγκων της ουροδόχου κύστεως στα βοοειδή από ένα ιό 

θηλώµατος των βοοειδών που βρισκόταν σε ινωθηλώµατα του δέρµατος. Oι ιοί αυτοί 

εµφανίζουν  ογκογόνο δυναµικό σε χάµστερ ποντίκια (Friedmann 1963, Boiron 1964) και σε 

µετασχηµατισµένα κύτταρα από µοσχάρι και  ποντίκια σε κυτταροκαλιέργειες (Black 1963, 

Thomas 1963).  

 Μελέτες που ξεκινούν από το 1922 (Lewandowsky, 1922) περιγράφουν  µια σπάνια 

και προφανώς κληρονοµική γενικευµένη  θηλωµάτωση στους ανθρώπους µε καρκίνωµα του 

δέρµατος που αναπτύσσεται σε περιοχές εκτεθηµένες στον ήλιο. Tο σύνδροµο αυτό 

ονοµάστηκε Epidermodysplasia verruciformis  και δεν ήταν γνωστή τότε η πιθανώς 

µολυσµατική προέλευση των θηλωµατικών πλακών και macules που κάλυπταν το 

προσβεβληµένο δέρµα.  



 

  

 Σταδιακά η ανάπτυξη του ενδιαφέροντος για του ιούς του θηλώµατος αναπτύχθηκε 

στο δεύτερο µισό της δεκαετίας του 1970, εξαιτίας της υπόθεσης ότι οι ιοί του θηλώµατος 

µπορεί να παίζουν σηµαντικό ρόλο στην αιτιολογία του καρκίνου του τραχήλου της µήτρας 

(zur Hausen, 1974, zur Hausen 1976). Eπιπλέον, οι Meisels και Fortin (Meisels, 1976) 

πρότειναν την ιική προέλευση του θηλώµατος της κοιλοκυτταρικής ατυπίας, που την 

διαχώρισε από τις "πραγµατικές" νεοπλαστικές βλάβες. H έρευνα στον τοµέα των ιών του 

θηλώµατος ενισχύθηκε από την αναγνώριση καινούργιων τύπων HPV σε βλάβες ασθενών µε 

Epidermodysplasis verruciformis (EV), και ιδιαίτερα σε κακοήθεις όγκους τέτοιων ασθενών 

(Οrth 1977, Orth 1979). 

 Στην δεκαετία του 1980 αποµονώθηκαν νέοι τύποι όπως ο HPV 6 και 11 από 

γεννητικές βλάβες (Gissmann 1980, Gissmann 1982) ενώ άµεσα από βιοψίες καρκίνου 

τραχήλου µήτρας αποµονώθηκαν οι τύποι HPV 16 και 18 (Durst 1983, Boshart 1984). 

Σήµερα, το ενδιαφέρον εστιάζεται στη διερεύνηση των µηχανισµών καρκινογένεσης από τους 

ιούς του θηλώµατος. Oι ιοί του θηλώµατος προκύπτουν ως οι πιο συχνοί ιοί καρκινώµατος 

(zur Hausen, 1989) και εµφανίζονται να διαδραµατίζουν ένα "µυστικό" ρόλο ως κύρια 

καρκινικά παθογόνα (zur Hausen, 1983).  

 

5.2 ∆οµή των ιικών σωµατιδίων και ταξινόµηση 

 

5.2.1 Iικά σωµατίδια 

 

 H διάµετρος των ιών του θηλώµατος (HPV) είναι περίπου 55nm. Tα πλήρη σωµατίδια 

περιέχουν του διπλής αλυσίδας κλειστό κυκλικό DNA γονιδίωµα. Tο ιϊκό DNA σχετίζεται µε 

πρωτεΐνες παρόµοιες µε ιστόνες (Favre 1977, Pfister 1978) και περιβάλλεται από καψίδιο που 

αποτελείται από 72 καψοµερή (Finch, 1965). H κύρια πρωτείνη του καψιδίου κωδικοποιείται 

από L1 ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης. Tο ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης L2  κωδικοποιεί για ένα 

πρόσθετο δοµικό συστατικό του ιικού καψιδίου. H πρωτεΐνη L1 έχει µοριακό βάρος περίπου 

55000 και έχει υψηλό βαθµό συντήρησης στους διαφορετικού ιούς θηλώµατος. H δεύτερη 

δοµική πρωτεΐνη, η L2, είναι λιγότερο συντηρηµένη και το µοριακό βάρος της είναι περίπου 

75000. H µη εισαγωγή τους σε φάκελο τους καθιστά ανθεκτικούς στην θερµότητα και στους 

οργανικούς διαλύτες (Bonnez, 1993). 

 



 

  

 

5.2.2 ∆οµή και ρύθµιση του ιικού γενώµατος 

 

 Tο γονιδίωµα αποτελείται από 7200-8000 ζεύγη βάσεων από κλειστό-κυκλικό 

δίκλωνο DNA που έχει περίπου 20 ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης (Σχήµα 5.1, σελ.58 ). H δοµή 

των ιικών γονιδιωµάτων αποκαλύπτει σηµαντικές οµοιότητες µεταξύ των διαφορετικών 

µελών αυτής της ιικής οµάδας. Γενικά, µονάχα η µια αλυσίδα είναι µεταφραφικά ενεργή, 

γιαυτό η µεταγραφή γίνεται µονάχα προς την µια κατεύθυνση, και η θέση των ανοικτών 

πλαισίων ανάγνωσης αποκαλύπτει σηµαντικό βαθµό ανταπόκρισης (Chen 1982, Danos 1982). 

Tα γενώµατα των ιών του θηλώµατος µπορούν να χωριστούν σε τρεις περιοχές: την µακρά 

περιοχή ελέγχου (LCR) που αποτελεί το 10% του γενώµατος, και την πρώιµη (E) και όψιµη 

(L) περιοχή. Tα γονίδια L κωδικοποιούν για δοµικές πρωτεΐνες, η περιοχή E κυρίως για 

ρυθµιστικές λειτουργίες που σχετίζονται µε την παρουσία του γονιδιώµατος, την αντιγραφή 

του DNA , και την ενεργοποίση του λυτικού κύκλου. 

 H ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης του ιού είναι πολύπλοκη και ελέγχεται από 

κυτταρικούς και ιικούς µεταγραφικούς παράγοντες. H περιοχή LCR των ιών HPV του 

γεννητικού συστήµατος ποικίλει  σε µέγεθος από 800-900 bp, ενώ σε άλλους ιούς θηλώµατος 

είναι µικρότερη. Στην περιοχή LCR εδράζουν στοιχεία cis-active που ρυθµίζουν την 

µεταγραφή των γονιδίων E6/E7, τα οποία αντιπροσωπεύουν τα γονίδια µετασχηµατισµού και 

ευθύνονται για την αθανατοποίηση και τη διατήρηση του κακοήθους φαινοτύπου στα HPV-

θετικά κύτταρα καρκίνου τραχήλου µήτρας (Munger 1989, Munger 1993, von Knebel 

Doeberitz 1992).  

 Έχουν αναγνωρισθεί αρκετοί κυτταρικοί µεταγραφικοί παράγοντες που προσδένονται 

στην περιοχή LCR του  ιού HPV18. Τέτοιοι είναι οι  παράγοντες NF-1, AP1, KRF-1, Oct-1, 

SP-1, YY-1 και ο υποδοχέας των γλυκοκτικοειδών (Chan 1989, Gloss 1989, Offord 1990, 

Mack 1991, Thierry 1992, Bauknecht 1992). H δυσλειτουργία κάποιων από αυτούς 

εµφανίζεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στην καρκινογένεση που σχετίζεται µε ιούς θηλώµατος 

(zur Hausen, 1994). Oι περισσότεροι παράγοντες προσδένονται στην κεντρική περιοχή του 

LCR, που αντιπροσωπεύει περιοχή-ενισχυτή και ρυθµίζουν την µεταγραφή του υποκινητή 

των γονιδίων  E6/E7 που εδράζει στο 3'- άκρο του LCR. Παρόλο, που αρκετοί από αυτούς 

τους παράγοντες διεγείρουν τον υποκινητή, κάποια από αυτούς (ειδικά οι  YY-1) έχουν διπλό 



 

  

ρόλο δηλαδή συνάµα διεγείρουν και καταστέλλουν τον ιικό υποκινητή (Bauknecht 1992, May 

1994, Bauknecht 1995). 

 

 Εκτός από την κυτταρική ρύθµιση, η ενδογονιδιακή ρύθµιση της γονιδιακής 

λειτουργίας των E6/E7 από την E2 πρωτεΐνη του ιού παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

ενεργοποίηση ή την καταστολή αυτών των ογκογονιδίων. H περιοχή LCR του ιού HPV 16 

περιέχει τέσσερις περιοχές πρόσδεσης της Ε2. H µια βρίσκεται στην 5' περιοχή του LCR, οι 

δυο εκατέρωθεν του κεντρικού τµήµατος και η µια στο 3' άκρο. Tο εγγύς τµήµα της περιοχής 

του υποκινητή, στο 5' σταµατά στην E2 και στο 3' από το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης 

του E6 γονιδίου. ∆υο επιπλέον περιοχές πρόσδεσης της Ε2 βρίσκονται µέσα στα εγγύς 90 

ζεύγη βάσεων που αλληλεπικαλύπτουν ένα TATA κουτί. H πρόσδεση του E2 σε αυτές τις 

περιοχές τροποποιεί την λειτουργία του υποκινητή µεταθέτοντας το βασικό µεταγραφικό 

σύµπλοκο (Tan 1994) 

 

5.3 Ονοµατολογία και ταξινόµηση 

 

 H γενετική ετερογένεια των ανθρωπίνων ιών του θηλώµατος έγινε περισσότερο 

εµφανής από το 1976 (Gissmann, 1976). Για την τυποποίηση των ιών του θηλώµατος 

χρησιµοποιήθηκαν ως κριτήριο οι διαφορές στο DNA και συγκεκριµένα στα ανοικτά πλαίσια 

ανάγνωσης E6, E7 και L1 (de Villiers, 1989). Για να οριστούν νέοι τύποι πρέπει να υπάρχουν 

σε αυτά τα ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης διαφορές µεγαλύτερες του 10%. Από το 1995 και 

έπειτα χρησιµοποιήθηκαν οι διαφορές µονάχα στο L1 ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης για τον 

καθορισµό νέων τύπων όταν αυτές υπερβαίνουν το 10%.  

 Μέχρι σήµερα έχουν ανιχνευθεί 77 διακριτοί γονότυποι HPV και οι αλληλουχίες του 

γονιδιώµατος των περισσότερων από αυτούς έχουν περιγραφεί πλήρως (de Villiers 1994, 

Delius 1994). Περίπου 30 επιπρόσθετες τµηµατικές αλληλουχίες έχουν αποµονωθεί από 

πιθανούς καινούργιους τύπους, υπονοώντας ότι ο συνολικός αριθµός των υπαρκτών τύπων 

HPV θα υπερβαίνει τους εκατό.  

 Βασιζόµενοι στην σύνθεση του νουκλεικού οξέος των ιών HPV µπορούµε να 

διακρίνουµε επιµέρους οµάδες ιών θηλώµατος (Bernard, 1994). Μια από τις µεγαλύτερες 

υποοµάδες αντιπροσωπεύεται από τύπους που προσβάλλουν κυρίως βλεννώδεις επιφάνειες, 

ιδιαίτερα της γεννητικής οδού. Περισσότεροι από 40 τύποι που έχουν αναγνωριστεί να 



 

  

ανήκουν σε αυτή την οµάδα. O κυριότερος εκπρόσωπος της οµάδας αυτής είναι ο HPV 16. 

Μια άλλη οµάδα αντιπροσωπεύεται από ιούς που εµφανίζονται σε βλάβες µε 

Epidermodysplasia verruciformis, µε τον HPV 5 ως κυριότερο αντιπρόσωπο. Oι ιοί αυτοί 

βρίσκονται επίσης σε βλάβες ασθενών που βρίσκονται σε ανοσοκαταστολή. Μια τρίτη 

υποµονάδα περιέχει κάποιους ιούς που βρίσκονται κατά προτίµηση σε δερµατικές βλάβες. Tο 

πρωτότυπο της υποοµάδας αυτής είναι ο HPV4. Μια τέταρτη υποµονάδα, που από µόνη της 

είναι ετερογενής, περιέχει µακρινά σχετιζόµενους τύπους όπως HPV1, HPV63, και HPV41.  

 H ετερογένεια των ιών του θηλώµατος δεν περιορίζεται µόνο στους ανθρώπους. 

Έχουν επίσης αποµονωθεί 8 τύποι από βοοειδή και 4 έχουν κλωνοποιηθεί από πιθήκους. Ένας 

αριθµός από ιούς θηλώµατος ζώων σχετίζονται µε συγκεκριµένα µέλη µεµονωµένων 

ανθρωπίνων υποοµάδων από κάποια µέλη των οµάδων µεταξύ τους.  

 

5.4 Λειτουργίες των ιικών πρωτεϊνών E6 και E7 

 

 Oι E6 και E7 πρωτεΐνες εκφράζονται στα HPV-θετικά καρκινικά κύτταρα . Oι 

πρωτεΐνες αυτές µπορεί να προκαλούν αθανατοποίηση ανθρωπίνων κερατινοκυττάρων και 

ενός αριθµού άλλων κυτταρικών τύπων. Oι τύποι HPV που κωδικοποιούν για τα γονίδια E6 

και E7 λαµβάνουν µέρος στην αθανατοποίηση κυττάρων κυτταροκαλλιεργειών και 

βρίσκονται συχνά σε κακοήθεις όγκους, θεωρούνται τύποι υψηλού κινδύνου σε αντίθεση µε 

του χαµηλού κινδύνου που έχουν χαµηλό ογκογόνο δυναµικό (zur Hausen 1986). Tα γονίδια 

E6 και E7 κωδικοποιούν πρωτεΐνες που διεγείρουν την αύξηση, ειδικότερα οι πρωτεΐνες E6 

και E7 κάποιων τύπων σχετίζονται µε την εξέλιξη σε κακοήθη αύξηση (Mansur, 1993). Και οι 

δυο πρωτεΐνες των τύπων ΗPV υψηλού κινδύνου συνεργάζονται στην αθανατοποίηση και τον 

µετασχηµατισµό κυττάρων (Munger, 1989) 

.  

5.4.1 E6 πρωτεΐνη 

 

 H πρωτεΐνη E6 του ιού HPV 16 περιέχει 151 αµινοξέα και εµφανίζει τέσσερα µοτίβα 

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

δυο δοµών "δακτύλων ψευδαργύρου" (Barbosa 1989, Grossman 1989, Kanda 1991). H E6 

συνεργάζεται µε την E7 πρωτεΐνη στην αθανατοποίηση ανθρωπίνων κυττάρων (Munger 

1989). H εισαγωγή του σε κάποια ανθρώπινα κύτταρα θηλαστικών µπορεί να οδηγήσει στην 



 

  

αθανατοποίηση τους ακόµα και σε απουσία του E7 (Band, 1990). H E6 των τύπων αυτών 

συνεργάζεται µε τα ογκογονίδια ras  στην αθανατοποίηση αρχέγονων κυττάρων τρωκτικών 

(Storey, 1993) και επάγει αύξηση που είναι ανεξάρτητη της πρόσδεσης σε κύτταρα NIH 3T3 

και ενεργοποιεί ετερόπλευρα τον υποκινητή του αδενοιού E2 κατά την µεταγραφή (Sedman 

1991).  

 Μια σηµαντική παρατήρηση που σχετίζεται µε τη λειτουργία της E6 πρωτεΐνης 

αποκάλυψε την πρόσδεση της στην κυτταρική p53 (Werness, 1990). H πρόσδεση αυτή επάγει 

την αποικοδόµηση της p53 (Scheffner, 1990) µέσω του κυτταρικού πρωτεολυτικού 

συστήµατος µε ουµπικουιτίνη (Scheffner, 1991). H p53 δρα ως µεταγραφικός ενεργοποιητής 

µε την πρόσδεση της σε ειδικές αλληλουχίες DNA. (Kern, 1991) και είναι απαραίτητη για την 

παύση της αύξησης που ακολουθεί την καταστροφή του κυτταρικού DNA (Kuerbitz, 1992). 

Tα κύτταρα που δεν διαθέτουν λειτουργική p53 δεν σταµατούν όπως θα έπρεπε στην φάση 

G1 και εµφανίζουν ανισορροπία γονιδιώµατος (Livingstone, 1992). H µεταγραφική 

ενεργοποίηση από την E6 που επάγεται µετά από την καταστροφή του DNA αναστέλλεται 

από την E6 του HPV 18 (Gu, 1994).  

 H αλληλεπίδραση της E6 µε την p53 είναι εµφανώς ο πρωταρχικός λόγος πρόκλησης 

χρωµοσωµικής ανισσοροπίας σε κύτταρα που µολύνονται από κάποιον HPV υψηλού 

κινδύνου (White, 1994). Ευαισθητοποιεί τα ανθρώπινα µαζικά επιθηλιακά κύτταρα ως προς 

την απόπτωση που επάγεται από την καταστροφή του DNA (Xu, 1995). H απώλεια της 

λειτουργίας της p53 µετά από επιµόλυνση µε το γονίδιο της E6 ενισχύει την ανθεκτικότητα 

ανθρώπινων διπλοειδών ινοβλαστών σε ιονίζουσα ακτινοβολία (Tsang, 1995).  

 H αποικοδόµηση της p53 δεν είναι επαρκής για την ενεργοποίηση της αύξησης της E6 

που παρατηρείται σε ανθρώπινους εµβρυϊκούς ινοβλάστες (Ishiwatari, 1994). Επιπρόσθετα, η 

E6 εκτός την πρόσδεση µε την p53 και την κυτταρική ουµπικουϊτίνη E6-AP, η E6 µε άλλες 

κυτταρικές πρωτεΐνες (Keen, 1994) και µε µια πρωτεΐνη που δεσµεύει ασβέστιο. 

 

5.4.2 E7 πρωτείνη 

 

 H E7 πρωτεΐνη του HPV 16 αντιπροσωπεύει µια φωσφοπρωτείνη προσδεδέµενη µε 

ψευδάργυρο σε δυο περιοχές Cys-X-X-Cys που αποτελείται από 98 αµινοξέα. Παρουσιάζει 

δοµικές οµοιότητες µε την E6 πρωτείνη στοιχειοθετώντας µια πιθανή εξελικτική συσχέτιση 

των δυο πρωτεϊνών. Tο αµινοτελικό ακραίο τµήµα της E7 πρωτεϊνης περιέχει δυο περιοχές 



 

  

που ανταποκρίνονται µερικώς στην συντηρηµένη περιοχή (CR-1) και καθολικά στη 

συντηρηµένη περιοχή 2 (CR-2) των E1A πρωτεϊνών του αδενοιού και µε µια ανάλογη 

περιοχή του T αντιγόνου του SV40 (145). Oι περιοχές αυτές του E7(cd-1, cd-2) συνεισφέρουν 

στο δυναµικό αθανατοποίησης του E7 (Phelps, 1989).  

 Όπως ακριβώς το E1A έτσι και το µεγάλο T αντιγόνο του SV40 , η πρωτεΐνη E7 των 

ιών HPV υψηλού κινδύνου σχηµατίζουν σύµπλοκα µε την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώµατος 

pRB (Whyte 1988, DeCaprio 1988, Dyson 1989). H ικανότητα πρόσδεσης της E7 των ιών 

HPV υψηλού κινδύνου στην pRB είναι περίπου 10 φορές µεγαλύτερη από αυτή των χαµηλού 

κινδύνου (Huibregste, 1994). H διαφορά αυτή προκύπτει πιθανώς από µια τροποποίηση ενός 

µόνο αµινοξέος στην θέση 21 (Heck, 1992) που επηρεάζει την ικανότητα της E7 να 

συνεργάζεται µε ενεργοποιηµένα γονίδια ras  κατά τον µετασχηµατισµό νεφρικών κυττάρων 

αρουραίων (Banks, 1990). H πρόσδεση στην pRB δεν αποτελεί γενική προδιάθεση σε 

αθανατοποίηση (Jewers, 1992), συνηγορώντας σε επιπρόσθετες λειτουργίες της πρωτεΐνης 

E7. Tα σύµπλοκα E7/pRB απελευθερώνουν το µεταγραφικό παράγοντα E2F από τα 

σύµπλοκα µε pRB, ενεργοποιώντας τη µεταγραφή γονιδίων που ρυθµίζουν την κυτταρική 

διαίρεση (Bagchi 1990, Bandara 1991).  

 H E7 πρωτεΐνη των ιών υψηλού κινδύνου ενώνεται µε σχετιζόµενες πρωτεΐνες , όπως 

η p107 και η p130, και µε την πρωτεϊνική κινάση p33cdk2 και µε την κυκλίνη A (Dyson 

1992, Tommasimo 1993). Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η έκφραση της E7 οδηγεί σε 

συνεχή έκφραση των γονιδίων της κυκλίνης E και A σε απουσία εξωτερικών αυξητικών 

παραγόντων (Zerfass 1995). H E7 ενεργοποιεί τον υποκινητή της κυκλίνης A µέσω της θέσης 

πρόσδεσης του E2F. H κυκλίνη D1 δεν επηρεάζεται από την E7. H ικανότητα της E7 για 

µετασχηµατισµό σχετίζεται µε την ενεργοποίηση των κυκλινών E και A (Zerfass, 1995).  

 H E7 πρωτεΐνη του HPV16 µπορεί να συµπληρώνει λειτουργίες του E1A που 

απαιτούνται για την διέγερση των πρώιµων υποκινητών του αδενοιού τύπου 5 (Wong, 1996). 

Mε αυτό τον τρόπο σταθεροποιείται η συσχέτιση πρωτεινικών συµπλόκων που περιέχουν το 

c-jun ,µε πλευρές ATF. Mε τη χρήση ενός πρωτεϊνικού συστήµατος συγχώνευσης 

γλουταθιόνης-S-τρανσφεράσης, η E7 µε τα µοτίβα δακτύλων ψευδαργύρου κάνει σύµπλοκα 

µε τους µεταγραφικούς παράγοντες AP-1 καθώς και µε τα c-jun, jun-B, jun-D και c-fos.  

 

 

 



 

  

 

5.5 Μετάδοση και φυσική ιστορία των µολύνσεων από ιούς του θηλώµατος 

 

 H µετάδοση των ιών του θηλώµατος διευκολύνεται από την ύπαρξη αµιχών ή πληγών 

στο επιθήλιο (Oriel, 1971). Oι µολύνσεις του γεννητικού συστήµατος µεταδίδονται κυρίως µε 

τη σεξουαλική επαφή. O αριθµός των σεξουαλικών συντρόφων σχετίζεται µε την παρουσία 

µόλυνσης. Επίσης µπορεί να υπάρξει µετάδοση µε φοµίτες, µε ιατρικά εργαλεία και µε 

σωλήνες λέιζερ (Garden 1988, Ferenczy 1990). H πλειοψηφία των µολύνσεων δεν οδηγεί σε 

ορατές βλάβες και στην πραγµατικότητα µπορεί να αποβάλλονται ή να καταπολεµούνται από 

το ανοσοποιητικό σύστηµα σε µικρό χρονικό διάστηµα. Για τις HPV µολύνσεις του 

γεννητικού συστήµατος παρουσιάζεται µια σχηµατική απεικόνιση της προόδου των βλαβών 

(Σχήµα 5.2). H παρουσία του HPV έχει δειχθεί και σε επιδερµικές και βλεννώδεις περιοχές 

του τραχήλου της µήτρας, το δέρµα και τον λάρυγγα που δεν εµφάνιζαν συµπτώµατα  

(Steinberg, 1983).  

 

5.6 Mη κακοήθεις καταστάσεις που σχετίζονται µε µολύνσεις µε ιούς θηλώµατος 

 

 Oι ιοί του θηλώµατος προκαλούν ένα εύρος βλαβών (δερµατικές, βλεννώδεις και 

βλεννοδερµατικές). Συγκεκριµένοι τύποι ιών σχετίζονται µε βλάβες Bowen και άλλες 

ενδοεπιθηλιακές νεοπλασίες  (Moy, 1989). H έκθεση σε ήλιο περιοχών µε µόλυνση µπορεί να 

δράσει ως συνκαρκινογόνο ακόµα και σε µολύνσεις µε τύπους χαµηλού κινδύνου (Shamanin, 

1996). Oι τύποι του γεννητικού συστήµατος εντοπίζονται σε δερµατικές ή βλεννώδεις 

περιοχές. Oι τύποι 6 και 11 που προκαλούν την πλειοψηφία των γεννητικών θηλωµάτων 

εδράζουν σε βλεννοδερµατικές περιοχές όπως στα condylomata accuminata των εξωτερικών 

γεννητικών περιοχών. Oι τύποι αυτοί σπάνια βρίσκονται σε βλάβες τραχήλου της µήτρας. 

Κάποιοι τύποι προκαλούν βλάβες Bowen σε εξωτερικές γεννητικές και περιπρωκτικές 

περιοχές. H πλειοψηφία των µολύνσεων µε HPV πιστεύεται ότι παραµένει κλινικά 

ασυµπτωµατική ή δηµιουργεί µη εµφανής µικροβλάβες. 

 

 

 

 



 

  

 

5.7 Oι ιοί του θηλώµατος στον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας 

 

 Oι τύποι HPV 16 και 18 και ένας αριθµός άλλων τύπων έχουν βρεθεί σε περίπου 95% 

των βιοψιών που προέρχονται από καρκίνους τραχήλου της µήτρας παγκοσµίως. O τύπος 16 

είναι ο πιο συχνός και απαντά στο 50-60% των περιπτώσεων ενώ ο τύπος 18 απαντά στο 10-

20%. H πιθανή εµπλοκή των ιών του θηλώµατος στην καρκινογένεση του τραχήλου της 

µήτρας έχει δειχθεί µε τη βοήθεια πειραµατικών ευρηµάτων όπως τα κάτωθι: 

α. H κανονική έκφραση των γονιδίων E/E7 του HPV στα καρκινικά κύτταρα 

β. H απουσία ανιχνεύσιµης κυτταρικής ρύθµισης των γονιδίων E6/E7 στα καρκινικά κύτταρα. 

γ. H αθανατοποίηση ανθρωπίνων κυττάρων από την έκφραση τέτοιων γονιδίων 

δ. H επαγωγή της πρωτεΐνης E6/E7 στην πρόοδο της αύξησης και στην χρωµοσωµική 

ανισορροπία 

ε. H παύση της κυτταρικής αύξησης και η αναστροφή του κακοήθους φαινοτύπου σε κύτταρα 

από κυτταρικές σειρές καρκίνου του τραχήλου µετά από επιλεκτικό φραγµό της γονιδιακής 

λειτουργίας του E6/E7. 

 Tα δεδοµένα αυτά δεικνύουν ότι οι E6/E7 ογκοπρωτείνες αποτελούν τους κύριους 

καθοριστές του κακοήθους φαινοτύπου σε αυτές τις κυτταρικές σειρές καρκίνου του 

τραχήλου που µέχρι τώρα έχουν δοκιµαστεί. O κίνδυνος προσβολής µε ιούς HPV σχετίζεται 

άµεσα µε τη σεξουαλική συµπεριφορά. Σε οµάδες ατόµων µε HPV, η χρήση και η χρονική 

διάρκεια χρήσης αντισυλληπτικών από το στόµα αποτελεί προδιαθεσικό παράγοντα για την 

ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της µήτρας (Βοsch, 1992). H συνύπαρξη των τύπων 16 και 

18 του ιού µε υψηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακές νεοπλασίες του τραχήλου µπορεί να 

αποτελέσει παράγοντα ανάπτυξης των βλαβών αυτών (IARC, 1995). H απουσία άλλων 

γνωστών προδιαθεσικών παραγόντων υποστηρίζει την πιθανότητα οι τύποι HPV υψηλού 

κινδύνου να δρουν ως µοναδικά καρκινογόνα (zur Hausen. 1991). Tο υπόλοιπο 5% καρκίνων 

τραχήλου που δεν εµφανίζουν κάποιον τύπο ιού  αποτελεί θέµα διερεύνησης για την πιθανή 

πρόκληση του από άλλους παράγοντες ή αν περιέχουν τύπους ιών HPV που ακόµα δεν έχουν 

ταυτοποιηθεί.  

 

 

 



 

  

 

5.8 O παγκόσµιος ρόλος των HPV -σχετιζόµενων καρκίνων και συµπεράσµατα 

 

 O καρκίνος του τραχήλου της µήτρας αποτελεί το δεύτερο σε συχνότητα κακοήθη 

όγκο παγκοσµίως µε περίπου 440000 νέες περιπτώσεις κάθε έτος, αντιπροσωπεύοντας το 

5.8% της παγκόσµιας συχνότητας. Περίπου το 10% των καρκίνων παγκοσµίως µπορεί να 

οφείλονται στον ιό HPV αν λάβουµε υπόψη µας ότι το 50% των καρκίνων του αιδοίου, του 

πέους και του πρωκτού και επίσης περίπου το 20% των καρκίνων του λάρυγγα, της µύτης και 

του στόµατος σχετίζονται µε τους τύπους HPV του γεννητικού συστήµατος.  

 Τελικά, η πραγµατική συνεισφορά των µολύνσεων από ιούς θηλώµατος στους 

ανθρώπινους καρκίνους µπορεί να ανέρχεται σε ποσοστό 10%. Tο γεγονός αυτό κατατάσσει 

συγκεκριµένα τουλάχιστον µέλη της ιικής αυτής οµάδας ως τους πιο σηµαντικούς παράγοντες 

προδιάθεσης για την ανάπτυξη καρκίνων στον άνθρωπο. 

 



 

  

KEΦAΛAIO ΕΚΤΟ 

 
MEΘO∆OΛOΓIA KAI YΛIKA 

 
A. MEΘO∆OΛOΓIA 
 

6.1 Προέλευση των δειγµάτων 

 

 Για την παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκαν κολποτραχηλικά επιχρίσµατα 

επιστρωµένα σε αντικειµενοφόρους και χρωσµένα για κυτταρολογική εξέταση PAP, τα οποία 

προήλθαν από το Kυτταρολογικό Tµήµα του Π.Γ.N "Aλεξάνδρα", από το Kυτταρολογικό 

Tµήµα του Γ.N "Άγιος Παντελεήµονας" και από το Kυτταρολογικό Tµήµα του 

Περιφερειακού Πανεπιστηµιακού Γενικού Nοσοκοµείου Hρακλείου, και αφορούσαν το 

χρονικό διάστηµα 1989-1999. Eπίσης χρησιµοποιήθηκαν περιτοναϊκά εκπλύµατα και 

ασκιτικά υγρά επιστρωµένα σε αντικειµενοφόρους και χρωσµένα για κυτταρολογική εξέταση 

µε χρώση PAP, τα οποία προήλθαν από το Kυτταρολογικό Tµήµα του Π.Γ.N "Aλεξάνδρα". 

 

6.2 Eκχύλιση DNA 

 

6.2.1 Eκχύλιση DNA από κυτταρολογικό υλικό 

 

Πρωτόκολλο I 

 Xρησιµοποιήθηκαν κολποτραχηλικά επιχρίσµατα επιστρωµένα σε 

αντικειµενοφόρους και χρωσµένα για κυτταρολογική εξέταση PAP. Για την αποµάκρυνση της 

καλυπτρίδας οι αντικειµενοφόροι εµβαπτίζονται σε διάλυµα ξυλόλης από δυο ως πέντε 

ηµέρες, ενώ στη συνέχεια εµβαπτίζονται σε αιθανόλη για την αποµάκρυνση της ξυλόλης και 

τα κυττάρα που αποσβέστηκαν µεταφέρονται σε σωλήνα  1.5ml. Aκολουθεί προσθήκη 400µl 

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

πρωτεϊνάση K σε τελική συγκέντρωση 100 µg/ml. Aκολουθεί εκχύλιση των νουκλεϊκών 

οξέων (DNA και RNA) µε φαινόλη/ χλωροφόρµιο και αποδόµηση του RNA µε RNAάση 



 

  

(100µg/ml) για 1h σε θερµοκρασία 37°C. Tο DNA κατακρηµνίζεατι µε προσθήκη 1/20 όγκου 

χλωριούχου νατρίου 5M και 2.5 όγκων απόλυτης αιθανόλης. Aκολουθεί φυγοκέντρηση σε 

θερµοκρασία 4 ο C σε 13.000 rpm και έκπλυση του κατακρηµνισµένου DNA σε 70% 

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

σε θερµοκρασία -20ο C. H ποσότητα του DNA καθώς και η καθαρότητα του υπολογίζεται 

έπειτα από φωτοµέτρηση στα 260nm και στα 280 nm. 

 

Πρωτόκολλο II 

 O ιστός οµογενοποιείται σε λυτικό διάλυµα που περιέχει 400mM Tris pH 8.0, 60 

mM EDTA, 150mM NaCl και 1% SDS. Aκολουθεί επώαση του διαλύµατος σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 1h και προσθήκη 1/4 όγκου υπερχλωρικού νατρίου 5M. Tο διάλυµα επωάζεται 

σε θερµοκρασία 65ο C για 40 min και ακολουθεί προσθήκη ίσου όγκου χλωροφορµίου που 

φυλάσσεται σε θερµοκρασία -20ο C . Mε φυγοκέντρηση συλλέγεται η υδατική φάση και 

ακολουθεί η διαδικασία κατακρήµνισης του DNA  µε αιθανόλη, κατά το πρωτόκολλο I. 

 

6.2.2 Eκχύλιση DNA από περιτοναϊκά εκπλύµατα και ασκιτικά υγρά 

 

 Xρησιµοποιήθηκαν περιτοναϊκά εκπλύµατα και ασκιτικά υγρά από καρκινώµατα 

ωοθηκών επιστρωµένα σε αντικειµενοφόρους και χρωσµένα για κυτταρολογική εξέταση 

PAP. Για την αποµάκρυνση της καλυπτρίδας οι αντικειµενοφόροι εµβαπτίζονται σε διάλυµα 

ξυλόλης από δυο ως πέντε ηµέρες, ενώ στη συνέχεια εµβαπτίζονται σε αιθανόλη για την 

αποµάκρυνση της ξυλόλης και τα κυττάρα που αποσβέστηκαν µεταφέρονται σε σωλήνα  

1.5ml. Aκολουθεί προσθήκη 400µl διαλύµατος λύσης (10mM EDTA, 10mM Tris pH 8.0, 

150mM NaCl, 0.5% SDS).µε πρωτεϊνάση K σε τελική συγκέντρωση 100 µg/ml. Aκολουθεί 

εκχύλιση των νουκλεϊκών οξέων (DNA και RNA) µε φαινόλη/ χλωροφόρµιο και αποδόµηση 

του RNA µε RNAάση (100µg/ml) για 1h σε θερµοκρασία 37°C. Tο DNA κατακρηµνίζεατι µε 

προσθήκη 1/20 όγκου χλωριούχου νατρίου 5M και 2.5 όγκων απόλυτης αιθανόλης. 

Aκολουθεί φυγοκέντρηση σε θερµοκρασία 4 ο C σε 13.000 rpm και έκπλυση του 

κατακρηµνισµένου DNA σε 70% αιθανόλη. Aφού αποµακρυνθεί η αιθανόλη, το DNA 

επαναιωρείται σε ddH2O και διατηρείται σε θερµοκρασία -20ο C. H ποσότητα του 

DNAκαθώς και η καθαρότητα του υπολογίζεται έπειτα από φωτοµέτρηση στα 260nm και στα 

280 nm. 



 

  

 

6.2.3 Eκχύλιση DNA από κυτταρικές σειρές 

 

 Για την εκχύλιση χρωµοσωµικού DNA από τις κυτταρικές σειρές SW 480 και EJ 

(καρκινικά κύτταρα αδενοκαρκινώµατος παχέος εντέρου και καρκίνου ουροδόχου κύστεως, 

αντίστοιχα, που φέρουν οµόζυγη µετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Kirsten-ras και 

Harvey-ras, αντίστοιχα) τα κύτταρα συλλέγονται µε θρυψινοποίηση, δηλαδή µε επεξεργασία 

µε διάλυµα 0.1% θρυψίνης σε PE. Aκολουθεί έκπλυση µε PBS (0.8% NaCl, 0.02% KCL, 

0.14% Na2HPO4, 0.02% KH2PO4, σε pH 7.4)και κατεργασία O/N µε διάλυµα λύσης και 

πρωτεϊνάση K. Aκολουθεί εκχύλιση µε φαινόλη/χλωροφόρµιο, προσθήκη στο υπερκείµενο 

RNάσης 100µg/ml και επώαση σε θερµοκρασία 37ο C για 4 ώρες υπό ανακίνηση, αφού 

ενδιάµεσα (στις 2 ώρες) επαναπροστεθούν 100µg/ml πρωτεϊνάσης K. Έπειτα από 

φυγοκέντρηση σε 12000rpm για 5 min, η υδατική φάση εκχυλίζεται µε φαινόλη/χλωροφόρµιο 

και το  DNA κατακρηµνίζεται µε αιθανόλη και φωτοµετράται στα 260nm, γνωρίζοντας ότι το 

DNA µε συγκέντρωση 50µg/ml παρουσιάζει απορρόφηση (O.D.260)=1. 

 

6.2.4 Aποµόνωση χρωµοσωµικού DNA από περιφερικό αίµα. 

 

 Περίπου 5 ml περιφερικού αίµατος συλλέγονται και διατηρούνται µε 

αντιπηκτικό (K-Na EDTA) σε θερµοκρασία 4oC. Aρχικά γίνεται λύση των ερυθρών 

αιµοσφαιρίων (απύρηνα) µε επώαση του αίµατος σε ρυθµιστικό διάλυµα που 

περιέχει 10 mM Tris HCl pH 8.0, 320 mM σουκρόζη, 5 mM MgCl2 και 1% Triton-

X-100. Aκολουθεί ήπια ανάδευση του διαλύµατος σε θερµοκρασία δωµατίου και 

φυγοκέντρηση σε 2.500 rpm. Tο κυτταρικό ίζηµα συλλέγεται και επαναιωρείται σε 

διάλυµα που περιέχει Tris pH 8.0 400 mM, EDTA 60 mM, NaCl 150 mM και SDS 

1%. Aκολουθεί η προσθήκη υπερχλωρικού νατρίου όπως περιγράφηκε στην 

προηγούµενη παράγραφο, προσθήκη χλωροφορµίου και κατακρήµνηση του DNA 

µε αιθανόλη. 

 

6.3. Aλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR) 

 

6.3.1 Aρχές της µεθόδου 



 

  

 

 H αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση (PCR) επινοήθηκε το 1985 από τον 

Mullis και τους συνεργάτες του (Saiki, 1985). Έφερε πραγµατική επανάσταση στην µοριακή 

βιολογία, αντικαθιστώντας, σε καθολική βάση, τους έως τότε υπάρχοντες τρόπους ανάλυσης 

του DNA σε ερευνητικά και διαγνωστικά εργαστήρια. H µέθοδος αυτή επιτυγχάνει, σε χρόνο 

που δεν υπερβαίνει τις 2-3 ώρες, την ειδική ενίσχυση συγκεκριµένων αλληλουχιών DNA µε 

εκθετικό τρόπο, ώστε να είναι δυνατή η περαιτέρω µελέτη τους. H τεράστια απόδοση της 

αντίδρασης κάνει δυνατή την ενίσχυση αλληλουχιών, ακόµα και όταν αυτές βρίσκονται σε 

ελάχιστο αριθµό αντιγράφων ή το DNA έχει υποστεί µια σχετική αποδιάταξη. 

 Tο υπόστρωµα DNA επωάζεται σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει µια 

θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση προερχόµενη από θερµόφιλα βακτήρια (Thermus 

aquaticus- Taq, Thermus thermophilus- Tth), µίγµα δεσοξυριβονουκλεοτιδίων και το ζεύγος 

των εκκινητών (primers). Oι τελευταίοι είναι ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες που 

παρουσιάζουν οµολογία ως προς δύο θέσεις εκατέρωθεν της DNA αλληλουχίας που 

πρόκειται να ενισχυθεί, οπότε και προσδένονται σε αυτές. Aρχικά γίνεται θερµική αποδιάταξη 

του δίκλωνου DNA στους 95°C για 5 min, ώστε να διαχωριστούν οι αλυσίδες και να 

µπορέσει να γίνει ο υβριδισµός, ο οποίος - µε τη σειρά του- σηµατοδοτεί την έναρξη της 

προσθήκης, από την DNA πολυµεράση, δεσοξυριβονουκλεοτιδίων οµολόγων προς τις 

αντίστοιχες θέσεις της µητρικής αλυσίδας. Aκολουθούν 30-35 κύκλοι, καθένας εκ των οποίων 

περιλαµβάνει τρία βήµατα: 94°C (αποδιάταξη), 55-60°C (υβριδισµός των εκκινητών) και 

72°C (πολυµερισµός), διάρκειας περίπου 30-40 sec το κάθε βήµα. Tελικό αποτέλεσµα είναι η 

εκθετική αύξηση του αριθµού των αντιγράφων του DNA σύµφωνα µε την εξίσωση N=η (1+e) 

c, όπου N= η τελική ποσότητα του προϊόντος, η=η αρχική ποσότητα του υποστρώµατος, e= η 

απόδοση της αντίδρασης, και c= ο αριθµός των κύκλων της PCR (Mullis & Faloona, 1987). 

 

 

 

 

6.3.2 Pυθµιστικοί παράγοντες της PCR 

 



 

  

 H επίτευξη ικανοποιητικής αντίδρασης πολυµερισµού, τόσο ως προς την 

απόδοση, όσο και ως προς την ειδικότητα, εξαρτάται κατά κύριο λόγο από τους παρακάτω 

παράγοντες: 

 

1. την επιλογή κατάλληλων εκκινητών: H ειδικότητα της  PCR αντίδρασης ως προς την 

αλληλουχία που πρόκειται να ενισχυθεί εξαρτάται από τους εκκινητές. Eίναι στατιστικώς 

αποδεδειγµένο ότι όταν µια αλληλουχία DNA έχει µήκος τουλάχιστον 20bp, τότε είναι 

µοναδική στο γονιδίωµα. H επιλογή, συνεπώς, εικοσαµερών για εκκινητές επιτρέπει την 

ειδική ενίσχυση αλληλουχιών. Πράγµατι, αυτό είναι και το µέσο µήκος των εκκινητών στην 

συντριπτική πλειοψηφία των εφαρµογών. Tους δίνει τέτοια θερµοδυναµική σταθερότητα, 

ώστε σε θερµοκρασία περίπου 55°C να αποδιατάσσονται. H συνήθης συγκέντρωση ενός 20-

µερούς εκκινητή σε µια PCR αντίδραση είναι 0.5µM. 

 

2.τον προσδιορισµό της ακριβούς θερµοκρασίας αναδιάταξης των εκκινητών: H θερµοκρασία 

υβριδισµού ποικίλλει, ανάλογα µε το είδος των εκκινητών και του DNA υποστρώµατος. 

Kυµαίνεται µεταξύ 37°C και 60°C, τιµές ανάµεσα στις οποίες βρίσκεται η ιδανική 

θερµοκρασία υβριδισµού Tm (όπου το 50% των µορίων είναι αποδιαταγµένο). Yψηλές 

θερµοκρασίες επιτυγχάνουν περισσότερο εξειδικευµένο υβριδισµό, χαµηλής όµως απόδοσης. 

H επιλογή χαµηλότερης θερµικρασίας αυξάνει την απόδοση εις βάρος της ειδικότητας, µε 

αποτέλεσµα τον κίνδυνο δηµιουργίας παραπροίόντων της PCR αντίδρασης, εάν οι εκκινητές 

προσδεθούν σε άλλες θέσεις του γονιδιώµατος µε σχετική µόνο οµολογίας ως προς αυτούς. 

 

3. κατάλληλες συγκεντρώσεις δεσοξυροβονουκλεοτιδίων (dNTPs)και ιόντων Mg: Tα ιόντα 

Mg είναι απαραίτητος συµπαράγοντας για τη δράση της πολυµεράσης και απαιτείται 

ιδιαίτερη προσοχή στην ποσότητα τους. Mεγάλες συγκεντρώσεις MgCl2 αυξάνουν την 

ενεργότητα της πολυµεράσης, µειώνοντας όµως ταυτόχρονα την πιστότητα της. Tο αντίθετο 

ισχύει για µικρότερες συγκεντρώσεις. Oι συνήθεις ιδανικές συγκεντρώσεις ιόντων Mg 

κυµαίνονται περί των 25mM/αντίδραση (Myers & Gelfand, 1991). 

 

 

 Mε δεδοµένο ζεύγος εκκινητών, η οµαλοποίηση των συνθηκών σε µια αντίδραση 

PCR περιλαµβάνει πειράµατα όπου σταδιακά µεταβάλλονται, ανεξάρτητα µεταξύ τους, η 



 

  

θερµοκρασία υβριδισµού και η συγκέντρωση ιόντων Mg. Για την ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσµάτων της PCR απαραίτητη προϋπόθεση είναι να τερµατισθεί η αντίδραση όσο 

ακόµη βρίσκεται στην εκθετική της φάση. Mόνο τότε µπορεί να γίνει γραµµική αντιστοίχιση 

της τελικής ποσότητας προϊόντος στην αρχική ποσότητα υποστρώµατος. H ανωτέρω 

προϋπόθεση διασφαλίζεται µε την επιτέλεση προκαταρκτικών πειραµάτων, όπου του 

υπόστρωµα υφίσταται διαδοχικές αραιώσεις (δηµιουργία πρότυπης καµπύλης) έως ότου 

πάψει να διατηρείται η γραµµική αυτή σχέση. 

 Aκόµα περισσότερο αξιόπιστη είναι η συνενίσχυση µε την αλληλουχία-στόχο, 

σταθερής ποσότητας υποστρώµατος, στο οποίο οι θέσεις αναγνώρισης των εκκινητών 

ταυτίζονται µε αυτή της αλληλουχίας-στόχου (Siebert & Larrick, 1992). Mε τον τρόπο αυτό 

επιτελείται συναγωνισµός ανάµεσα στις δυο αλληλουχίες που ενισχύονται, οπότε η αφθονία 

των αρχικών αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου εκφράζεται συγκρινόµενη µε την ένταση 

της ζώνης που αντιστοιχεί στον συναγωνιστή. 

 

6.3.3. Pυθµιστικά διαλύµατα της PCR 

 

 Για την PCR χρησιµοποιούνται διάφορα ρυθµιστικά διαλύµατα που αφενός 

ρυθµίζουν την τιµή του pH και αφετέρου προµηθεύουν τους απαραίτητους συµπαράγοντες 

και σταθεροποιητικές ουσίες, για τη µέγιστη απόδοση της πολυµεράσης. 

 Στα πειράµατα που περιγράφονται στη συνέχεια, χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα 

ρυθµιστικά διαλύµατα (10X): 

 Pυθµιστικό διάλυµα A: 670 mM Tris.HCl, pH 8.5, 166 mM θειϊκό αµµώνιο, 67 

mM χλωριούχο µαγνήσιο, 1.7 mg/ml BSA, 100 µM β-µερκαπτοαιθανόλη και 1% (w/v) 

Triton X-100. 

 

 Pυθµιστικό διάλυµα B: 75mM Tris-HCl pH 9.0, 20 mM θειϊκό αµµώνιο, 0.01% 

(w/v) Tween 20, 2.5 mM θειϊκό µαγνήσιο. 

 

 Pυθµιστικό διάλυµα C: 50 mM Tris HCl, pH 8.3, 50 mM χλωριούχο κάλιο, 10 mM 

χλωριούχο µαγνήσιο, 10 mM διθειοθρεϊτόλη, 0.5 mM σπερµιδίνη. 

 

6.3.4. Σχεδιασµός εκκινητών και συνθήκες των αντιδράσεων PCR 



 

  

 

  H αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση είναι µια in vitro ενζυµική σύνθεση 

τµηµάτων DNA µε την βοήθεια δυο ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών που βρίσκονται 

εκατέρωθεν της περιοχής του δίκλωνου DNAπου πρόκειται να επιµηκυνθεί (Saiki , 1988). 

 1µl από το εκχυλισµένο DNA κάθε δείγµατος υφίστανται ενζυµική ενίσχυση σε 

τελικό όγκο 50 µl. H αντίδραση περιλαµβάνει 5µl ρυθµιστικού διαλύµατος, 200µM από το 

κάθε dNTP, 0.5µM από κάθε εκκινητή και 1.25 U Taq πολυµεράση.  Σε κάθε αντίδραση 

χρησιµοποιούνται δυο δείγµατα µε όλα τα υλικά της PCR εκτός του εκχυλισµένου DNA ως 

ελεγκτικά στοιχεία για πιθανή επιµόλυνση στην αντίδραση. Tο µίγµα προεπωάζεται για 1min 

στος 95°C και ακολουθούν 35 κύκλοι ενίσχυσης µε τις ακόλουθες συνθήκες: 

 

α. β-σφαιρίνη: Για τον έλεγχο της ποσότητας του DNAπου εκχυλίζεται από κολποτραχηλικά 

επιχρίσµατα µε χρώση PAP, καθώς και τα δείγµατα από ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές 

εκπλύσεις ως προς την ικανότητα τους να χρησιµοποιηθούν ως υπόστρωµα από την Taq 

πολυµεράση, τα δείγµατα ελέγχονται µε ενίσχυση µιας περιοχής 110bp του γονιδίου της β-

σφαιρίνης, τo οποίο χρησιµοποιείται ως γονίδιο µάρτυρας. Oι συνθήκες οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  

94°C για 50 sec, 56°C για 40sec και 72°C για 40 sec, αυξάνοντας τον χρόνο επέκτασης 1 sec 

ανά κύκλο. 

 

β.  K-ras: Για την εύρεση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras  ενισχύεται 

πρώτα η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 12 µε την τεχνική της PCR 

χρησιµοποιώντας τους εκκινητές K5' και K3' (Jiang, 1989). Oι συνθήκες οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  

94°C για 50 sec, 58°C για 45sec και 72°C για 40 sec, αυξάνοντας τον χρόνο επέκτασης 1 sec 

ανά κύκλο. Mέρος των προίόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε 

υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 157bp. 

 

γ.  H-ras: Για την εύρεση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-ras  ενισχύεται 

πρώτα η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 12 µε την τεχνική της PCR 

χρησιµοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές (Jiang, 1989). Oι συνθήκες οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  



 

  

94°C για 50 sec, 62°C για 45sec και 72°C για 50 sec, αυξάνοντας τον χρόνο επέκτασης 1 sec 

ανά κύκλο. Mέρος των προίόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε 

υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 312 bp. 

 

δ.  N-ras: Για την εύρεση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου N-ras  ενισχύεται 

πρώτα η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 12 µε την τεχνική της PCR  Oι 

συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  94°C για 50 sec, 54°C για 45sec και 

72°C για 40 sec, αυξάνοντας τον χρόνο επέκτασης 1 sec ανά κύκλο. Mέρος των προίόντων 

PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να 

πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 83bp. 

 

ε.  HPV: Για την ανίχνευση του ιού χρησιµοποιήθηκαν οι " γενικοί" εκκινητές GP5 και GP6 

(Snijders et al, 1990), οι οποίοι παρουσιάζουν οµολογία µε µια συντηρητική περιοχή του L1 

ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης (ORF) των εξής τύπων του ιού HPV: 6,11,16,18,31 και 33 , 

ενώ µε αρκετές διαφορές στην συµπληρωµατικότητα των εκκινητών µπορούν να ενισχυθούν 

και οι τύποι: ια, 5 και 8, οι οποίοι όµως δεν απαντώνται συχνά στο γυναικολογικό σύστηµα Oι 

συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 94°C για 50 sec, 52°C για 45sec και 

72°C για 40 sec, αυξάνοντας τον χρόνο επέκτασης 1 sec ανά κύκλο. Mέρος των προίόντων 

PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να 

πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 150bp. H διάκριση του τύπου των παραπάνω ιών 

γίνεται στην συνέχεια µε πέψη των προϊόντων PCR µε την περιοριστική ενδονουκλεάση Rsa 

I. Eπίσης η ανίχνευση των τύπων 11, 16, 18 και 33 του ιού, οι οποίοι απαντώνται συχνότερα 

σε αλλοιώσεις του γεννητικού συστήµατος, γίνεται και µε ένα "ταυτόχρονο" (multiplex) PCR 

στο οποίο συνυπάρχουν "ειδικοί" εκκινητές για τον κάθε τύπο ιού, ενισχύοντας τµήµατα  

DNA διαφορετικού µήκους. Oι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζουν πλήρη 

οµολογία µε την  αντίστοιχη νουκλεοτιδική αλληλουχία του E6 πρώιµου γονιδίου του κάθε 

τύπου ιού (Arends, 1991). Oι συνθήκες ενίσχυσης χρησιµοποιώντας τους "ειδικούς" 

εκκινητές είναι οι εξής: 94°C για 50 sec, 56°C για 45sec και 72°C για 50 sec, αυξάνοντας τον 

χρόνο επέκτασης 1 sec ανά κύκλο.  

 

Mέρος των προίόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 3% και έκθεση σε υπεριώδη 

ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 143bp για τον HPV18, 171bp 



 

  

για τον HPV33, 211bp για τον HPV11και 315bp για τον HPV16. Για την ταυτοποίηση της 

ειδικότητας της αντίδρασης, χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες τα πλασµίδια που φέρουν το 

DNA των HPV τύπων 11, 16, 18, 33.  

 

ζ.  HPV18: Για την ανίχνευση του ιού HPV18 χρησιµοποιήθηκαν επιπρόσθετα κάποιοι 

"ειδικοί" εκκινητές ( HPV 18-1 και 18-2) για τον ιό .Oι συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν 

είναι οι εξής: 94°C για 50 sec, 61°C για 45sec και 72°C για 40 sec, αυξάνοντας τον χρόνο 

επέκτασης 1 sec ανά κύκλο. Mέρος των προίόντων PCR αναλύεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2% 

και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η επιθυµητή ενίσχυση των 

200bp. 

 

 η. Πολυµορφική περιοχή κωδικονίου 72 της p53 για κωδικοποίηση του αµινοξέος 

προλίνη:  

Για την εύρεση πολυµορφισµού στο κωδικόνιο 72 του γονιδίου p53 για την κωδικοποίηση 

του αµινοξέος προλίνη ενισχύεται η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 72 µε την 

τεχνική της PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές p53Pro+/p53- (Storey, 1998) Oι συνθήκες 

οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  94°C για 50 sec, 54°C για 45sec και 72°C για 40 

sec, αυξάνοντας τον χρόνο επέκτασης 1 sec ανά κύκλο. Mέρος των προίόντων PCR αναλύεται 

σε πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η 

επιθυµητή ενίσχυση των 177bp. 

 

 θ. Πολυµορφική περιοχή κωδικονίου 72 της p53 για κωδικοποίηση του αµινοξέος 

αργινίνη:  

Για την εύρεση πολυµορφισµού στο κωδικόνιο 72 του γονιδίου p53 για την κωδικοποίηση 

του αµινοξέος αργινίνη ενισχύεται η αντίστοιχη περιοχή που περιέχει το κωδικόνιο 72 µε την 

τεχνική της PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές p53+/Arg- (Storey, 1998) Oι συνθήκες οι 

οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:  94°C για 50 sec, 60°C για 45sec και 72°C για 40 sec, 

αυξάνοντας τον χρόνο επέκτασης 1 sec ανά κύκλο. Mέρος των προϊόντων PCR αναλύεται σε 

πήκτωµα αγαρόζης 2% και έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η 

επιθυµητή ενίσχυση των 141bp. 

 

Oι εκκινητές που επιλέγησαν παρατίθενται στον Πίνακα 6.1. 



 

  

 

Πίνακας 6.1. Eκκινητές, συνθήκες PCR αντιδράσεων και προϊόντα PCR και RFLP για 

την ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 και τη µελέτη της έκφρασης 

του mRNA των ογκογονιδίων H-ras , K-ras  and N-ras . 

 

Γονίδι

ο 

Eκκινητές Συνθήκες PCR PCR προϊόν 

(bp) 

RFLP προϊόντα 

(bp) 
HPV 

(DNA) 

5-TTTGTTACT 

GTGGTAGATAC-3 (GP5) 

5-GAAAAATAAA 

CTGTAAATCA-3 (GP6) 

94o for 50s (αποδιάταξη) 

52o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

 

150  

HPV 

MULTI 

PLEX 

(DNA) 

5--3 (S) 

5--3 (A) 
94o for 50s (αποδιάταξη) 

56o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 50s (πολυµερισµός) 

HPV11 211bp 

HPV16  315bp 

HPV18 143 bp 

HPV33 171 bp 

 

HPV18 

(DNA) 

5TGCAACCGAAATAGGTTG

GGC-3 (S) 

5-

GCACAGATCAGGTAGCTT

GTA-3 (A) 

94o for 50s (αποδιάταξη) 

61o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

200  

H-ras 

(DNA) 

5-GAGACCCTGTAGG 

   AGGACCC-3 (S) 

5-GGGTGCTGAGACG 

   AGGGACT-3 (A) 

94o for 50s (αποδιάταξη) 

62o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 50s (πολυµερισµός) 

312 236/55/21 (wt) 

  291 (mut) 

K-ras 

(DNA) 

5-ACTGAATATAAACTT 

   GTGGTAGTTGGACCT-3 

(S) 

5-TCAAAGAATGGTCCT 

   GGACC-3 (A) 

94o for 50s (αποδιάταξη) 

58o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

157 113/29 (wt) 

  142 (mut) 

N-ras 

(DNA) 

5-AACTGGTGGTGG 

   TTGGACCA-3 (S) 

5-ATATTCATCTACA 

   AAGTGGTCCTGGA-3 (A) 

94o for 50s (αποδιάταξη) 

54o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

83 41 /23/19(wt) 

  60 (mut) 

p53 Pro 

(DNA) 

5--3 (S) 

5--3 (A) 
94o for 50s (αποδιάταξη) 

54o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

177  

p53 Arg( 

DNA) 

5-3 (S) 

5--3 (A) 
94o for 50s (αποδιάταξη) 

60o for 45s (υβριδισµός) 

72o for 40s (πολυµερισµός) 

141  

 



 

  

 

S = Sense primer, A = Antisense primer 

wt = φυσιολογικό κωδικόνιο 12, mut = µεταλλαγµένο κωδικόνιο 12 
 

 

6.4 Mέθοδοι προσδιορισµού µεταλλάξεων 

 

6.4.1. Aνάλυση πολυµορφισµού µεγέθους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP)  

 

 H µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 

12 των τριών γονιδίων της οικογένειας ras και στηρίχθηκε στην πέψη των PCR προϊόντων 

µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες. 

 

K-ras : H ανάδειξη σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras 

καθίσταται δυνατή µε την εισαγωγή µιας µη οµόλογης (mismatch) βάσης στον κάθε 

εκκινητή. ∆ηµιουργούνται έτσι δύο θέσεις αναγνώρισης της περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης BstN I, από τις οποίες η µία περιλαµβάνει το κωδικόνιο 12 και η άλλη 

χρησιµεύει ως "µάρτυρας" ελέγχου πιστότητας της πέψης (Σχήµα 6.1). H έλλειψη 

ενδογενών θέσεων αναγνώρισης από άλλες ενδονουκλεάσες στο κωδικόνιο 12 του K-ras 

αποκλείει την ψευδώς θετική ανεύρεση µεταλλάξεων.  

 Όπως φαίνεται στο σχήµα 6.1, ο εκκινητής του 5' άκρου έχει ενσωµατωµένο ένα 

κατάλοιπο κυτοσίνης αντί γουανίνη στην πρώτη θέση του κωδικονίου 11. ∆ηµιουργείται 

έτσι µία θέση αναγνώρισης για το BstN I (CCTGG), η οποία περιλαµβάνει τα δύο πρώτα 

νουκλεοτίδια του κωδικονίου 12 (GGT). Σηµειακή µετάλλαξη ενός από τα δύο 

νουκλεοτίδια αυτά προκαλεί καταστροφή της θέσης αναγνώρισης, οπότε και το ένζυµο δεν 

τεµαχίζει σε θραύσµατα 113bp και 29bp, όπως στο φυσιολογικό PCR προϊόν, αλλά 

παράγεται ένα θραύσµα µεγέθους 143bp. Σηµειακή µετάλλαξη στο τρίτο νουκλεοτίδιο 

(θυµίνη) του κωδικονίου 12 δεν ελέγχεται µε τον τρόπο αυτό, αλλά και δεν µας ενδιαφέρει, 

καθώς όλα τα κωδικόνια που ενδέχεται να προκύψουν κωδικοποιούν το αµινοξύ (γλυκίνη) 

του αµετάλλακτου κωδικονίου (µεταλλάξεις χωρίς νόηµα-non sense). 

 Mέρος των προϊόντων της PCR αντίδρασης (30 µl) υφίστανται πέψη µε 20U της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης BstN I στους 60οC για 4 ώρες. Tα προϊόντα της πέψης 

αναλύονται εν συνεχεία σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 8%, όπου παρατηρούνται τα 



 

  

θραύσµατα DNA διαφορετικού µήκους για το φυσιολογικό και µεταλλαγµένο 

αλληλόµορφο, κατόπιν χρώσης µε νιτρικό άργυρο. 

 

Aλληλουχία του γονιδίου K-ras µε φυσιολογικό κωδικόνιο 12 
5'...ATGACTGAATA.....TGGAGCTGGTGGC....TTACTGGTGCAGG....TTCTTTGA

TACAGA....3' 

5' ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT 3'             3' 

CCAGGTCCTGGTAAGAAACT 5'  

             5' (sense) εκκινητής (6410-6439)                                3' (antisense) εκκινητής (6547-

6566) 
 

PCR πολυµερισµός 
5'ACTGAATATAA...GGTAGTTGGACCT.....5'TATTACTGGTCCAGGACCATTCTT

TGA...3' 
PCR προϊόν (157bp) 

 

Πέψη µε BstN I 
 

5' ACTGAATATA.....TTGGACC3'   5'TGGTGGC...ACTGGTCC3'    

5'AGGACCATTCTTTGA...3' 
   29bp                        113bp          15bp 

             143bp (µεταλλαγµένο) 
 
CCAGG = Θέση αναγνώρισης BstN I 

 

Σχήµα 6.1. Aπεικόνιση της αρχής λειτουργίας της PCR-RFLP µεθόδου για την ανίχνευση 

σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras.  

N-ras : H µεθοδολογία που περιγράφηκε στην περίπτωση του K-ras διέπει και την 

ανίχνευση µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του N-ras . 30 µl από κάθε προϊόν PCR 

αντίδρασης (περιοχή 83bp που περιέχει το κωδικόνιο 12) πέπτεται µε 20U BstN I στους 

60οC για 4 ώρες. Tα προϊόντα της πέψης αναλύονται σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10%. 

Πέραν ενός κοινού θραύσµατος 23bp, το φυσιολογικό N-ras διασπάται σε θραύσµατα 

41bp και 19bp, ενώ το µεταλλαγµένο αναλύεται σε ένα θραύσµα µήκους 60bp. 

 



 

  

Aλληλουχία του γονιδίου N-ras µε φυσιολογικό κωδικόνιο 12 
5'TACAAACTGGTGGTGGTTGGAGCAGGTG.CTAATCCAGAACCACTTTGTAG

ATGAATATGATC 3� 

 

         5'AACTGGTGGTGGTTGGACCA 3'                 3'   

AGGTCCTGGTGAAACATCTACTTATA5'  

             5' (sense) εκκινητής                               3' (antisense) εκκινητής  
 

PCR πολυµερισµός 
 
5'AACTGGTGGTGGTTGGACCAGGTG...CTAATCCAGGACCACTTTGTAGATGA

ATAT.3' 
PCR προϊόν (83bp) 

 

Πέψη µε BstN I 
 
5' AACTGGTGGTGGTTGGACC3''5'AGGTGGT...CTAATCC 3'                         

5'AGGACCACTTTGTAGATGAATAT 3'' 

              19bp                                          41bp(φυσιολογικό)                          23bp 

                                60bp( µεταλλαγµένο) 

 
CCAGG = Θέση αναγνώρισης BstN I 

 

Σχήµα 6.2. Aπεικόνιση της αρχής λειτουργίας της PCR-RFLP µεθόδου για την 

ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου N-ras.  

H-ras : Tο γονίδιο αυτό φέρει ενδογενώς δυο θέσεις αναγνώρισης (CCGG) για την 

περιοριστική ενδονουκλεάση Msp I. Kαι οι δύο βρίσκονται στο προϊόν PCR, µε τη χρήση 

των εκκινητών που επιλέγησαν. H πρώτη βρίσκεται στον εκκινητή του 5' άκρου, στο 

εσόνιο πριν το πρώτο κωδικοποιό εξόνιο, χρησιµεύοντας ως θέση ελέγχου της πέψης. H 

δεύτερη θέση είναι πολυµορφική για µεταλλάξεις σε ένα από τα δύο πρώτα νουκλεοτίδια 

του κωδικονίου 12 του H-ras .  

 30 µl από κάθε προϊόν PCR υφίσταται πέψη µε 20U της περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης Msp I στους 37οC για 16 ώρες. Tα προϊόντα της πέψης αναλύονται σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 6%. Tο ένζυµο διασπά το φυσιολογικό H-ras  σε δύο 



 

  

θραύσµατα 236bp και 55bp, αντί ενός θραύσµατος µεγέθους 291bp σε περίπτωση 

µετάλλαξης στο κωδικόνιο 12. 

 

Aλληλουχία του γονιδίου H-ras µε φυσιολογικό κωδικόνιο 12 
5'...GAGACCCTGTAGGAGGACCCCGG.......GGCGCCGGCGGT...AGTCCCTCGTC

TCAGCACCC....3' 

5' GAGACCCTGTAGGAGGACCC 3'                     3�TCAGGGAGCAGAGTCGTGGG  5'  

             5' (sense) εκκινητής (1620-1640)                                3' (antisense) εκκινητής (1912-

1932) 
 

PCR πολυµερισµός 
5'GAGACCCTGTAGGAGGACCCCGG....GGCGCCGGCGGT...AGTCCCTCGTCTC

AGCACCC3' 
PCR προϊόν (312bp) 

 

Πέψη µε Msp I 
5'GAGACCCTGTAGGAGGACCC.3'...         

5'CGGCGGT...AGTCCCTCGTCTCAGCACCC3'                                

5'CGG....GGCGC3' 
 

                21bp                                          55bp                              236bp (φυσιολογικό 

αλληλόµορφο) 

                                                                                291bp (µεταλλαγµένο αλληλόµορφο) 
 

CC GG = Θέση αναγνώρισης MspI 

Σχήµα 6.3. Aπεικόνιση της αρχής λειτουργίας της PCR-RFLP µεθόδου για την 

ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-ras.  

 

HPV: Για την εύρεση του τύπου HPVχρησιµοποιώντας τους "γενικούς" εκκινητές, µέρος 

των προϊόντων (30 µl από κάθε προϊόν PCR) υφίσταται πέψη µε 40U της περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης RsaI. Tα προϊόντα της πέψης αναλύονται σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 

8%. Mετά την περιοριστική πέψη προκύπτουν θραύσµατα 39bp και 109bp για τον HPV11, 

30bp, 42bp και 70bp για τον HPV16, 30bp , 38bp και 77bp για τον HPV18 και 30bp, 39bp 

και 70bp για τον HPV33. 

 



 

  

6.5. Hλεκτροφόρηση DNA 

 

 To DNA ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης ή ακρυλαµιδίου. H επιλογή του 

συγκεκριµένου πηκτώµατος εξαρτάται αφενός από το µέγεθος του DNA που πρόκειται να 

ηλεκτροφορηθεί και αφετέρου από την διακριτική ικανότητα που προσδοκάται να 

επιτευχθεί. Tο πήκτωµα αγαρόζης (συνήθης συγκέντρωση 1 έως 2%) είναι καταλληλότερο 

για την ηλεκτροφόρηση µεγάλων DNA τµηµάτων καθώς και για µεγάλες διαφορές 

µεγέθους τµηµάτων που πρόκειται να διαχωρισθούν. Aντίθετα, το πήκτωµα ακρυλαµιδίου 

(19:1 µίγµα ακρυλαµιδίου/bis-ακρυλαµιδίου) επιλέγεται για µικρότερα τµήµατα DNA και 

για µικρές διαφορές µεγέθους ανάµεσά τους.  

 Kαι οι δύο τύποι πηκτωµάτων σχηµατίζονται σε υδατικό µέσο που περιέχει 1X 

TBE ρυθµιστικό διάλυµα (0.09 TrisHCl, 0.09M βορικό οξύ, 2.5mM EDTA, pH 8.3). H 

πήξη επιτυγχάνεται για την µεν αγαρόζη µε στερεοποίησή της µε την πτώση θερµοκρασίας 

(προηγείται τήξη της µε βρασµό) ενώ για το ακρυλαµίδιο µε την προσθήκη 50 µl 

τετρεµεθυλ-αιθυλενο-διαµίνης (TEMED) και 160 µl υπερθειικού αµµωνίου 25% για κάθε 

65 ml διαλύµατος ακρυλαµιδίου.  

 Tο δείγµα DNA που πρόκειται να ηλεκτροφορηθεί, επαναιωρείται σε διάλυµα 

φόρτωσης που περιέχει 0.25% µπλέ της βρωµοφαινόλης, 0.25% κυανό του ξυλενίου και 

25% φυκόλη. 

 

 

 

 

 

6.6. Xρώση νουκλεϊκών οξέων 

 

6.6.1. Xρώση µε βρωµιούχο εθίδιο 

 

 Kατά την παρασκευή του πηκτώµατος αγαρόζης προστίθεται βρωµιούχο εθίδιο σε 

συγκέντρωση 10mg/ml. Mετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης οι ζώνες του DNA γίνονται 

άµεσα ορατές, κατόπιν έκθεσης του πηκτώµατος σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV). 



 

  

 Tα πηκτώµατα πολυακρυλαµιδίου, µετά την ηλεκτροφόρηση, εµβαπτίζονται σε 

υδατικό διάλυµα βρωµιούχου εθιδίου συγκέντρωσης 0.5 µg/ml. Aφήνονται για 20 min στο 

διάλυµα χρώσης και εκπλένονται µε ίσο όγκο H2O για άλλα 20 min. Oι ηλεκτροφορητικές 

ζώνες του DNA είναι ορατές µε UV. 

  

6.6.2. Xρώση µε νιτρικό άργυρο 

 

 H µέθοδος αυτή εφαρµόζεται όταν το DNA έχει ηλεκτροφορηθεί σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου, συνήθως µετά από ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR. Xαρακτηρίζεται από 

πολύ µεγάλη ευαισθησία και αποφυγή της ραδιενέργειας, στοιχεία που την καθιστούν 

µέθοδο επιλογής. Στα µειονεκτήµατά της συγκαταλέγεται η µη ειδική χρώση του δίκλωνου 

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

πρωτεΐνες. Eτσι, προϋπόθεση για την εφαρµογή της είναι η ύπαρξη ιδιαίτερα καθαρού και 

ειδικού DNA.  

 Tο πήκτωµα ακρυλαµιδίου τοποθετείται αρχικά υπό ανάδευση για 10 min, σε 

µονιµοποιητικό διάλυµα που περιέχει 10% αιθανόλη και 0.5% οξεικό οξύ. Aκολουθεί η 

προσθήκη διαλύµατος νιτρικού αργύρου 0.1% (w/v) για 20 min σε ηµίφως, πλύσιµο µε 

νερό και κατόπιν προσθήκη του διαλύµατος εµφάνισης που περιέχει 0.4 N NαOH και 

0.15% (v/v) φορµαλδεΰδη. H αντίδραση τερµατίζεται µε την προσθήκη διαλύµατος 

ανθρακικού νατρίου 0.75% (w/v). 

 

6.7 Στατιστική ανάλυση - Hλεκτρονική επεξεργασία εικόνας 

 

 H στατιστική επεξεργασία των εργαστηριακών ευρηµάτων και των 

κλινικοπαθολογικών δεδοµένων έγινε µε τη χρήση της δοκιµασίας SPSS 6.0 for Windows 

και ως στατιστικά σηµαντικές θεωρήθηκαν οι συσχετίσεις µε µονοδύναµο επίπεδο 

σηµαντικότητας P ≤0.05. Oλα τα παραπάνω έγιναν σε Hλεκτρονικό Yπολογιστή, µε τη 

βοήθεια του προγράµµατος  

  

6.8. Eταιρείες προέλευσης των υλικών 

 

1,2-διυδροξυ-αιθυλενο-δις-ακρυλαµίδιο - BDH 



 

  

Aγαρ-Difco 

Aγαρόζη - Gibco BRL 

Aιθανόλη - Merck 

Aιθυλενο-διαµινο-τετραοξικό οξύ - BDH 

Aκρυλαµίδιο - Gibco BRL 

Aνθρακικό νάτριο - Sigma 

Bορικό οξύ - BDH 

Bρωµιούχο εθίδιο - Sigma 

Γλυκερόλη - Gibco BRL 

∆ιαίθυλ-πυροκαρβονικό οξύ - BDH 

∆ιθειοθρεϊτόλη - Sigma 

∆ιµεθυλσουλφοξείδιο - BDH 

∆εσοξυριβονουκλεοτίδια - Gibco BRL 

Eνζυµα περιορισµού - New England Biolabs/ Gibco BRL 

Θειϊκό αµµώνιο - BDH 

Iσοπροπανόλη - Merck 

Kιτρικό νάτριο - BDH 

Kυανό της βρωµοφαινόλης - Sigma 

Λυσοζύµη - Sigma 

Mεθανόλη - Merck 

Mεµβράνες διαπίδυσης πόρων διαµέτρου 10 mm - Sigma 

MOPS - Sigma 

Nιτρικός άργυρος - Sigma 

Oξεικό αµµώνιο - Sigma 

Oξικό κάλιο - Sigma 

Oξικό νάτριο - Sigma 

Oξικό οξύ - BDH 

Πρωτεϊνάση K - Gibco BRL 

Pιβονουκλεάση A - Gibco BRL 

SDS - Sigma 

Taq πολυµεράση - Gibco BRL 

TEMED - Sigma 



 

  

Tris base - BDH 

Triton-X-100 - Sigma 

Trizol - Gibco BRL 

Tween-20 - Sigma 

Yδροξείδιο του νατρίου - Sigma 

Yδροχλωρικό οξύ - BDH 

Yπερθειϊκό αµµώνιο - Gibco BRL 

Yπεροξείδιο του υδρογόνου - BDH 

Φαινόλη - Gibco BRL 

Φορµαλδεϋδη - BDH 

Φορµαµίδιο - Gibco BRL 

Xλωριούχο καίσιο - Sigma 

Xλωριούχο κάλιο - Sigma 

Xλωριούχο λίθιο - Sigma 

Xλωριούχο µαγγάνιο - Sigma 

Xλωριούχο µαγνήσιο - Sigma 

Xλωριούχο νάτριο - Sigma 

Xλωροφόρµιο - Fluka 

 

 

 

 



 

   

KEΦAΛAIO ΕΒ∆ΟΜΟ 
 
AΠOTEΛEΣMATA 
 
 

7.1 Aνίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα γονίδια ras  καθώς και των ιών 
HPV, σε αλλοιώσεις του γυναικείου γεννητικού συστήµατος. 
 
7.1.1. Aνίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα γονίδια ras και των ιών HPV 
σε χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό δείγµατων µε προκαρκινικές αλλοιώσεις 
και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
 
7.1.1.1 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν και κυτταρολογική εξέταση 
 
 Aπό την κυτταρολογική εξέταση 123 δειγµάτων µε προκαρκινικές 
αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου µήτρας σε χρωσµένου κυτταρολογικού υλικού 
κατά Παπανικολάου σύµφωνα µε την Iστολογική Tυποποίηση των Όγκων της 
Γυναικείας Γεννητικής Oδού από τον Παγκόσµιο Oργανισµό Yγείας (Poulsen, 
1975) προκύπτουν τα εξής: 16 περιπτώσεις µε χαµηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακή 
δυσπλασία του τραχήλου της µήτρας (CIN I-II), 18 περιπτώσεις µε υψηλού 
βαθµού ενδοεπιθηλιακή δυσπλασία του τραχήλου της µήτρας (CIN III), 89 
περιπτώσεις µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας [ 85 πλακώδη καρκινώµατα 
(SCC), 2 αδενοκαρκινώµατα (AC) και  2 αδενοκαρκινώµατα πλακωδών κυττάρων]. 
Σύµφωνα µε τον στάδιο διαφοροποίησης (GRADE)  (Burke, 1993) των 44 από τις 
123 περιπτώσεων µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας το 19%  είναι βαθµού I, το 
67%  (n=29) είναι βαθµού II και το 14%  είναι βαθµού III. Σύµφωνα µε την 
σταδιοποίηση κατά  FIGO (FIGO stages revision, 1989) το 18% (n=8) είναι 
σταδίου I, το 48%  (n=21) είναι κλινικού σταδίου II, το 27%  (n=12) είναι κλινικού 
σταδίου III και το 7% (n=3) είναι σταδίου IV. Tο 45.5% (n=20) των γυναικών αυτών 
ζει ως σήµερα, το 52%   (n=23) πέθαινε ενώ µια γυναίκα πέθανε από αίτια που 
δεν σχετίζονταν µε τον καρκίνο του τραχήλου της µήτρας. 
 



 

   

7.1.1.2 Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων ras  σε χρωσµένο κυτταρολογικό 
υλικό κατά Παπανικολάου. 
 
 Στα πλαίσια της µελέτης της ενεργοποίησης των γονιδίων ras  σε 
προκαρκινικές αλλοιώσεις και στον καρκίνο τραχήλου της µήτρας έγινε αναζήτηση 
σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων H-ras, K-ras και N-ras. Tο 
κωδικόνιο 12 είναι αυτό στο οποίο ανευρίσκονται συχνότερα µεταλλάξεις που 
ενεργοποιούν τα γονίδια ras  ( Kiaris & Spandidos, 1995  ). H µέθοδος που 
χρησιµοποιήθηκε περιλαµβάνει αρχικά ενίσχυση του DNA της περιοχής του 
κωδικονίου µε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράση (PCR). Στη 
συνέχεια πέπτονται µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες τα προϊόντα της αντίδρασης 
και αναλύονται οι πολυµορφισµοί µήκους των περιοριστικών θραυσµάτων που 
προκύπτουν (RFLP). Xρησιµοποιώντας τις κυτταρικές σειρές SW480 και EJ οι 
οποίες φέρουν συγκεκριµένη σηµειακή µετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων 
K-ras  και H-ras  αντίστοιχα ως µάρτυρες, µελετήθηκαν οι καλλίτερες συνθήκες για 
την PCR-RFLP ανάλυση. H µελέτη εντοπίσθηκε µόνο στο κωδικόνιο 12 των 
γονιδίων ras  εξαιτίας της συχνότερης εµφάνισης µεταλλάξεων στο κωδικόνιο αυτό 
σε καρκίνους του ανθρώπου (Yanez, 1987). 
 Mελετήθηκαν συνολικά 123 δείγµατα καρκινικού ιστού και προκαρκινικών 
αλλοιώσεων, από ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας, µε την ανάλυση 
αυτή. Mεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras  ανευρέθησαν σε 32 
περιπτώσεις (ποσοστό 26%) (Εικόνα 7.1). Mεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του 
γονιδίου K-ras ανευρέθησαν σε 3 περιπτώσεις µε προκαρκινικές αλλοιώσεις (CIN 
I, II= 3, CIN III= 2),  σε 24 περιπτώσεις µε SCC και σε 2 περιπτώσεις µε AC.  
Mεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-ras ανευρέθησαν σε 12 περιπτώσεις 
µε προκαρκινικές αλλοιώσεις (CIN I, II= 2, CIN III=) και σε 7 περιπτώσεις µε SCC 

(Εικόνα 7.2 ).. Tα στοιχεία που αφορούν την ιστολογία καθώς και την κατανοµή 
των ras  µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12, δειγµάτων καρκινικού ιστού και 
προκαρκινικών αλλοιώσεων, από ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας 
περιγράφονται λεπτοµερώς στον Πίνακα I. ∆εν ανευρέθησαν µεταλλάξεις στο εν 
λόγω κωδικόνιο στο γονίδιο N-ras,. 
 
  



 

   

 
 
 
 

 
 
Eικόνα 7.1 . Mεταλλάξεις του κωδικονίου 12 του γονιδίου K-ras, µε τη µέθοδο 
PCR-RFLP. Oι ηλεκτροφορητικές στήλες 3, 7 και 8 αντιστοιχούν σε µεταλλαγµένα 
δείγµατα, ενώ οι 4, 5, 6 και 9 σε φυσιολογικό γονίδιο. Στη στήλη 2 ηλεκτροφορείται 
ο θετικός µάρτυρας για µετάλλαξη (SW 480 κυτταρική σειρά). Οι στήλε2 1 και 10 
περιέχει άπεπτο PCR προϊόν. 
 

 
 

Eικόνα 7.2 . Mεταλλάξεις του κωδικονίου 12 του γονιδίου H-ras, µε τη µέθοδο 
PCR-RFLP. Oι ηλεκτροφορητικές στήλες 2 και 9 αντιστοιχούν σε µεταλλαγµένα 
δείγµατα, ενώ οι 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 και 11 σε φυσιολογικό γονίδιο. Στη στήλη 12 
ηλεκτροφορείται ο θετικός µάρτυρας για µετάλλαξη (EJ κυτταρική σειρά). H στήλη 
1 περιέχει άπεπτο PCR προϊόν. 
 



 

   

 
 

Πίνακας 7.1. Iστολογία και κατανοµή των ras  µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12, 
δειγµάτων καρκινικού ιστού και προκαρκινικών αλλοιώσεων, από ασθενείς µε 
αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας. 
 

Iστολογική διάγνωση Aριθµός ασθενών Mεταλλαγές στο κωδικόνιο 
12 (%) 

Tράχηλος Mήτρας  K-ras        H-ras        N-ras 
CIN I,II 16 3                  --              -- 
CIN III 18 3                  5               -- 

Aδενοκαρκίνωµα 
πλακωδών 

2 --                --                -- 

Aδενοκαρκίνωµα 2 2                --                -- 
Kαρκίνωµα Πλακωδών 

κυττάρων 
85 24                7                 -- 

   

Total 123 32 (26)    13( 10.5)         
-- 

 
 
 
7.1.1.3 Aνίχνευση και τυποποίηση των ιών HPV σε χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό 
δείγµατων µε προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
 
 Eξετάστηκε η παρουσία των ιών HPV, στις ίδιες περιπτώσεις 
γυναικολογικών αλλοιώσεων τραχήλου µήτρας στις οποίες έγινε και ανίχνευση 
σηµειακών µεταλλάξεων των ογκογονιδίων ras. 
Aπό τους 123 ασθενείς βρέθηκαν 84 θετικοί για τον ιό HPV (ποσοστό 68%) 
(Eικόνα 7.3). H µόλυνση µε τον ιό HPV ανευρέθηκε σε  περιπτώσεις µε 20 
προκαρκινικές αλλοιώσεις (CIN I, II= 13, CIN III= 7), σε 53 περιπτώσεις µε SCC 
και σε 2 περιπτώσεις µε AC. Aπό την τυποποίηση του ιού χρησιµοποιώντας τους 



 

   

ειδικούς εκκινητές, ο HPV-18 ανιχνεύεται σε ποσοστό 59.5%, ο ιός HPV-16 
ανιχνεύεται σε ποσοστό 8% και ο HPV-33 ανιχνεύεται σε ποσοστό 5%.  
(Eικόνα 7.4) O HPV-11 δεν ανιχνεύθηκε σε καµοία περίπτωση ενώ 13% των 
δειγµάτων φέρουν κάποιον τύπο εκτός των HPV18,16,11,33. 
Tο γεγονός ότι ο ιός HPV σχετίζεται σηµαντικά µε τις νεοπλασίες του τραχήλου της 
µήτρας, ενώ συγχρόνως παρατηρούνται και σε προκαρκινικές αλλοιώσεις 
υποδηλώνει την πιθανή συµµετοχή των παραπάνω ιών σε πρώιµα στάδια της 
καρκινογένεσης του τραχήλου της µήτρας.  
Tα στοιχεία που αφορούν την ανίχνευση καθώς και την τυποποίηση των HPV ιών 
δειγµάτων καρκινικού ιστού και προκαρκινικών αλλοιώσεων, από ασθενείς µε 
αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας περιγράφονται λεπτοµερώς στον Πίνακα 7.2 και 
7.3. 
 Παρατηρήθηκε στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση των µεταλλάξεων στο 
γονίδιο K-ras µε την σταδιοποίηση κατά FIGO (p=0.039). Eπίσης, παρατηρήθηκε 
στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση της σταδιοποίησης κατά FIGO και της 
επιβίωσης των ασθενών (p=0.049). Παρατηρήθηκε στατιστική συσχέτιση µεταξύ 
των τυπών του ιού HPV µε την επιβίωση των ασθενών (p=0.107) καθώς και της 
παρουσίας των µεταλλαγών στο K-ras και στην κλινική έκβαση των ασθενών 
(p=0.182).  
Tα στοιχεία που αφορούν την κατανοµή των ras  µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12, 
την ανίχνευση και την τυποποίηση των HPV ιών και τις κλινικοπαθολογικές 
παραµέτρους δειγµάτων καρκινικού ιστού και προκαρκινικών αλλοιώσεων, από 
ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας περιγράφονται λεπτοµερώς στον 
Πίνακα 7.4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

   

 
 
 
Πίνακας 7.2. Aνίχνευση του HPV ιού σε  δειγµάτα καρκινικού ιστού και προκαρκινικών 

αλλοιώσεων, από ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας. 
  

Iστολογική διάγνωση Aριθµός ασθενών HPV θετικά(%) 

Tράχηλος Mήτρας   
CIN I,II 16 13 
CIN III 18 16 

Aδενοκαρκίνωµα 
πλακωδών 

2 1 

Aδενοκαρκίνωµα 2 1 
Kαρκίνωµα Πλακωδών 

κυττάρων 
85 55 

   

Total 123 86(70) 

 
 

Πίνακας 7.3. Tυποποίηση του HPV ιού σε  δειγµάτα καρκινικού ιστού και προκαρκινικών 
αλλοιώσεων, από ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας. 

 

Iστολογική 
∆ιάγνωση 

HPV-18 HPV-16 HPV-33 HPV-11 Other types 

      
Tράχηλος Mήτρας 7 1 -- -- 6 

CIN I,II      
CIN III 8 2 -- -- -- 

Aδενικαρκίνωµα 
πλακωδών 

-- -- -- -- 1 

Kαρκίνωµα 
πλακωδών 
κυττάρων 

28 2 3 -- 11 

      



 

   

Total (%) 43 
(62.5) 

5 (7) 3 (4.5) -- 18 (26) 

 

Πίνακας 7.4. Kατανοµή των ras  µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12, την ανίχνευση 
και την τυποποίηση των HPV ιών και τις κλινικοπαθολογικές παραµέτρους 
δειγµάτων καρκινικού ιστού και προκαρκινικών αλλοιώσεων, από ασθενείς µε 
αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας  
 

Kλινικο 

παθολογικές 

παράµετροι 

 

Aσθενεί
ς 

K-ras H-ras HPV τύπος 

HPV18  HPV33  Άλλος 

Στάδιο όγκου     
1(G1) 8 4 3 _               1           1 
2(G2) 29 12 4 9               _           4 
3(G3) 7 1 _ 1               _            1 

  
Kλινικο 

παθολογικές 

παράµετροι 

Aσθενεί

ς 

K-ras H-ras HPV  τύπος 

HPV18  HPV33  Άλλος 

Σταδιοποίηση 

κατά FIGO 

    

I 8 2 _ 2               _            2 
II 21 2 3 1               1            3 
III 12 _ 2 9               1            3 
IV 3 _ _ 1               _            _ 

 
Kλινικοπαθολ

ογικές 

παράµετροι 

Aσθενεί

ς 

K-ras H-ras HPV  τύπος 

HPV18  HPV33  Άλλος 

Eπιβίωση     

Zουν 20 4 2 3               2           6 



 

   

Πέθαναν 23 2 1 11             1           3 
Πέθαναν* 1 1 _ 1               _           _ 

Πέθαναν*= πέθαναν από µη σχετιζόµενη αιτία 

 
 

 
 
 

 
 
Εικόνα 7.3. Ανίχνευση του ιού HPV. Oι ηλεκτροφορητικές στήλες 1, 2 και 4 
αντιστοιχούν σε δείγµατα που εµφανίζουν τον ιό ΗPV  ενώ οι στήλες 3 και 5 είναι 
για δείγµατα που δεν εµφανίζουν τον ιό. Οι στήλες M αντιστοιχούν σε δείκτη 
µοριακών βαρών 100bp DNA ladder 
 
 

 
 
Εικόνα 7.4 Τυποποίηση των ιών HPV Oι ηλεκτροφορητικές στήλες 1, 2 και 5 
αντιστοιχούν σε δείγµατα που εµφανίζουν τον τύπο ΗPV18,  η στήλη 3 αντιστοιχεί 
σε δείγµατα που εµφανίζουν τον τύπο ΗPV33 και η στήλη 4 αντιστοιχεί σε 
δείγµατα που εµφανίζουν τον τύπο ΗPV16. 



 

   

 Οι στήλες M αντιστοιχούν σε δείκτη µοριακών βαρών 100bp DNA ladder 
 
 
 
 
 
 
7.2. Aνίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων στα γονίδια ras  σε χρωσµένα µε 
τεχνική Παπανικολάου ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκά εκπλύµατα από 
δείγµατα καρκίνου των ωοθηκών  
 
7.2.1 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν από ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκά 
εκπλύµατα και ιστολογική διάγνωση. 
 
 Mελετήθηκαν 47 δείγµατα  ασκιτικών υγρών και περιτοναϊκών εκπλυµάτων 
από καρκίνο ωοθηκών χρωσµένου υλικού µε την µέθοδο Παπανικολάου (24 
δείγµατα προερχόταν από ασκιτικά υγρά και τα 23 από περιτοναϊκά εκπλύµατα). 
Aπό την ιστολογική εξέταση των 24 ασκιτικών υγρών από ασθενείς µε καρκίνο 
ωοθηκών προκύπτουν τα εξής: 12 περιπτώσεις µε θηλώδες αδενοκαρκίνωµα, 4 µε 
ορώδες θηλώδες αδενοκαρκίνωµα, 3 µε κοκκιοκυτταρικό, 4 αδενοκαρκινώµατα και 
1 clear cell αδενοκαρκίνωµα. Aπό την ιστολογική εξέταση των 23 περιτοναϊκών 
εκπλυµάτων από ασθενείς µε καρκίνο ωοθηκών προκύπτουν τα εξής: 1 
περιπτώσεις µε ορώδες αδενοκαρκίνωµα, 9 µε ορώδες θηλώδες αδενοκαρκίνωµα, 
2 µε βλεννώδες αδενοκαρκινώµατα, 10 αδενοκαρκινώµατα και 10 µε θηλώδες 
αδενοκαρκίνωµα.  
 Σύµφωνα µε τον βαθµό διαφοροποίησης (GRADE) των 24 ασκιτικών 
υγρών από ασθενείς µε καρκίνο ωοθηκών προκύπτουν τα εξής: 9 περιπτώσεις 
(37.5%) είναι βαθµού II, 16 περιπτώσεις (62.5%) είναι βαθµού III. Σύµφωνα µε τον 
βαθµό διαφοροποίησης των 23 περιτοναϊκών εκπλυµάτων από ασθενείς µε 
καρκίνο ωοθηκών προκύπτουν τα εξής: 17 περιπτώσεις (74%) είναι βαθµού II, 6 
περιπτώσεις (26 %) είναι βαθµού III.  
 Σύµφωνα µε τον βαθµό διαφοροποίησης των 24 ασκιτικών υγρών από 
ασθενείς µε καρκίνο ωοθηκών κατά FIGO προκύπτουν τα εξής: 7 περιπτώσεις 



 

   

(29%) είναι σταδίου II, 7 περιπτώσεις (29%) είναι βαθµού III και 10 περιπτώσεις 
(42%) είναι σταδίου IV. Σύµφωνα µε τον βαθµό διαφοροποίησης των 23 
περιτοναϊκών εκπλυµάτων από ασθενείς µε καρκίνο ωοθηκών κατά FIGO 
προκύπτουν τα εξής: 6 περιπτώσεις (26%) είναι σταδίου I, 1 περίπτωση (4%) είναι 
βαθµού II, 16 περιπτώσεις (66%) είναι σταδίου III,1 περίπτωση (4%) είναι σταδίου 
IV.  
 
Tα στοιχεία που αφορούν την ιστολογία των κακοηθών κυτταρολογικών δειγµάτων 
σε ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές εκπλύσεις ασθενών µε καρκίνο των ωοθηκών 
περιγράφονται λεπτοµερώς στον Πίνακα 7.5. 
 Eπίσης, µελετήθηκαν 21 δείγµατα  ασκιτικών υγρών και περιτοναϊκών 
εκπλυµάτων από κυσταδενώµατα  υλικού χρωσµένου µε την µέθοδο 
Παπανικολάου (8 δείγµατα προερχόταν από ασκιτικά υγρά και τα 13 από 
περιτοναϊκά εκπλύµατα).  
 

7.2.2 Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων ras  σε χρωσµένα ασκιτικά υγρά και 
περιτοναϊκές εκπλύσεις δείγµατων µε καρκίνο ωοθηκών. 
 
 Στα πλαίσια της µελέτης της ενεργοποίησης των γονιδίων ras  στα ασκιτικά 
υγρά και τα περιτοναίκά εκπλύµατα ασθενών µε καρκίνο ωοθηκών έγινε 
αναζήτηση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων H-ras, K-ras 
και N-ras. H µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε περιλαµβάνει αρχικά ενίσχυση του 
DNA της περιοχής του κωδικονίου µε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης µε 
πολυµεράση (PCR). Στη συνέχεια πέπτονται µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες τα 
προϊόντα της αντίδρασης και αναλύονται οι πολυµορφισµοί µήκους των 
περιοριστικών θραυσµάτων που προκύπτουν (RFLP). Xρησιµοποιώντας τις 
κυτταρικές σειρές SW480 και EJ οι οποίες φέρουν συγκεκριµένη σηµειακή 
µετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων K-ras  και H-ras  αντίστοιχα ως 
µάρτυρες, µελετήθηκαν οι καλύτερες συνθήκες για την PCR-RFLP ανάλυση. 
 Mελετήθηκαν συνολικά 47 δείγµατα µε την ανάλυση αυτή. Mεταλλάξεις στο 
κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras  ανευρέθησαν σε 22 περιπτώσεις (ποσοστό 
47%).  



 

   

Mεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου H-ras ανευρέθησαν σε 3 περιπτώσεις 
(ποσοστό 6%) και στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Ν-ras ανευρέθησαν σε 3 
περιπτώσεις (ποσοστό 6%) (Εικόνα 7.5). Παρατηρήθηκε στατιστικώς σηµαντική 
συσχέτιση των µεταλλάξεων στο γονίδιο K-ras  και στην σταδιοποίηση των 
δειγµάτων κατά FIGO (p=0.024). Παρόλο που οι µεταλλάξεις στο κωδικόνιο 12 του 
γονιδίου K-ras  δεν εµφανίζουν στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µε τη χειρουργική 
σταδιοποίηση του όγκου (p=0.1), το στάδιο II εµφανίζεται να µην φέρει µετταλαγές 
ενώ αντίθετα το στάδιο III εµφανίζεται να φέρει.  
 
Tα στοιχεία που αφορούν την κατανοµή των ras  µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 
σε κυτταρολογικά δειγµάτα από ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές εκπλύσεις 
ασθενών µε καρκίνο των ωοθηκών περιγράφονται λεπτοµερώς στον Πίνακα 7.6. 
 

7.2.3 Eνεργοποίηση των ογκογονιδίων ras  σε χρωσµένα ασκιτικά υγρά και 
περιτοναϊκές εκπλύσεις σε δείγµατα µε κυσταδένωµα. 
 
 Στα πλαίσια της σύγκρισης της ενεργοποίησης των γονιδίων ras  στα 
ασκιτικά υγρά και τα περιτοναίκά εκπλύµατα ασθενών µε καρκίνο ωοθηκών, έγινε 
αναζήτηση σηµειακών µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων H-ras, K-ras 
και N-ras. σε ασκιτικά υγρά και τα περιτοναίκά εκπλύµατα ασθενών µε 
κυσταδενώµατα. H µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε περιλαµβάνει επίσης ενίσχυση 
του DNA της περιοχής του κωδικονίου µε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης 
µε πολυµεράση (PCR). Στη συνέχεια πέπτονται µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 
τα προϊόντα της αντίδρασης και αναλύονται οι πολυµορφισµοί µήκους των 
περιοριστικών θραυσµάτων που προκύπτουν (RFLP). Xρησιµοποιώντας τις 
κυτταρικές σειρές SW480 και EJ οι οποίες φέρουν συγκεκριµένη σηµειακή 
µετάλλαξη στο κωδικόνιο 12 των γονιδίων K-ras  και H-ras  αντίστοιχα ως 
µάρτυρες, µελετήθηκαν οι καλύτερες συνθήκες για την PCR-RFLP ανάλυση. 
 Mελετήθηκαν συνολικά 21 δείγµατα µε την ανάλυση αυτή. Mεταλλάξεις στο 
κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras  ανευρέθησαν σε 6 περιπτώσεις (ποσοστό 14%). 
∆εν ανευρέθησαν µεταλλάξεις στο εν λόγω κωδικόνιο στα γονίδια H-ras και N-ras,. 
Tα στοιχεία που αφορούν την κατανοµή των ras  µεταλλάξεων στο κωδικόνιο 12 



 

   

κυτταρολογικών δειγµάτων από ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές εκπλύσεις 
ασθενών µε κυσταδένωµα περιγράφονται λεπτοµερώς στον Πίνακα 7.7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 7.5. Iστολογία των κακοηθών κυτταρολογικών δειγµάτων σε ασκιτικά υγρά και 
περιτοναϊκές εκπλύσεις ασθενών µε καρκίνο των ωοθηκών  
 

Iστολογική 
διάγνωση 

Aριθµός 
ασθενών 

∆ιαφοροποίησ
η 

Σταδιοποίηση κατά 

O 
  I II III I II III IV 

Aσκίτες         

Θηλώδες AC* 12 - 1 11 - 4 2 6 

Oρώδες θηλώδες A 4 - 2 2 - 2 2 - 
         

Kοκκιοκυτταρικοί 3 - 2 2 - - - 3 
Clear cell AC 1 - 1 - - - 1 - 

AC 4 - 3 1 - 1 2 1 
         

Περιτοναϊκές 

εκπλύσεις 
        

AC 10 - 8 2 1 1 8 - 
Oρώδες AC 1 - - 1 - - - 1 

Oρώδες θηλώδες AC 9 - 6 3 - 3 6 - 
Bλεννώδες AC 2 - 2 - - - 2 - 
Θηλώδες AC 1 - 1 - - - 1 - 

 
*AC = Aδενοκαρκίνωµα 



 

   

Πίνακας 7.6. Kατανοµή των µεταλλάξεων ras  στο κωδικόνιο 12 σε κακοήθη 
κυτταρολογικά δείγµατα ασκιτικών υγρών και περιτοναϊκών εκπλυµάτων.  
 

Iστολογική διάγνωση Aριθµός  
ασθενών 

Mεταλλαγές στο κωδικόνιο 12 (%

  K-ras        H-ras        N-ras 
Aσκίτες   

ΘηλώδεςAC*        12 5(22)        1(33)        - 

Oρώδες θηλώδες AC          4 1(4)               -            - 
 

Kοκκιοκυτταρικοί          3 3(17)        1(33)         - 
Clear cell AC          1 1(4)           -                - 
AC          4 2(6)           -                1(33) 
   
Περιτοναϊκές εκπλύσεις   
AC        10 5(22)         -                 - 
Oρώδες AC          1 1(4)            -                -  
Oρώδες θηλώδες AC          9 3(17)         1(33)        1(33) 
Bλεννώδες AC          2 -                  -               - 
Θηλώδες AC          1 1(4)            -              1(33) 
   
Σύνολο        47 22(47)        3(6)          3(6) 

 
*AC = Aδενοκαρκίνωµα 
 
 



 

   

 

Πίνακας 7.7. Iστολογία των δειγµάτων και κατανοµή των µεταλλάξεων ras  
στο κωδικόνιο 12 σε  κυτταρολογικά δείγµατα ασκιτικών υγρών και 
περιτοναϊκών εκπλυµάτων από κυσταδενώµατα. 
 

Iστολογική 
διάγνωση 

Aριθµός ασθενών Mεταλλαγές  
στο κωδικόνιο 12 (%) 

  K-ras    H-ras      N-ras 
Aσκίτες 8 _             _              _ 
Περιτοναϊκά 

υγρά 

13 3(23)       _              _  

Σύνολο 21 3(14)       _           _  
  
 
 

Eικόνα 7.5 . Mεταλλάξεις του κωδικονίου 12 του γονιδίου Ν-ras, µε τη µέθοδο 
PCR-RFLP. Oι ηλεκτροφορητική στήλη 4 αντιστοιχεί σε µεταλλαγµένο δείγµα, ενώ 
οι 2, 3, 5, 6, 7 και 8 στο φυσιολογικό γονίδιο. H στήλη 1 περιέχει άπεπτο PCR 
προϊόν. 



 

   

 
7.3 Aνίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε HPV θετικές 

αλλοιώσεις του γυναικείου γεννητικού συστήµατος. 

 

7.3.1 Aλλοιώσεις που µελετήθηκαν και κυτταρολογική εξέταση 
 
 Aπό την κυτταρολογική εξέταση 60 χρωσµένων κυτταρολογικών δειγµάτων 
κατά Παπανικολάου µε προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου µήτρας, 
που παράλληλα έφεραν κάποιο τύπο ιού HPV υψηλού κινδύνου (HPV-18, HPV-16 
και HPV-33), σύµφωνα µε την Iστολογική Tυποποίηση των Όγκων της Γυναικείας 
Γεννητικής Oδού από τον Παγκόσµιο Oργανισµό Yγείας ( Poulsen HE et al, 1975) 
προκύπτουν τα εξής: 8 περιπτώσεις µε χαµηλού βαθµού ενδοεπιθηλιακή 
δυσπλασία του τραχήλου της µήτρας (CIN I-II), 14 περιπτώσεις µε υψηλού 
βαθµού ενδοεπιθηλιακή δυσπλασία του τραχήλου της µήτρας (CIN III) και 85 
πλακώδη καρκινώµατα (SCC). 
 Eπίσης, µελετήθηκαν 74 χρωσµένα κυτταρολογικά δειγµάτα κατά 
Παπανικολάου από φυσιολογικές γυναίκες ηλικίας άνω των 55 ετών που δεν 
έφεραν τον ιό HPV καθώς και 61 δείγµατα αίµατος από γυναίκες φυσιολογικές 
ηλικίας άνω των 55 ετών µε αρνητικό ιστορικό για προκαρκινικές αλλοιώσεις και 
γυναικολογικό καρκίνο. 
 

7.3.2 Tυποποίηση των ιών HPV σε χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό 
δείγµατων µε προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου 
µήτρας. 

 
  Aπό την τυποποίηση του ιού χρησιµοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές, ο 
HPV-18 ανιχνεύεται σε ποσοστό 81.5%, ο ιός HPV-16 ανιχνεύεται σε ποσοστό 
11.5% και ο HPV-33 ανιχνεύεται σε ποσοστό 7%. Tα 74 χρωσµένα κυτταρολογικά 
δειγµάτα κατά Παπανικολάου από φυσιολογικές γυναίκες ηλικίας άνω των 55 ετών 
που δεν έφεραν τον ιό HPV  στοιχεία που αφορούν την ιστολογία καθώς και την 
τυποποίηση των HPV ιών δειγµάτων καρκινικού ιστού και προκαρκινικών 
αλλοιώσεων, από ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας περιγράφονται 
λεπτοµερώς στον Πίνακα 7.8 και 7.9 αντίστοιχα. η απουσία του ιού HPV 



 

   

επιβεβαιώθηκε για τα 74 χρωσµένα κυτταρολογικά δειγµάτα κατά Παπανικολάου 
από φυσιολογικές γυναίκες ηλικίας άνω των 55 ετών. 
 

Πίνακας 7.8.  Iστολογική εκτίµηση δειγµάτων καρκινικού ιστού και προκαρκινικών 
αλλοιώσεων που φέρουν ιούς HPV υψηλού κινδύνου, από ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου 

της µήτρας  
  

Iστολογική διάγνωση Aριθµός ασθενών 

Tράχηλος Mήτρας  
CIN I,II 8 
CIN III 14 
Kαρκίνωµα Πλακωδών 
κυττάρων 

38 

Total 60 

  

Tράχηλος Mήτρας  

Φυσιολογικά δείγµατα  
HPV αρνητικά  

74 

 
Πίνακας 7.9. Tυποποίηση του HPV ιού σε  δειγµάτα καρκινικού ιστού και προκαρκινικών 

αλλοιώσεων, από ασθενείς µε αλλοιώσεις τραχήλου της µήτρας. 
 

Iστολογική ∆ιάγνωση HPV-18 HPV-16 HPV-33 

    
Tράχηλος Mήτρας    
CIN I,II 7 1 -- 
CIN III 11 2 1 
Kαρκίνωµα πλακωδών 
κυττάρων 

31 4 3 

    
Total (%) 49(81.5) 7 (11.5) 4 (7) 

 
 



 

   

7.3.3 Aνίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε HPV θετικές 

αλλοιώσεις του γυναικείου γεννητικού συστήµατος καθώς και σε δείγµατα 

ελέγχου. 

 
 Στα πλαίσια της µελέτης της ανίχνευσης των σηµειακών πολυµορφισµών 
του γονιδίου p53 σε προκαρκινικές αλλοιώσεις και στον καρκίνο τραχήλου της 
µήτρας χρησιµοποιήθηκε µέθοδος περιλαµβάνει ενίσχυση του DNA της περιοχής 
του κωδικονίου µε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράση (PCR). 
Tο ζευγάρι εκκινητών p53+/Arg- δίνει PCR προϊον 141 βάσεων για το αλλήλιο της 
Aργινίνης (Eικόνα 7.6 )ενώ το ζευγάρι εκκινητών Pro+/p53- δίνει  PCR προϊον 177 
βάσεων για το αλλήλιο της Προλίνης (Eικόνα 7.7 ).  
  Tα αποτελέσµατα της κατανοµής των πολυµορφισµών της p53 για τα 60 
δείγµατα από βλάβες του γυναικείου γεννητικού συστήµατος που φέρουν ιούς 
HPV υψηλού κινδύνου καθώς και για τα 74 φυσιολογικά δείγµατα από τράχηλο 
γυναικών που δεν φέρουν βλάβες από HPV και των 61 φυσιολογικών δειγµάτων 
αίµατος από γυναίκες φυσιολογικές ηλικίας άνω των 55 ετών µε αρνητικό ιστορικό 
για προκαρκινικές αλλοιώσεις και γυναικολογικό καρκίνο συνοψίζονται στον 
Πίνακα 7.10. Yπήρχε διαφορά στην κατανοµή των γονοτύπων της p53 ανάµεσα 
στα HPV θετικά-δείγµατα τραχήλου και στους δυο τύπους φυσιολογικών 
δειγµάτων. H αλληλική συχνότητα της p53 Arg/Arg ήταν αρκετά υψηλότερη 
(46.5%) σε σχέση µε τα φυσιολογικά δείγµατα (20.5% στα δείγµατα τραχήλου και 
20% στα δείγµατα αίµατος). Tα ποσοστά της ετεροζυγωτίας Arg/Pro ήταν 43% στα 
HPV θετικά-δείγµατα τραχήλου σε σχέση µε τα φυσιολογικά δείγµατα (62% στα 
δείγµατα τραχήλου και 67% στα δείγµατα αίµατος). H αλληλική συχνότητα της p53 
Pro/Pro ήταν χαµηλή (8%) στα HPV θετικά-δείγµατα τραχήλου και στα 
φυσιολογικά δείγµατα (16% στα δείγµατα τραχήλου και 10% στα δείγµατα 
αίµατος). 
 
 
 
 
 
 



 

   

 
Πίνακας 7.10. Συχνότητες των πολυµορφισµών στο κωδικόνιο για το αµινοξύ 72 της p53 
 

Iστολογική 
διάγνωση 

Aριθµός 
δειγµάτ
ων 

Aργινίνη Aργινίνη
/ 
Προλίνη 

Προλίνη Άλλα 

∆είγµατα αίµατος      
Σύνολο (%) 
Tράχηλος 

Mήτρας 

Φυσιολογικά 
δείγµατα 
Σύνολο (%) 

61 
 
 
74 

12(20) 
 
 
15(20.5)

41(67) 
 
 
46(62) 

6(10) 
 
 
12(16) 

2(3) 
 
 
1(1.5) 

Tράχηλος 

Mήτρας 
     

CIN I,II 8 2 4 2 -- 
CIN III 14 5 8 1 -- 
Kαρκίνωµα 
πλακωδών 

38 21 14 2 1 

      
Σύνολο(%) 60 28(46.5) 26(43) 5(8) 1(2.5) 

 

 
 

 

 

 

 



 

   

 

Eικόνα 7.6. Προϊόντα ενίσχυσης του αλληλίου της p53-72 Arg (141bp) µε τη 
χρήση PCR. Tα προϊόντα του PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε  2% γέλη αγαρόζης. Oι 
στήλες  2,5 αντιπροσωπεύουν θετικά δείγµατα , οι στήλες  1,3,4 αντιπροσωπεύουν 
αρνητικά δείγµατα και η στήλη M τον 100bp δείκτη µοριακών βαρών. 
 

Eικόνα 7.7. Προϊόντα ενίσχυσης του αλληλίου της p53-72 Pro (177bp) µε τη 
χρήση PCR. Tα προϊόντα του PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε 2% γέλη αγαρόζης. Oι 
στήλες  1,2,4 αντιπροσωπεύουν θετικά δείγµατα , οι στήλες 3,5 αντιπροσωπεύουν 
αρνητικά δείγµατα και η στήλη M τον 100bp δείκτη µοριακών βαρών. 



 

  

KEΦAΛAIO ΟΓ∆ΟΟ 
 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
8.1 Eισαγωγή 
 
 Η πολυσταδιακή φύση της καρκινογένεσης έχει οδηγήσει στη µελέτη 
διαφόρων ογκογονιδίων, ογκοκατασταλτικών γονιδίων καθώς και ποικίλλων ιϊκών 
παραγόντων που έχουν βρεθεί να σχετίζονται µε την δηµιουργία όγκων στον 
ανθρώπινο οργανισµό. Η συνεργασία µεταξύ των ογκογονιδίων ras , η 
απενεργοποίηση του ογκοκατασταλτικού γονιδίου της p53 και τα ιϊκά γονίδια Ε6/Ε7 
του HPV έχουν αναφερθεί να εµπλέκονται στον κακοήθη µετασχηµατισµό κυττάρων 
του τραχήλου της µήτρας, παρόλο που  ο ακριβής ρόλος των παραγόντων αυτών 
στην καρκινογένεση του ανθρώπου δεν έχει πλήρως διαλευκανθεί (DiPaolo 1989, 
Durst 1989). 

 
8.2 Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων των γονιδίων ras σε χρωσµένο 
κυτταρολογικό υλικό δείγµατων µε προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνο 
τραχήλου µήτρας. 
 
8.2.1 Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων των γονιδίων ras σε αλλοιώσεις του 
τραχήλου της µήτρας. 
 
 Στην παρούσα µελέτη εκτιµήθηκε η εύρεση µεταλλαγών στο κωδικόνιο 12 
των γονιδίων ras. Οι µεταλλαγές των γονιδίων ras που εστιάζονται κυρίως σε 
µεταλλαγές στο γονίδιο Κ-ras συναντώνται σε προκαρκινικές και καρκινικές 
αλλοιώσεις σε συνολικό ποσοστό 26%. Οι µεταλλαγές στο γονίδιο Κ-ras 

εµφανίζονται µε σχετικά µικρή συχνότητα σε δείγµατα µε προκαρκινικές αλλοιώσεις 
του τραχήλου της µήτρας (19% σε δείγµατα µε CIN I,II και 17% σε δείγµατα µε CIN 
III).  Στις κακοήθεις αλλοιώσεις τραχήλου µήτρας τα ποσοστά ήταν υψηλότερα και 



 

  

µεταλλάξεις τέτοιου είδους εµφανίζονταν τόσο σε δείγµατα από καρκίνο πλακωδών 
κυττάρων τραχήλου µήτρας (28%) όσο και σε αδερκινώµατα (100%).  
Η παρουσία µεταλλαγών στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-ras ακόµα και σε 
δείγµατα προκαρκινικών αλλοιώσεων συνηγορεί στην ενεργοποίηση του γονιδίου 
αυτού µέσω σηµειακών µεταλλαγών στα αρχικά στάδια της καρκινογένεσης του 
τραχήλου της µήτρας, χωρίς ωστόσο να αποκλείεται η πιθανότητα εµφάνισης των 
µεταλλαγών αργότερα στην εξέλιξη του όγκου (Duggan, 1994). 
Επιπρόσθετα, µε τη βοήθεια στατιστικής ανάλυσης βρέθηκε στην παρούσα µελέτη 
σηµαντικού βαθµού στατιστική συσχέτιση µεταξύ των µεταλλαγών αυτών και του 
σταδίου FIGO των δειγµάτων αυτών (p=0039). Επίσης, κάποιου βαθµού συσχέτιση 
βρέθηκε ανάµεσα στην παρουσία των µεταλλαγών στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου K-
ras και της συνολικής επιβίωσης των συγκεκριµένων ασθενών (p=0.049) 
(Dokianakis, 1999).  
 Eπίσης εκτιµήθηκε η ύπαρξη σηµειακών µεταλλαγών στο κωδικόνιο 12 του 
γονιδίου Η-ras. Οι µεταλλαγές αυτές εµφανίζονται σε συνολικό ποσοστό 10.5%. Οι 
µεταλλαγές στο γονίδιο Η-ras εµφανίζονται µε µικρή συχνότητα σε δείγµατα µε 
προκαρκινικές αλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας (28% σε δείγµατα µε CIN III).  
Στις κακοήθεις αλλοιώσεις τραχήλου µήτρας τα ποσοστά ήταν επίσης χαµηλά και 
εµφανίζονταν µονάχα σε δείγµατα από καρκίνο πλακωδών κυττάρων τραχήλου 
µήτρας (28%). Η παρουσία µεταλλαγών στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Η-ras σε 
δείγµατα προκαρκινικών αλλοιώσεων µπορεί επίσης να συνηγορήσει στην 
ενεργοποίηση του γονιδίου αυτού µέσω σηµειακών µεταλλαγών στα αρχικά στάδια 
της καρκινογένεσης του τραχήλου της µήτρας. Στα υπό µελέτη δείγµατα τόσο αυτά 
που έφεραν προκαρκινικές όσο και αυτά µε καρκινικές αλλοιώσεις δεν εµφάνισαν 
µεταλλαγές στο κωδικόνιο 12 του γονιδίου Ν-ras, συνεπώς το γονίδιο αυτό δεν 
φαίνεται να παίζει κάποιο σηµαντικό ρόλο στην πρόκληση και πορεία του καρκίνου 
του τραχήλου της µήτρας. Τα γονίδια Κ-ras και Η-ras µέσω της ενεργοποίησης τους 
µε σηµειακή µεταλλαγή είναι πιθανό να συµµετέχουν στην ανάπτυξη και την πρόοδο 
µιας υποοµάδας καρκινωµάτων του γυναικείου γεννητικού συστήµατος. Tα 
πειράµατα αυτά ενισχύουν τη θεωρία της πολυσταδιακής διαδικασίας της εξαλαλγής 
του κυττάρου, µια και στις περιπτώσεις καρκίνων που δεν περιέχουν µεταλλαγµένα 
γονίδια ras, προτείνονται εναλλακτικοί µηχανισµοί καρκινογένεσης µε µεταλλάξεις σε 
άλλα γονίδια. 



 

  

 
 
8.2.2 Ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων των γονιδίων ras χρωσµένα 
ασκιτικά υγρά και περιτοναϊκές εκπλύσεις δείγµατων µε καρκίνο ωοθηκών. 
 
 Ο καρκίνος των ωοθηκών είναι µια ασθένεια που κυρίως επεκτείνεται 
ενδπεριτοναϊκά από κύτταρα που κινούνται ελεύθερα και διασπείρονται από τον 
πρωταρχικό όγκο. Τα κύτταρα αυτά είναι ικανά να επικαθήσουν σε κάθε περιτοναϊκή 
επιφάνεια (DiSaia, 1997). Η σπουδαιότητα της κυτταρολογικής εξέτασης των 
περιτοναϊκών υγρών στον καρκίνο των ωοθηκών είναι ευρύτερα αναγνωρισµένη και 
αποτελεί τµήµα της διαδικασίας σταδιοποίησης στον ακρκίνο των ωοθηκών  
(Petterson, 1991). 
 Στην παρούσα µελέτη εκτιµήθηκε η εύρεση µεταλλαγών στο κωδικόνιο 12 
των γονιδίων ras σε δείγµατα από ανθρώπινα περιτοναϊκά και ασκιτικά υγρά από 
καρκινώµατα ωοθηκών. Από τα γονίδια ras το πρωτο-ογκογονίδιο Κ-ras ήταν αυτό 
που κυρίως έφερε γενετικές αλλοιώσεις. Οι  µεταλλαγές στο γονίδιο Κ-ras 
συναντώνται σε υψηλό ποσοστό που ανέρχεται σε 47% ενώ τα γονίδια Η-ras και Ν-
ras εµφάνισαν µικρότερα ποσοστά που ανέρχονατι σε 6% αντίστοιχα. Στην µελέτη 
αυτή εξετάστηκαν επίσης και χρωσµένα πλακάκια µε δείγµατα από κυσταδενώµατα 
που χρησιµοποιήθηκαν ως δείγµατα ελέγχου για τα κακοήθη περιτοναϊκά υγρά. Στα 
δείγµατα περιτοναϊκών υγρών από κυσταδενώµατα βρέθηκαν µεταλλαγές στο 
κωδικόνιο 12 του γονιδίου Κ-ras σε µικρό ποσοστό (14%), που συγκριτικά είναι 
αρκετά µικρότερο από το αντίστοιχο των κακοήθων δειγµάτων. Στα ίδια δείγµατα 
δεν ανιχνεύτηκαν µεταλλαγές στα γονίδια Η-ras και Ν-ras. Οι µεταλλαγές στο γονίδιο 
Κ-ras φαίνεται να ανιχνεύονται ακόµα και σε µη κακοήθη δείγµατα (κυσταδενώµατα) 
δεικνύοντας την πιθανότητα οι µεταλλαγές αυτές να αποτελούν κάποιο από τα 
αρχικά γεγονότα στην πορεία καρκινογένεσης των ωοθηκών. Στην µελέτη αυτή 
παρατηρήθηκε σηµαντική στατιστική συσχέτιση ανάµεσα στην παρουσία των 
µεταλλαγών Κ-ras και στην σταδιοποίηση των δειγµάτων κατά FIGO (p=0.024) 
καθώς και µε το χειρουργικό κλινικό στάδιο των δειγµάτων (Dokianakis, 1999). Η 
υψηλή συχνότητα στα ποσοστά µεταλλαγών του γονιδίου Κ-ras που παρατηρήθηκε 
κατά την µελέτη των κακοηθών περιτοναϊκών εκπλυµάτων και ασκιτών (47%) σε 
σύγκριση µε τα αποτελέσµατα άλλων µελετών µπορούν να εξηγηθούν βασισµένα 



 

  

στους περιορισµούς που µπορεί να βασίζονται στην µέθοδο που χρησιµοποιείται 
για την ανίχνευση των µεταλλαγών ή δευτερογενώς να στηρίζεται στους 
διαφορετικούς αιτιολογικούς παράγοντες διαφορετικών πληθυσµιακών οµάδων. 
 Τα ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα της κυτταρολογικής εξέτασης των 
περιτοναϊκών διαλυµάτων σε δείγµατα καρκίνου των ωοθηκών µπορεί να ανέρχεται 
ως και στο 20% των συνολικών περιπτώσεων (Zuna, 1989). Σε κάποιες µελέτες 
έγινε σύγκριση της ανίχνευσης κυττάρων µε κακοήθεια µε τη µέθοδο της 
κυτταροµετρίας ροής σε σχέση µε την κλασσική κυτταρολογική εξέταση σε ασθενείς 
µε καρκινώµατα ωοθηκών (Jones 1991, Kehoe 1995). Παρ΄όλ΄αυτά, το κύριο 
πρόβληµα για την ευρεία εφαρµογή της κυτταροµετρίας ροής παραµένει το γεγονός 
ότι στα καρκινώµατα των ωοθηκών περιέχονται µονάχα διπλοειδή κύτταρα 
(Barnebei, 1990) και επιπρόσθετα η ανευπλοειδία δεν αποτελεί συνώνυµο γεγονός 
µε την κακοήθεια (Kehoe, 1995). Η χρήση του PCR και της µεθόδου του RFLP για 
την ανίχνευση σηµειακών µεταλλαγών Κ-ras και άλλων γενετικών αλλοιώσεων 
µπορεί να εξασφαλίσει σε µεγάλο βαθµό την διαγνωστική ακρίβεια των 
περιτοναϊκών διαλυµάτων στον καρκίνο των ωοθηκών. 
 Η αναρρόφηση µε τη µέθοδο cul-de-sac για την κυτταρολογική αξιολόγηση 
του περιτόναιου έχει χρησιµοποιηθεί για την πρώϊµη διάγνωση του καρκίνου των 
ωοθηκών (DiSaia, 1997) όµως, η αναρρόφηση δεν κατάφερε να παίξει σηµαντικό 
ρόλο στην πρώϊµη διάγνωση εξαιτίας της δυσκολίας στην πραγµατοποίηση της και 
επιπρόσθετα στην χαµηλή διακριτική ικανότητα της (Gershenson, 1996). Η 
παρουσία µεταλλαγών στο γονίδιο Κ-ras στα κακοήθη περιτοναϊκά εκπλύµατα 
µπορεί να αποτελέσει πιθανή διαγνωστική παράµετρο στην έγκαιρη διάγνωση του 
καρκίνου τω ωοθηκών.  
 Συνεπώς, οι µεταλλαγές στα ογκογονίδια ras στο κυτταρικό επίπεδο 
εµφανίζουν εµπλοκή στην καρκινογένεση των ωοθηκών, ενώ οι µεταλλαγές στο 
γονίδιο Κ-ras µπορούν να χαρακτηριστούν ως πρώίµο γεγονός κατά την 
ενδοπεριτοναϊκή εξάπλωση το καρκίνου των ωοθηκών και επίσης η αξιολόγηση 
τους θα µπορούσε  να επιτελέσει ένα επιπρόσθετο βοηθητικό εργαλείο στην 
επίτευξη διαγνωστικής ακρίβειας µε την βοήθεια των περιτοναϊκών εκπλύσεων και 
των ασκιτικών  υγρών που συλλέγονται τη χρονική στιγµή της λαπαροσκοπικής 
εξέτασης. Η ανίχνευση τω µεταλλαγών αυτών θα µπορούσε να επιτελέσει πιθανώς 



 

  

σηµαντικό εργαλείο για την γρήγορη και έγκαιρη διάγνωση του καρκίνου των 
ωοθηκών και να βοηθήσει έµµεσα στην καταπολέµηση του.  

 
8.3 Ανίχνευση του ιού HPV σε χρωσµένο κυτταρολογικό υλικό δείγµατων µε 
προκαρκινικές αλλοιώσεις και καρκίνο τραχήλου µήτρας. 
 
 Η ανάπτυξη καρκίνων που σχετίζεται µε τους ιούς της οµάδας HPV είναι 
γνωστό να αποτελεί µια πολυσταδιακή διαδικασία. Οι τύποι 16 και 18 του ιού είναι 
ικανοί να αθανατοποιούν πρώϊµα κερατινοκύτταρα, που όµως από µόνο του δεν 
είναι επαρκές, εκτός από σπάνιες περιπτώσεις, να επάγει µια πλήρη ογκολογική 
µετατροπή (Hurlin, 1991), γεγονός που υποδηλώνει την συνεργασία τους µε 
κυτταρικά ογκογονίδια για την πρόοδο µορφών όπως ο καρκίνος του τραχήλου της 
µήτρας. 
 Οι διαφοροποιήσεις που παρατηρούνται στην συχνότητα ανίχνευσης των 
διαφόρων τύπων του ιού HPV σε αλλοιώσεις του τραχήλου της µήτρας έχουν βρεθεί 
και η ποικιλία αυτή έχει αποδωθεί σε διαφορές στην γεωγραφική κατανοµή των υπό 
εξέταση δειγµάτων, στης εστιακή ετερογένεια της αντιγραφής του ίδιου του ιού HPV, 
στην ίδια τη φύση της αλλοίωσης που είναι υπό µελέτη καθώς και στις διαφορές 
στην ευαισθησία των µεθόδων που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση του ιού στις 
συγκκριµένες βλάβες (Arends, 1991). Σε περιοχές µε υψηλή συχνότητα εµφάνισης 
καρκίνου τραχήλου µήτρας φαίνεται να υπάρχει µικρή διαφορά στο ποσοστό 
ανίχνευσης των ιών HPV-16 και HPV-18 (Schmauz, 1989). Στην παρούσα µελέτη 
βρέθηκε ότι η µόλυνση µε κάποιο ιό από την οµάδα των ιών του θηλώµατος (HPV) 
σχετίζεται µε την παρουσία διηθητικού καρκίνου της µήτρας (65%), εµφανίζεται 
επίσης και σε αδενοκαρκινώµατα τραχήλου µήτρας σε ποσοστό 50%, ενώ ο ιός 
ανιχνεύεται ακόµα και σε προκαρκινικές αλλοιώσεις σε σηµαντικά ποσοστά (81% σε 
δείγµατα µε βλάβες CIN I,II και 89% σε δείγµατα µε τραχηλικές βλάβες CIN III). Η 
συνολική ανίχνευση του ιού ΗPV στα δείγµατα που προέρχονατι από προκαρκινικές 
και καρκινικές βλάβες τραχήλου της µήτρας ανέρχεται σε ποσοστό 70%.  
 Σε κάποιες γεωγραφικές περιοχές του κόσµου ο τύπος HPV-16 έχει βρεθεί να 
εµφανίζεται µε µεγαλύτερη συχνότητα από τον τύπο HPV-18 καθώς και από τους 
άλλους τύπους (Schmauz 1989, Anderson-Ellstrom 1996). Στην παρούσα µελέτη 
βρέθηκε ο HPV-18 να εµφανίζεται σε µεγαλύτερα ποσοστά σε σχέση µε τον τύπο 16 



 

  

του ιού καθώς και µε όλους τους άλλους υπό µελέτη  τύπους (78%) (Dokianakis 
1999, Dokianakis 1998).  
Επίσης, άλλες µελέτες που έχουν γίνει στον Ελληνικό χώρο συµφωνούν µε τα 
συγκεκριµένα ευρήµατα (Koffa, 1994). Οι άλλοι υπό µελέτη τύποι του ιού 
συναντώνται σε µικρότερα ποσοστά όπως ο HPV-16 (6%) και ο τύπος HPV-33 
(3.5%) ενώ 21% των υπό εξέταση δειγµάτων έφεραν κάποιον άλλο τύπο. Στην 
παρούσα µελέτη έχει βρεθεί σηµαντική στατιστική συσχέτιση µεταξύ συγκεκριµένων 
τύπων HPV και της κλινικής επιβίωσης των ασθενλων που τους φέρουν. Mια πιθανή 
εξήγηση για αυτή την αυξηµένη εµφάνιση του τύπου 18 στον Ελλαδικό χώρο µπορεί 
να αποδωθεί στις εθνολογικές διαφοροποιήσεις των τύπων του ιού HPV. Μελέτες 
από ερευνητές που εστιάστηκαν στην µοριακή προέλευση του τύπου HPV-18 
έδειξαν ότι ο τύπος 18 διαθέτει µια αρχαία φυλογενετική ρίζα στην Αφρική (Ong, 
1993), που γειτνιάζει µε τον Ελλαδικό χώρο. Ο τύπος 18 του ιού εµφανίζει πιο 
επιθετική συµπεριφορά σε σχέση µε τους άλλους τύπους και γενικά χειρότερη 
πρόγνωση (Kurman, 1988). Ο τύπος HPV -18 σχετίζεται στα δείγµατα που υπάρχει 
µε πορεία της νόσου που καταλήγει συχνότερα σε  αδενοκαρκινώµατα και 
αδενοπλακώδη καρκινώµατα ενώ σε αντίθεση ο HPV-16 σχετίζεται µε ανάπτυξη 
καρκίνου πλακωδών κυττάρων που έχει γενικότερα καλύτερη πρόγνωση. 
Επιπρόσθετα, in vivo και in vitro µελέτες δεικνύουν ότι ο HPV-18 είναι πιο 
αποτελεσµατικός σε πειράµατα αθανατοποίησης και µετασχηµατισµού σε σχέση µε 
τους άλλους τύπους (Romanczuk, 1991).  
Ο σηµαντικός ρόλος του ιού ΗPV στην ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της µήτρας 
θεωρείται πλέον δεδοµένος, ωστόσο έχει προταθεί ότι η συνύπαρξη πολλαπλών 
µολύνσεων µπορεί να αποτελεί ένα επιπρόσθετο παράγοντα κινδύνου για τον 
καρκίνο αυτό (zur Hausen, 1991), υπόθεση η οποία έχει επιβεβαιωθεί από 
ορισµένες επιδηµιολογικές µελέτες (Hildesheim 1991, Dillner 1994, Jha 1989). Ο 
αυξηµένος αριθµός µολύνσεων µπορεί να θεωρηθεί ως δείκτης σεξουαλικής 
δραστηριότητας, µε αποτέλεσµα να αυξάνεται και η πιθανότητα µόλυνσης µε τον ιό 
HPV. Επίσης, θεωρείται πιθανό οι συνεπιµολύνσεις που επιµένουν για µεγάλο 
χρονικό διάστηµα, να προάγουν της εξαλλαγή µέσω της χρόνιας φλεγµονής ή της 
εξασθένισης του ανοσολογικού ελέγχου µιας HPV µόλυνσης.  



 

  

 

8.4 Συσχέτιση της ανίχνευσης του ιού HPV σε χρωσµένα κολποτραχηλικά 
επιχρίσµατα µε την κυτταρολογική και ιστολογική διάγνωση 
 
 Σε αρκετές µελέτες έχει προταθεί να χρησιµοποιείται η ανίχνευση του ιού 
HPV ως µέσο ποιοτικού ελέγχου στην κυτταροπαθολογία για την εντόπιση ασθενών 
µε αλλοιώσεις µετρίου βαθµού που χρειάζονται πιθανώς περαιτέρω θεραπεία, ενώ 
η ανίχνευση των HPV υψηλού κινδύνου, φαίνεται να έχει ακόµα πιο µεγάλη κλινική 
σηµασία (Melkert, 1993). Η ανίχνευση αυτών των τύπων του ιού σε µια ασθενή µε 
χαµηλού βαθµού δυσπλασία πιθανώς να είναι ενδεικτική της εξέλιξης της σε 
υψηλότερου βαθµού (Cox, 1995).  
 Με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης µπορούν πλέον 
να ανιχνευθούν χρωσµένα κολποτραχηλικά επιχρίσµατα τα οποία έχουν 
µονιµοποιηθεί και χρωµατιστεί κατά ΡΑΡ. Το κυτταρολογικό αυτό υλικό παρέχει τη 
δυνατότητα αναδροµικών µελετών, ενώ ταυτόχρονα είναι γνωστή και η εξέλιξη της 
αλλοίωσης. Συγχρόνως, είναι δυνατή η σύγκριση της PCR µε την κυτταρολογική 
ανάλυση χρησιµοποιώντας το ίδιο δείγµα, ενώ η ταυτόχρονη τυποποίηση του ιού 
µπορεί να βοηθήσει στην επιλογή της θεραπείας των ασθενών. 
 Η χρησιµοποίηση παλαιών τραχηλικών επιχρισµάτων µπορεί να προσφέρει 
υλικό για την µελέτη της νεοπλασίας του τραχήλου, αλλά ακόµη και για την 
ιατροδικαστική ιατρική. Το µόνο µειονέκτηµα της µεθόδου είναι ότι ουσιαστικά 
καταστρέφεται το κυτταρολογικό δείγµα.  
 
8.5 Aνίχνευση σηµειακών πολυµορφισµών στο γονίδιο p53 σε HPV θετικές αλλοιώσεις 

του γυναικείου γεννητικού συστήµατος. 
 
 Η µόλυνση µε ιούς HPV και η φορεία τους στον τράχηλο της µήτρας 
διαφόρων γυναικών είναι σηµαντικός παράγοντας στην εξέλιξη και την διατήρηση 
µιας γυναικολογικής κακοήθειας (zur Hausen, 1994). Τα ειδικά ιϊκά ογκογονίδια Ε6 
και Ε7 των ιών HPV υψηλού κινδύνου (όπως οι τύποι 16,18, 33 και άλλοι) µπορούν 
να δράσουν ως ογκογονίδια. Η ογκοπρωτεϊνη Ε6 του ιού έχει βρεθεί να 
αλληλεπιδρά µε την κυτταρική p53( Dyson, 1989) και µετά από αυτή την 
αλληλεπίδραση η p53 έχει βρεθεί να αποικοδοµείται (Scheffner, 1990). Το γονίδιο 



 

  

p53 είναι πολυµορφικό στο αµινοξύ 72 της πρωτείνης που κωδικοποιεί, όπου 
µπορεί να περιέχει µια προλίνη ή µια αργινίνη σε αυτή τη θέση.  
Οι Storey et al (1998) διατύπωσαν ότι σε ασθενείς που πάσχουν µε καρκίνο 
τραχήλου της µήτρας και φέρουν κάποιο ιό HPV υψηλού κινδύνου, αν η Ρ53 τους 
στην θέση 72 έχει δυο αντίγραφα του αµινοξέος αργινίνη, οι ασθενείς αυτοί έχουν 
επτά φορές µεγαλύτερο κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου τραχήλου της µήτρας σε 
σχέση µε αυτούς που είναι οµόζυγοι για τη µορφή µε την προλίνη. Τα αποτελέσµατα 
της µελέτης αυτής επιβεβαιώνουν τη διαφοροποίηση των γονοτύπων ασθενών που 
φέρουν κάποια βλάβη στον τράχηλο της µήτρας που ανιχνεύεται ο ιός HPV. Ο 
οµόζυγος γονότυπος της αργινίνης ανέρχεται σε συνολικό ποσοστό 46.5% ενώ σε 
δείγµατα φυσιολογικά που χρησιµοποιήθηκαν ως µέσο ελέγχου ήταν 20.5% σε 
χρωσµένα κολποτραχηλικά δείγµατα που δεν φέρουν τον ιό και 20% σε δείγµατα 
αίµατος. Αντίστοιχα, στην οµάδα ελέγχου τα ποσοστά των ετερόζυγων ατόµων για 
τον ποολυµορφισµό αυτό ήταν 62% στα χρωσµένα κολποτραχηλικά δείγµατα που 
δεν φέρουν τον ιό και 67% στα δείγµατα αίµατος. Για την οµάδα ελέγχου τα 
ποσοστά των οµόζυγων ατόµων για την προλίνη ήταν 16% στα χρωσµένα 
κολποτραχηλικά δείγµατα που δεν φέρουν τον ιό και 10% στα δείγµατα αίµατος. Οι 
διαφοροποιήσεις στην συχνότητα των γονοτύπων για το κωδικόνιο 72 της p53 
µπορεί να διαφέρουν ανάλογα µε την εθνολογική οµάδα. Η συχνότητα των 
οµόζυγων για την αργινίνη στην οµάδα ελέγχου της παρούσας µελέτης είναι 
µικρότερη από αντίστοιχες στην Ιαπωνία (Minaguchi, 1998) και στην Νορβηγία 
(Helland, 1998).  
 Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης δεικνύουν την πιθανότητα η 
οµοζυγωτία της αργινίνης της πρωτείνης Ρ53 να αντιπροσωπεύει ένα πιθανό 
προδιαθεσικό παράγοντα για την ανάπτυξη καρκίνου τραχήλου της µήτρας σε 
δείγµατα που φέρουν κάποιον τύπο HPV ιού υψηλού κινδύνου. Στα συγκεκριµένα 
δείγµατα εµφανιζόταν σε µεγαλύτερο ποσοστό η οµοζυγωτία της αργινίνης σε 
σχέση µε την κατάσταση ετεροζυγωτίας ή και οµοζυγωτίας της προλίνης. Ένας 
µικρός αριθµός δειγµάτων από καρκίνους τραχήλου µήτρας που έφεραν κάποιον 
HPV ιό υψηλού κινδύνου δεν έφεραν κανένα από τα προαναφερθέντα αµινοξέα στην 
θέση αυτή. Το γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται σε πιθανό έλλειµµα της περιοχής 
αυτής από την p53 ή σε ύπαρξη περισσότερων αλληλλίων που να δίνουν για 
παράδειγµα το αµινοξύ κυστείνη (Μαtlashewski, 1987). Η ύπαρξη της αργινίνης σε 



 

  

οµοζυγωτία σε δείγµατα καρκίνου του τραχήλου της µήτρας που φέρουν HPV ιό 
υψηλού κινδύνου θα µπορούσε να αποτελέσει ένα πιθανό προδιαθεσικό παράγοντα 
στο µοντέλο καρκινογένεσης του τραχήλου της µήτρας.  
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