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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Στα φυσικά άκρα των γραμμικών χρωμοσωμάτων παρατηρούνται εξειδικευμενες 
νουκλεοπρωτεϊνικές δομές, που ονομάζονται τελομερή. Αποτελούνται από μικρές 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες DNA, καθώς και από πρωτεΐνες. Κατά τη διαδικασία 

αντιγραφής του DNA δημιουργείται το λεγόμενο «πρόβλημα ολοκλήρωσης της 
αντιγραφής», γιατί οι DNA πολυμεράσες δεν έχουν την ικανότητα αντιγραφής στην άκρη 
των χρωμοσωμάτων με αποτέλεσμα να παρατηρείται μείωση του μήκους των 

τελομερών. Τη λύση στο πρόβλημα δίνει μια ειδική αντίστροφη μεταγραφάση, μία RNA- 
εξαρτώμενη DNA πολυμεράση, η τελομεράση. Αποτελείται από δύο υπομονάδες, την 
RNA υπομονάδα που ονομάζεται hTR και την καταλυτική υπομονάδα hTERT που έχει 
δράση αντίστροφης μεταγραφάσης και αποτελεί τη βασική και απαραίτητη υπομονάδα 
για την έκφραση του ολοενζύμου. Επιπλέον, στη δημιουργία ενός ενεργού ολοενζύμου 
φαίνεται να συμμετέχει πλήθος άλλων πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με την 
τελομεράση. Αποτέλεσμα της δράσης της είναι να διατηρείται το μήκος των τελομερών 
παρέχοντας στα κύτταρα τη δυνατότητα για απεριόριστο αριθμό διαιρέσεων, ενώ 
απουσία της τα κύτταρα χάνουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού. Η τελομεράση δεν 

εκφράζεται στα περισσότερα φυσιολογικά σωματικά κύτταρα, ωστόσο, παρατηρείται 
έκφραση σε κύτταρα με μεγάλη ικανότητα πολλαπλασιασμού. Η τελομεράση έχει 
ανιχνευτεί σε 85-95% των περιπτώσεων καρκίνου, συμπεριλαμβανομένου και του 
καρκίνου του τραχήλου της μήτρας. Η ρύθμιση της έκφρασης της τελομεράσης και 
ειδικότερα της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης στο επίπεδο της μεταγραφής 
επιτυγχάνεται τόσο μέσω μεταγραφικών παραγόντων όσο και μέσω επιγενετικών 
μηχανισμών, όπως η μεθυλίωση. Επιπρόσθετα, σημαντικό ρόλο φαίνεται να 
διαδραματίζουν και γενετικοί παράγοντες, όπως η μόλυνση από τον ιό των ανθρώπινων 
θηλωμάτων.
Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας έχει συσχετιστεί με την παρουσία του ιού των 
ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV) και ειδικότερα με τα στελέχη υψηλού κινδύνου, κυρίως 

το 16 και το 18. Η τελομεράση και ειδικότερα η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας 
της τελομεράσης έχει αποτελέσει αντικείμενο μελέτης τόσο σε καρκίνους όσο και σε 
περιπτώσεις δυσπλασίας τραχήλου, ενώ η χρησιμότητα της ως διαγνωστικού δείκτη 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον. Λαμβάνοντας υπόψη τη χαμηλή ειδικότητα 

του κυτταρολογικού τεστ Παπανικολάου, καθώς και το γεγονός ότι ένα μικρό ποσοστό 
των γυναικών που θα προσβληθούν από τον ιό θα εκδηλώσουν καρκίνο του τραχήλου 
της μήτρας, κρίνεται απαραίτητη η διερεύνηση των μηχανισμών που ενεργοποιούν την
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έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης και ενέχονται στην εμφάνιση 
δυσπλασιών καθώς και καρκίνου του τραχήλου της μήτρας. Αντικείμενο της 
συγκεκριμένης μελέτης αποτελεί τόσο η διερεύνηση της έκφρασης της καταλυτικής 
υπομονάδας της τελομεράσης σε φυσιολογικά και σε παθολογικά τραχηλικά επιχρίσματα 
με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων και η συσχέτιση της με την παρουσία του ιού 

όσο και η διερεύνηση μηχανισμών που ενέχονται στη ρύθμιση της. Για πρώτη φορά 
ποσοτικοποιήθηκαν τα μετάγραφα της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης με τη 
χρήση της τεχνολογίας του Light Cycler και συσχετίστηκε με το ιϊκό φορτίο καθώς και 
συγκεκριμένοι επιγενετικοί μηχανισμοί ελέγχουν την έκφραση της τελομεράσης σε 
επιθηλιακά τραχηλικά επιχρίσματα. Η μελέτη μας χωρίζεται σε δύο κυρίως μέρη: το 
γενικό και το ειδικό. Στο γενικό μέρος γίνεται μια εκτενής ανασκόπηση και αναφορά σε 
ότι είναι ήδη γνωστό για την τελομεράση, για τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων και το 
ρόλο τους στην ανάπτυξη δυσπλασιών τραχήλου. Στο ειδικό μέρος περιγράφεται 
λεπτομερώς η μελέτη μας η οποία περιλαμβάνει:
> την ανίχνευση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων και τη διερεύνηση του ρόλου της 

μόλυνσης από τον ιό στην εμφάνιση δυσπλασίας του τραχήλου της μήτρας
> την ανίχνευση της ενεργότητας του ολοενζύμου της τελομεράσης και τη συσχέτιση 

τους με τα κυτταρολογικά ευρήματα και την παρουσία του ιού
> την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό της έκφρασης της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης και τη συσχέτιση με την παρουσία του ιού και τα 
κυτταρολογικά ευρήματα

> τον ποσοτικό προσδιορισμό του ι'ίκού φορτίου καθώς και την ανίχνευση των Ε6 και 
Ε7 μεταγράφων του ιού και τη συσχέτιση τους με την έκφραση της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης
> τον ποσοτικό προσδιορισμό της μεθυλίωσης του υποκινητή της hTERT, τη 

συσχέτιση της με το βαθμό δυσπλασίας του τραχήλου της μήτρας και με την 
έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης

> τη διευρεύνηση της κλινικής χρησιμότητας των παραπάνω παραμέτρων στην 
αντιμετώπιση των γυναικών με δυσπλασίες τραχήλου

Το υλικό μας αποτελείται από 280 ασθενείς με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων που 
ήταν υπό παρακολούθηση στο εξωτερικό ιατρείο κολποσκόπησης της Μαιευτικής και 
Γυναικολογικής Κλινικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας και από 45 γυναίκες που 

αποτέλεσαν εθελοντικά την ομάδα ελέγχου, έχοντας φυσιολογικό κυτταρολογικά 
αποτέλεσμα.
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Η επεξεργασία όλων των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο 
Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου 

Θεσσαλίας υπό την καθοδήγηση της Επίκουρου Καθηγήτριας κ. Ασπασίας Τσέζου.
Για την περάτωση της διδακτορικής μου διατριβής οφείλω να ευχαριστήσω ολόψυχα την 

Επίκουρο Καθηγήτρια Ιατρικής Γενετικής, κα. Ασπασία Τσέζου για την άρτια 

επιστημονική καθοδήγηση, αλλά και για την κατανόηση και υποστήριξη καθόλη την 
διάρκεια της διατριβής. Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή Μαιευτικής 

και Γυναικολογίας κ. Ιωάννη Ε. Μεσσήνη και την Επίκουρο Καθηγήτρια Βιολογίας κα. 
Παναγούλα Κάλλια τόσο για την επίβλεψη της διατριβής όσο και για τις χρήσιμες 
συμβουλές τους. Ακόμη, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή Βιολογίας κ. Νικόλαο 
Βαμβακόπουλο για την συμβολή του στη διατριβή. Ακόμη, ευχαριστώ θερμά τον 

καθηγητή Παθολογικής Ανατομικής κ. Γεώργιο Κουκούλη καθώς και όλο το προσωπικό 
του Παθολογοανατομικού εργαστηρίου της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου 
Θεσσαλίας για την παροχή πληροφοριών σχετικά με την ιστολογική ανάλυση των 
δειγμάτων.
Επίσης, ευχαριστώ θερμά τον Επιμελητή Β' Μαιευτικής και Γυναικολογίας κ. Ιορδάνη 
Μαδεμτζή καθώς και την κα Χρύσα Κρατσαγκώνη για την άψογη συνεργασία μας στη 
συλλογή των δειγμάτων.
Ευχαριστώ πάρα πολύ όλους τους συναδέλφους Βιολόγους του Εργαστηρίου 
Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου 
Θεσσαλίας, με τους οποίους συνεργάστηκα αρμονικά όλα αυτά τα χρόνια και ιδιαίτερα τη 
Μαρία Σάτρα, Μαρία Σαμαρά, Βασίλη Παπανικολάου, Νίκο Στεφάνου, Ιωάννα 
Χιώτογλου, Ανδρομάχη Βαγενά, Φωτεινή Κωστοπούλου, Χριστίνα Γκουσγκούνη. 

Επιπλέον θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Δημήτρη Ηλιόπουλο με τον οποίο 
συνεργάστηκα σε ένα τμήμα της συγκεκριμένης διατριβής.
Επιπλέον θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα το Διοικητικό Συμβούλιο του Ιδρύματος 
Μποδοσάκη το οποίο μέσω της χορήγησης υποτροφίας με στήριξε οικονομικά σε όλη τη 

διάρκεια της εκπόνισης της διατριβής.
Τέλος ευχαριστώ πολύ την οικογένεια μου για την αμέριστη συμπαράσταση και την 
συνεχή υποστήριξη και ενθάρρυνση καθ’ όλη τη διάρκεια της διατριβής.

Παγώνα Οικονόμου 

Βιολόγος 

Λάρισα, 2007.
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1.1 Τελομερή

1.1.1. Δομή και ρόλος τελομερών

Στα άκρα των χρωμοσωμάτων εδράζουν δομές που αποτελούνται από 
σύμπλοκα επαναλήψεων DNA και πρωτεϊνών και ονομάζονται τελομερή. Πρόκειται για 
τα φυσικά άκρα των χρωμοσωμάτων που κυρίως στον άνθρωπο αποτελούνται από τις 
εξανουκλεοτιδικές επαναλήψεις με το γενικό τύπο (TTAGGG)n, το μήκος των οποίων 
κυμαίνεται από 5-10 kb, με τα μακρύτερα τελομερή να εντοπίζονται στον μικρό βραχίονα 
του χρωμοσώματος 17 1,2 (Εικόνα 1).

Το κύριο χαρακτηριστικό της δομής των τελομερών είναι ο τελομερικός βρόχος (t- 
Ιοορ) που σχηματίζεται στο 5’ άκρο κάθε χρωμοσωμικού κλώνου. Αυτή η προεξοχή που 

έχει μήκος 150-250 περίπου βάσεων και είναι πλούσια σε γουανίνη (G), αναδιπλώνεται 
συναντώντας το δίκλωνο τμήμα του τελομερούς και σχηματίζοντας μία δομή που θυμίζει 
βρόχο3 (Εικόνα 2).

Εικόνα 1: Τελομερή και τελομερική αλληλουχία στον άνθρωπο4.

Στη δημιουργία και διατήρηση του τελομερικού βρόγχου σημαντικό ρόλο 
διαδραματίζουν διάφορες πρωτεΐνες που δεσμεύονται στο μονόκλωνο άκρο του 
τελομερούς ή στο εσωτερικό δίκλωνο τμήμα του. Σημαντικότερες μεταξύ αυτών είναι η 
TRF2 (telomeric repeat-binding factor 2) η οποία προσδένεται στο βρόχο εμποδίζοντας 
τη χρωμοσωμική σύντηξη και σταθεροποιώντας το άκρο του τελομερούς, η TRF1 που 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην αναδίπλωση5'9, η πρωτεΐνη Potl που προσδένεται 
στη μονόκλωνη 3’ πλούσια σε G προεξοχή έχοντας πιθανώς προστατευτικό ρόλο, η
πρωτεΐνη Rapl που συμμετέχει στο σύμπλοκο μέσω της αλληλεπίδρασής της με την
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TRF2, οι ΤΙΝ2 και Ku (πρωτεΐνη επιδιόρθωσης του DNA) που αλληλεπιδρούν με τα 
τελομερή μέσω της πρόσδεσής τους στην TRF1 και η τανκυράση, η οποία έχει δράση 
πολυμεράσης και επάγει την επιμήκυνση των τελομερών εμποδίζοντας την πρόσδεση 
των TRF1 στο DNA του τελομερούς7 8,1°. Ο ρόλος του τελομερικού βρόχου έγκειται στην 
προστασία του χρωμοσωμικού άκρου ”, ενώ κατά την απουσία του παρατηρείται 
γενετική αστάθεια, σύντηξη των χρωμοσωμάτων και κυτταρική απόπτωση12. Γενικότερα, 
σε περιπτώσεις μη συντονισμένης λειτουργίας των τελομερών και των πρωτεϊνών τους 
παρατηρείται έντονη χρωμοσωμική και γενετική αστάθεια με τελική έκβαση τον καρκίνο ή 
την πρόωρη γήρανση13,14.

Προχωρώντας από τα τελομερή στο "κυρίως σώμα"' του χρωμοσώματος 
εντοπίζονται οι υποτελομερικές περιοχές. Σε αυτές τις περιοχές παρατηρείται 
εκφυλισμός της αλληλουχίας του DNA, ενώ δεν περιέχονται πολλά γονίδια. 
Συγκεκριμένα, στις υποτελομερικές περιοχές ανιχνεύεται μια σειρά από 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες, που ονομάζονται TAS από τα αρχικά των λέξεων 
telomeric-associated sequences. Τέτοιες αλληλουχίες έχουν βρεθεί σε όλα τα είδη από 
τις ζύμες ως τον άνθρωπο και παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλία ως προς την αλληλουχία, 
το μήκος και την πολυπλοκότητα τους, ακόμη και μεταξύ χρωμοσωμάτων του ίδιου 
είδους. Μεταξύ των αλληλουχιών αυτών συγκαταλέγονται και οι μικροδορυφορικοί 

δείκτες, στους οποίους και οφείλεται ο υψηλός βαθμός πολυμορφισμού των 
υποτελομερικών περιοχών5"7,16.

Εικόνα 2: Δομή τελομερικού βρόχου 15
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Τα τελομερή συμβάλλουν στην προστασία των χρωμοσωμικών άκρων με τη 
διατήρηση της χρωμοσωμικής ακεραιότητας, την αποτροπή της αποικοδόμησης των 

κλώνων του DNA καθώς και της σύντηξης ή αναδιάταξης των χρωμοσωμάτων. 

Επιπρόσθετα, διαμεσολαβούν στην πρόσδεση των χρωμοσωμάτων στο πυρηνικό 
στρώμα (nuclear matrix) και συμμετέχουν στην στοίχιση και στο διαχωρισμό τους κατά 

τη μείωση17'19. Τα τελομερή συμβάλλουν στην ολοκληρωμένη αντιγραφή των 
χρωμοσωμάτων και στη λειτουργική οργάνωση τους μέσα στον πυρήνα. Αποτελούν δε 
σημαντική θέση σύνδεσης για πολλά επιδιορθωτικά ένζυμα, όπως τα BRCA1, RAD50, 
MRE11, NBS1 και ταυτόχρονα επηρεάζουν τη μεταγραφή των γονιδίων που βρίσκονται 

στα άκρα των χρωμοσωμάτων. Τέλος, λειτουργούν σαν ένας μοριακός μηχανισμός που 
ρυθμίζει την ικανότητα διαίρεσης των κυττάρων. Όταν τα τελομερή αποκτούν βραχύ 
μήκος, το κύτταρο χάνει την ικανότητά του να διαιρείται και οδηγείται σταδιακά στο 
θάνατο 5-7·9'20-22.
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1.1.2. Πρόβλημα ολοκλήρωσης της αντιγραφής (End-replication problem)

Η αντιγραφή του DNA είναι μια πολύ σημαντική διαδικασία που πραγματοποιείται 
με μεγάλη ταχύτητα και εξαιρετική ακρίβεια. Ξεκινά από καθορισμένα σημεία του μορίου 
DNA που πρόκειται να αντιγράφει τα οποία ονομάζονται θέσεις έναρξης της αντιγραφής 

και προχωρά ταυτόχρονα και προς τις δυο κατευθύνσεις του. Για την έναρξη και 
ολοκλήρωση της αντιγραφής απαιτείται σημαντικός αριθμός ενζύμων, με κυριότερες τις 
DNA πολυμεράσες. Βασικός ρόλος τους είναι η προσθήκη συμπληρωματικών 
δεοξυριβονουκλεοτιδίων απέναντι από τις μητρικές αλυσίδες του αντιγραφόμενου μορίου 
DNA. Ωστόσο, οι DNA πολυμεράσες για να ξεκινήσουν τη διαδικασία της αντιγραφής 
χρειάζονται οπωσδήποτε εκκινητές (μικρά τμήματα RNA) και λειτουργούν μόνο σε 
κατεύθυνση 5’ -> 3', με αποτέλεσμα η μία θυγατρική αλυσίδα να συντίθεται συνεχώς και 
η άλλη να συντίθεται ασυνεχώς σε κομμάτια που ονομάζονται κλάσματα Okazaki. Ο 
RNA εκκινητής του τελευταίου κλάσματος Okazaki στο 5’ άκρο του νεοσυντιθέμενου 
κλώνου δεν μπορεί να συντεθεί και οι DNA πολυμεράσες δεν έχουν την ικανότητα 
αντιγραφής στην άκρη του γραμμικού χρωμοσωμικού DNA με αποτέλεσμα η καινούρια 
αλυσίδα DNA να είναι ελαφρώς κοντύτερη σε σχέση με την μητρική αλυσίδα23. Το 
φαινόμενο αυτό αναφέρεται ως «πρόβλημα ολοκλήρωσης της αντιγραφής» (end 
replication problem)B,24 25(Εικόνα 3).

5"
3’

^Αντιγραφή του DNA Κεντρομερίδιο

3*

5·
3"

.. IΑπομάκρυνση | Σύνδεση τμημάτων Okazaki
πρωταρχικών τμημάτων ’

3*

3‘

Εικόνα 3: To πρόβλημα ολοκλήρωσης της αντιγραφής του DNA4.
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Αποτέλεσμα του προβλήματος ολοκλήρωσης της αντιγραφής είναι μετά από 
κάθε κυτταρική διαίρεση τα χρωμοσώματα να χάνουν περίπου 20- 200 ζεύγη βάσεων 

από τα τελομερή τους, φθάνοντας ένα συγκεκριμένο όριο πέραν του οποίου τα 
χρωμοσώματα αποκτούν κολλώδη άκρα, αναδιατάσσονται και μεταλλάσσονται. Οι 
γενετικές αλλαγές που συμβαίνουν στα χρωμοσώματα δεν επιτρέπουν στα κύτταρα να 

συνεχίσουν με επιτυχία την κυτταρική διαίρεση, με αποτέλεσμα να εισέρχονται σε 
διαδικασία απόπτωσης και κυτταρικού θανάτου. Κάθε τύπος κυττάρου έχει ένα 
περιορισμένο αριθμό διαιρέσεων τις οποίες μπορεί να υποστεί, γνωστό ως όριο 
Hayflick26. Το όριο Hayflick ταυτίζεται πρακτικά με το σημείο ΜΙ (mortality stage 1), κατά 

το οποίο το κύτταρο χάνει τη δυνατότητα πολλαπλασιασμού, εμφανίζει μείωση του 
μήκους των τελομερών, με την πλειοψηφία των κυττάρων να διαθέτει τελομερή μήκους 
5-1 Okb27, αλλά παραμένει μεταβολικά ενεργό. Η κατάσταση αυτή περιγράφει την 
κυτταρική γήρανση28. Το όριο Hayflick για ινοβλάστες από εμβρυϊκό ιστό είναι 60-80 
διαιρέσεις, από νεαρό ενήλικο 20-40, ενώ σε ενήλικα άτομα φτάνει μόλις τις 10-20 
διαιρέσεις, ανεξάρτητα από το χρόνο που απαιτείται για να φτάσει κάθε κύτταρο στο 
σημείο αυτό29. Γενικά, η είσοδος των κυττάρων στο στάδιο ΜΙ είναι μία μη αντιστρεπτή 
διεργασία. Σε ορισμένες όμως περιπτώσεις, όπως κατά την απενεργοποίηση του 
ογκοκατασταλτικού γονιδίου ρ53 και του ρετινοβλαστώματος (Rb) από ιϊκά ογκογονίδια, 
ο κυτταρικός πληθυσμός είναι δυνατόν να ξεπεράσει το φραγμό που δημιουργεί το 
στάδιο ΜΙ και να συνεχίσει τη διαίρεση30 οδηγώντας τα κύτταρα σε ένα στάδιο έντονης 
κρίσης που ονομάζεται M2 (mortality stage 2). Το στάδιο αυτό χαρακτηρίζεται από 

εκτεταμένες χρωμοσωμικές ανωμαλίες, πολύ κοντά και δυσλειτουργικά τελομερή, 
γεγονότα που τελικά οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο. Η χρονική στιγμή εισόδου του 
κυττάρου στο στάδιο της κρίσης εξαρτάται από το αρχικό μήκος των τελομερών, 
δεδομένου του ότι έχει παρατηρηθεί ότι τα κύτταρα που έχουν τελομερή μεγάλου μήκους 

μεταπίπτουν στην απόπτωση αργότερα σε σχέση με τα αντίστοιχα με μικρό μήκος 
τελομερών31 (Εικόνα 4).

Ελάχιστα κύτταρα έχουν τη δυνατότητα να ξεφύγουν από το στάδιο αυτό μέσω 
δύο μονοπατιών. Ένα από αυτά εξαρτάται από τη δράση της τελομεράσης και 
χαρακτηρίζεται από την ενεργοποίηση της έκφρασης του γονιδίου της hTERT28,32, ενώ το 
δεύτερο μονοπάτι είναι ανεξάρτητο της τελομεράσης και αναφέρεται σαν εναλλακτικός 
μηχανισμός επιμήκυνσης των τελομερών (ALTernative, ALT). Στις ζύμες ο μηχανισμός 

αυτός περιλαμβάνει ανασυνδυασμό των χρωμοσωμάτων, ενώ κάτι ανάλογο έχει 
παρατηρηθεί να συμβαίνει και σε ανθρώπινα κύτταρα33. Συγκεκριμένα, σε κύτταρα στα 
οποία έχει κατασταλεί η δράση της τελομεράσης και άλλων πρωτεϊνών που εμπλέκονται
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στην επιμήκυνση των τελομερών, παρατηρήθηκαν δομές που σχετίζονται με ομόλογο 
ανασυνδυασμό χρωμοσωμάτων34. Σε ALT κύτταρα δεν παρατηρούνται άνισα και γενικά 

ασταθή τελομερή, γεγονός που αποδεικνύει πως ο ALT αναπληρώνει το κενό της 
τελομεράσης. Παραμένει άγνωστο το γιατί και πώς αναστέλλεται ο μηχανισμός ALT στα 
φυσιολογικά κύτταρα, ενώ αρκετοί ερευνητές υποστηρίζουν πως η λειτουργική 
συνύπαρξη του εναλλακτικού μηχανισμού επιμήκυνσης τελομερών και της τελομεράσης 

είναι βιολογικά δυνατή τουλάχιστον σε καρκινικά κύτταρα35 36.
Τα τελομερή, επομένως, λειτουργούν σαν το ρολόι της ζωής του κυττάρου, εφ’ 

όσον επιτρέπουν στα κύτταρα συγκεκριμένο αριθμό διαιρέσεων αποτρέποντας τη 
δημιουργία "αθάνατων" κυττάρων31.

Εικόνα 4: Απεικόνιση της σχέσης μεταξύ του μήκους των τελομερών και του αριθμού των 

κυτταρικών διαιρέσεων. Αναλυτικότερα παρατηρείται βράχυνση του μήκους των τελομερών όσο 
αυξάνονται οι κυτταρικές διαιρέσεις. Φαίνονται επίσης τα στάδια της κυτταρικής (αντιγραφικής) 
γήρανσης (replicative senescence) και τις κρίσης (cellular crisis)37.

Αριθμός κυτταρικών διαιρέσεων
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1.2. Τελομεράση

Το «πρόβλημα ολοκλήρωσης της αντιγραφής» επιλύει μια ειδική αντίστροφη 
μεταγραφάση, η τελομεράση, που για πρώτη φορά αναγνωρίστηκε στο ακραιόφιλο 
Tetrahymena thermophila. Η τελομεράση είναι μία RNA-εξαρτώμενη DNA πολυμεράση, 

που συμμετέχει στη διεργασία της αντιγραφής του DNA και έχει την ικανότητα να 
προσθέτει επαναλήψεις νουκλεοτιδίων στα άκρα των χρωμοσωμάτων. Η προσθήκη 
αυτών των επαναλήψεων έχει σαν αποτέλεσμα τη διατήρηση και σταθεροποίηση του 
μήκους των τελομερών παρέχοντας στα κύτταρα τη δυνατότητα για απεριόριστο αριθμό 
διαιρέσεων. Τα κύτταρα με δραστική τελομεράση διατηρούν το μήκος των τελομερών 
τους και επομένως την ικανότητα πολλαπλασιασμού τους, ενώ με την απουσία της 
τελομεράσης τα κύτταρα χάνουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού και οδηγούνται στην 
κυτταρική γήρανση7'9'16·37'39.

1.2.1. Δομή και λειτουργία τελομεράσης
Η τελομεράση είναι ένα ριβονουκελοπρωτεϊνικό σύμπλοκο μεγέθους περίπου 

lOOOkDa. Αποτελείται από δύο υπομονάδες, μία RNA υπομονάδα που λειτουργεί σαν 
εκμαγείο για την σύνθεση συμπληρωματικού DNA (human Telomerase RNA, hTR ή 

human Telomerase RNA Component, hTERCf°~42 και μία υπομονάδα με δράση 
αντίστροφης μεταγραφάσης (human Telomerase Reverse Transcriptase, hTERT) 4344 
(Εικόνα 5). Διαφορετικά γονίδια κωδικοποιούν για τις υπομονάδες hTR και hTERT. Η 
hTR με την hTERT αποτελούν τις κεντρικές υπομονάδες της τελομεράσης ενώ και άλλες 
πρωτεΐνες είναι απαραίτητες για την ολοκλήρωση της δραστικότητας του ενζύμου45 
(Εικόνα 5).

Εικόνα 5: Δομή της τελομεράσης 46.
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1.2.1.1.RNA υπομονάδα τελομεράσης

Το γονίδιο που κωδικοποιεί τη σύνθεση της RNA υπομονάδας της τελομεράσης 

(hTR) εντοπίζεται στο μακρύ σκέλος του χρωμοσώματος 3 (3q26)47. To hTR συστατικό 

μεταγράφεται από την RNA πολυμεράση II και το ώριμο mRNA αποτελείται από 451 
νουκλεοτίδια. Η hTR υπομονάδα που λειτουργεί ως εκμαγείο για την σύνθεση του DNA 
του τελομερούς βρίσκεται κοντά στο 5’ άκρο του μορίου (45-55nt) και αποτελείται από 11 

νουκλεοτίδια (5’-CUAACCCUAAC-3’), ενώ ιδιαίτερη σημασία έχει και η περιοχή που 
φέρει το όνομα H/ACA και βρίσκεται στο 3’ άκρο8,39. Η hTR διαθέτει μία αρκετά σταθερή 

δευτεροταγή δομή που εμφανίζεται κατά μεγάλο ποσοστό διατηρημένη μεταξύ εξελικτικά 
απομακρυσμένων οργανισμών48. Επιπλέον, οι συντηρημένες περιοχές στο hTR μόριο 

αποτελούν θέσεις αναγνώρισης για πρωτεΐνες που προσδένονται σε αυτό (hTR binding 
proteins)9,40. Αντίθετα με την καταλυτική υπομονάδα της τελομεράσης (hTERT), η 
υπομονάδα hTR παρουσιάζει σταθερή έκφραση σε όλους τους ιστούς, φυσιολογικούς 

και παθολογικούς, γεγονός που οδήγησε πολλούς επιστήμονες στο συμπέρασμα ότι ο 
ρόλος της περιορίζεται στη λειτουργία της ως εκμαγείου για τη δράση της hTERT, και 
επομένως δεν μπορεί να αποτελέσει δείκτη της δράσης του ολοενζύμου της 
τελομεράσης49,50.

1.2.1.2 Καταλυτική υπομονάδα τελομεράσης (hTERT)

Το γονίδιο hTERT, που κωδικοποιεί τη σύνθεση της πρωτεϊνικής υπομονάδας της 
τελομεράσης εδράζεται στο βραχύ σκέλος του χρωμοσώματος 5 (5ρ15.33), περίπου 

2Mb από το τελομερές και αποτελείται από 16 εξόνια και 15 ιντρόνια (Εικόνα 6). 
Πρόκειται για μια πρωτεΐνη 127 kDa που περιλαμβάνει 1132 αμινοξέα, αρκετά 
συντηρημένη και παρουσιάζει πολλές ομοιότητες με άλλες ανάστροφες 

μεταγραφάσες43,52. Αποτελείται από ένα σχετικά μικρό καρβοξυτελικό τμήμα, μία 
κεντρική, ιδιαίτερα συντηρημένη περιοχή και ένα αρκετά μεγάλο αμινοτελικό άκρο53. 
Πιθανότατα, η κεντρική μαζί με την καρβοξυτελική περιοχή σχηματίζουν μια 
χαρακτηριστική δομή στις πολυμεράσες και στις ανάστροφες μεταγραφάσες που 

περιβάλει το άκρο του χρωμοσώματος για να προσθέσει τις μονόκλωνες επαναλήψεις 
στα τελομερή54 55. Στο μεγάλο αμινοτελικό τμήμα της πρωτεΐνης πρόσφατα 
αναγνωρίσθηκε μία περιοχή, η N-GQ, η οποία παίζει σημαντικό ρόλο κατά την 

πρόσδεση του ενζύμου στο 5’ άκρο του DNA34. Έχει διαπιστωθεί τόσο σε in vivo όσο σε 
in vitro μελέτες ότι η περιοχή N-GQ θεωρείται απαραίτητη για τη δράση της hTERT 56.
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Μελέτες έχουν δείξει ότι η έκφραση του mRNA που κωδικοποιεί την hTERT σχετίζεται 
άμεσα με τη δραστικότητα της τελομεράσης57,58,59, ενώ το γονίδιο hTERT δεν εκφράζεται 

πάντοτε και σταθερά, σε αντίθεση με την hTR. Ο κύριος ρόλος της hTERT είναι η 
αύξηση και η διατήρηση του μήκους των τελομερών7,60, ενώ επίσης έχει προταθεί και η 
αντι-αποπτωτική της δράση στο κύτταρο61,62,63. Χαρακτηριστική είναι η αύξηση του 

υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (Epidermal Growth Factor Receptor, 
EGFR) σε κύτταρα στα οποία έγινε εξωγενής επαγωγή της έκφρασης της hTERT63. 
Επιπλέον, η ίδια η hTERT αυξάνει τη σταθερότητα του γενετικού υλικού συμμετέχοντας, 
στους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς64. Τέλος, πιθανολογείται ότι σε περιπτώσεις 

βραχέων τελομερών, προκαλείται «απελευθέρωση» του γονιδίου από την επίδραση του 
τελομερούς, που οδηγεί σε επαγωγή της δράσης της τελομεράσης65.

Δομή του γονιδίου hTERT

1 2 34 56 7S 9 10 1112 13 14 1516

ΜΗί€3ΗΗΗΗΗΗ}=ΗΜΗ^
Εναλλακτικό μάτισμα του γονιδίου hTERT

1 2 3 4 5||6 7 ! 8 djicjll | 12 f 13 14 | 15 16

α β

Εικόνα 6 : Οργάνωση του hTERT γονιδίου51.

1.2.1.3 Άλλες πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με την τελομεράση

Έχει ήδη αναφερθεί πως για τον σχηματισμό και τη διατήρηση του τελομερικού 
βρόχου απαιτείται η παρουσία κάποιων πρωτεϊνών οι οποίες συμμετέχουν στη ρύθμιση 

του μήκους του καθώς και στην προστασία και επιδιόρθωση του DNA45. Στο σύμπλοκο 

της τελομεράσης συμμετέχουν εκτός από τις TRF1 και TRF2, αγκυράση, ΤΙΝ2, RAP1 
και δυσκερίνη, που ήδη αναφέρθηκαν και άλλες πρωτεϊνικές υπομονάδες όπως η 
τελομερική πρωτεΐνη 1 (Telomeric Protein 1 ή ΤΡ1), δύο υπομονάδες του ετεροδιμερούς 

Ku, οι πρωτεΐνες hTEP 1, Hsp90, ρ23, καθώς και ποικιλία άλλων πρωτεϊνών.
Αναλυτικότερα, η πρωτεΐνη TRF1 {Telomeric Repeat binding Factor 1) δρα ως 

καταστολέας της τελομεράσης, μειώνοντας το μήκος των τελομερών. Σε πρόσφατες 
μελέτες διαπιστώθηκε ότι στη λειτουργία της TRF1 διαμεσολαβούν δύο ακόμη 
πρωτεΐνες, η αγκυράση και η ΤΙΝ2 (TRF1 -interacting nuclear protein 2). FI αγκυράση 

προσδένεται στην TRF1 μέσω πολυΑϋΡ ριβοζυλίωσης, αφήνοντας το τελομερικό άκρο
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ελεύθερο για την πρόσδεση της τελομεράσης. Η αυξημένη της δράση έχει ως συνέπεια 
την ανεξέλεγκτη αύξηση του μήκους των τελομερών στα κύτταρα που εκφράζουν 
τελομεράση66. Αντιθέτους, η TRF1 για να προσδεθεί στα τελομερικά άκρα και να 
παρεμποδίσει την δράση της τελομεράσης συνδέεται με την ΤΙΝ2. Επιπρόσθετα, η 
πρωτεΐνη TRF2 (Telomeric Repeat binding Factor 2) παρεμποδίζει τη σύντηξη των 

χρωμοσωμάτων διατηρώντας τα μονόκλωνα άκρα. Συγκεκριμένα, η TRF2 αλληλεπιδρά 
με την RAP1 που θεωρείται αρνητικός ρυθμιστής του μήκους των τελομερών67. Ακόμη, η 
TRF2 έχει τη δυνατότητα να ενεργοποιεί στα τελομερή παράγοντες που σχετίζονται με 
τον ανασυνδυασμό και την επιδιόρθωση όπως το σύμπλοκο Mrel 1/RAD50/NBS168, τις 
ελικάσες RECQ WRN/BLM69 και την ενδονουκλεάση ERCC1/XPF70. Τέλος, ένα 
ετεροτριμερές σύμπλοκο που αποτελείται από τις πρωτεΐνες Ku70, Ku80 και την 
καταλυτική υπομονάδα της DNA-εξαρτώμενης πρωτεϊνικής κινάσης (DNA-PKcs)71, 
σχετίζεται τόσο με την TRF1 όσο και την TRF2 και συμβάλλει με τη δράση της στην 
προστασία των τελομερών από τη σύντηξη των χρωμοσωμικών άκρων72.

FI ΤΡ1 δεσμεύει την ενεργή τελομεράση και πιθανότατα συμμετέχει στην 
προστασία των χρωμοσωμάτων και την επιμήκυνση των τελομερών, γΐ αυτό και 
αναφέρεται από κάποιους επιστήμονες ως τρίτη υπομονάδα της τελομεράσης49. 
Επιπλέον το ετεροδιμερές Ku, το οποίο είναι υπεύθυνο για τη μη-ομόλογη ένωση των 
σπασμένων άκρων των χρωμοσωμάτων, φαίνεται ότι δεσμεύει την TERC. FI 
αλληλεπίδραση μεταξύ TERC και Ku, έχει προταθεί ότι προάγει την επιμήκυνση των 
σπασμένων άκρων των χρωμοσωμάτων73. Επίσης, η hTEPI (human telomerase- 
associated protein 1) δρα ανάλογα με την hTERC και η έκφρασή της έχει παρατηρηθεί 
ότι δεν ταυτίζεται με την έκφραση της τελομεράσης. Τέλος, για τη σωστή 
συναρμολόγηση του συμπλόκου είναι απαραίτητες οι πρωτεΐνες Hsp90 και ρ2374 καθώς 
και η αλληλεπίδραση με τη δυσκερίνη (dyskerin), μία πυρηνική πρωτεΐνη πρόσδεσης 
RNA και με άλλα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σωματίδια-snoRNPs75,76.
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1.2.2. Λειτουργία της τελομεράσης

Η αντιγραφή των τελομερών με το ένζυμο τελομεράση γίνεται με διαφορετικό μηχανισμό 
από αυτόν της αντιγραφής. Η δράση της τελομεράσης είναι σχετικά απλή: η hTERT 
προσθέτει εξανουκλεοτιδικές (5’-TTAGGG-3’) επαναλήψεις στα άκρα των 
χρωμοσωμάτων χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο το RNA της hTR σε μία έκταση που 
μπορεί να φτάσει τις 15-20 kb2,77. Αναλυτικότερα, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 7, 
δημιουργούνται ζεύγη βάσεων μεταξύ των συμπληρωματικών περιοχών της RNA 
υπομονάδας και των τελομερών (binding). Στη συνέχεια επιμηκύνεται το χρωμοσωμικό 

τμήμα χρησιμοποιώντας το "καλούπΓ του RNA (polymerization) και τελικά το ένζυμο 
προχωρά (translocation) προς την 3’ κατεύθυνση για να πραγματοποιήσει ξανά τη 
σύνδεση και τον πολυμερισμό. Μετά την επιμήκυνση της τελομερικής ακολουθίας στο 
μητρικό μόριο DNA, μπορεί να συνεχιστεί η αντιγραφή του DNA στο 3’ άκρο της 
ασυνεχούς αλυσίδας του θυγατρικού μορίου, με τη δράση της DNA πολυμεράσης. Η 

διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται για να προστεθούν περισσότερες επαναλήψεις 
τελομερών. Συμπερασματικά, η τελομεράση συνθέτει τον πλούσιο σε G κλώνο των 
τελομερών κατά την κατεύθυνση 5’ προς 3’7'8,20.

Εικόνα 7: Απεικόνιση της δράσης της τελομεράσης78.
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1.2.3. Έκφραση της τελομεράσης

Έκφραση της τελομεράσης παρατηρείται στα γαμετικά κύτταρα σε όλη τη 
διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης καθώς και σε φυσιολογικά κύτταρα που διαιρούνται 

συνεχώς79. Συγκεκριμένα, εκφράζεται σε ορισμένους τύπους αρχέγονων κυττάρων, 

όπως για παράδειγμα σε αιμοποιητικά αρχέγονα κύτταρα, σε αναπαραγωγικά κύτταρα, 
σε ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα, σε κύτταρα του μυελού των οστών, του ενδομήτριου 
κ.ά 80. Στα υπόλοιπα σωματικά κύτταρα που δεν έχουν μεγάλη ικανότητα 

πολλαπλασιασμού η τελομεράση εκφράζεται πολύ λίγο ή και καθόλου με αποτέλεσμα τη 
βράχυνση των τελομερών, την κυτταρική γήρανση και την απώλεια ικανότητας 
πολλαπλασιασμού 81,82. Η τελομεράση έχει ανιχνευθεί στο 85-90% των περιπτώσεων 
καρκίνου, γεγονός που αποδεικνύει ότι η αύξηση της τελομεράσης είναι απαραίτητη για 
την εξασφάλιση των κυτταρικών διαιρέσεων συνδέοντας την αναπόσπαστα με την 
αθανατοποίηση των κυττάρων και την καρκινογένεση9 39,58,83'87.

Αναλυτικότερα, η hTERC παρουσιάζει σταθερή έκφραση σε όλους τους ιστούς, 
εμβρυονικούς και σωματικούς, φυσιολογικούς και παθολογικούς49,88, γεγονός που 
οδήγησε πολλούς επιστήμονες στο συμπέρασμα ότι ο ρόλος της περιορίζεται στη 
λειτουργία της ως εκμαγείο για τη δράση της hTERT και επομένως δεν μπορεί να 
αποτελέσει δείκτη της ενεργότητας της τελομεράσης50. Αντίθετα, η έκφραση της hTERT 
είναι στενά ελεγχόμενη και δεν παρατηρείται στα περισσότερα σωματικά κύτταρα58,89. Η 
έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης παραλληλίζεται στενά με τις 
αλλαγές της έκφρασης της τελομεράσης, τόσο κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής 
διαφοροποίησης των κύτταρών90 όσο και κατά το μετασχηματισμό των αντίστοιχων 

νεοπλαστικών. Επιπλέον, ο θεμελιώδης ρόλος της hTERT στην έκφραση της 
τελομεράσης αποδεικνύεται και από μελέτες που τονίζουν ότι η έκτοπη έκφραση της 
hTERT είναι καθοριστική για την ενεργοποίηση της τελομεράσης σε κυτταρικές σειρές 
αρνητικές στην έκφραση της τελομεράσης91 .
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1.2.4. Ρύθμιση της έκφρασης της τελομεράσης

Όπως προαναφέρθηκε οι κεντρικές υπομονάδες της τελομεράσης είναι η 

υπομονάδα RNA ή δομική υπομονάδα hTERC και η καταλυτική υπομονάδα με δράση 
αντίστροφης μεταγραφάσης hTERT. Η hTERC έχει βρεθεί ότι εκφράζεται στα 

περισσότερα κύτταρα ενώ η έκφραση της hTERT περιορίζεται σε συγκεκριμένους 
τύπους κυττάρων, αναδεικνύοντας την hTERT ως την απαραίτητη υπομονάδα για την 
εκδήλωση της δράσης του ενζύμου.

Μελέτες που σχετίζονται με τη διερεύνηση των μηχανισμών ρύθμισης της 
έκφρασης της τελομεράσης έχουν επικεντρωθεί στην μελέτη της καταλυτικής 
υπομονάδας της (hTERT) και ειδικότερα στον υποκινητή της, στον οποίο 

πραγματοποιείται μεταγραφικός έλεγχος σε πολλαπλά επίπεδα. Η ανάλυση της 
αλληλουχίας και ο χαρακτηρισμός της ρυθμιστικής περιοχής του υποκινητή του γονιδίου 
της hTERT έχει διευκολύνει την προσπάθεια για την κατανόηση του τρόπου ρύθμισης 

της έκφρασης της hTERT και κατ'επέκταση της τελομεράσης, τονίζοντας την ύπαρξη 
ενός πολύπλοκου και πολυπαραγοντικού συστήματος ρύθμισης της92. Στον υποκινητή 
της hTERT εντοπίζονται πολυάριθμες περιοχές πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, 
που ενεργοποιούν ή καταστέλλουν την έκφραση της τελομεράσης, ενώ η παρουσία 
υψηλού ποσοστού GpC νησιδίων αποκαλύπτει την επίδραση επιγενετικών μηχανισμών 
στη ρύθμιση της. Αναλυτικότερα στην περιοχή του υποκινητή έχει παρατηρηθεί ότι 
υπάρχει ένα CpG νησίδιο μήκους 4kb που εκτείνεται από τη θέση -1800 ζεύγη βάσεων 
πριν το σημείο έναρξης της μεταγραφής έως τη θέση +2200 ζεύγη βάσεων μετά το 
σημείο έναρξης της μετάφρασης. Σε αυτήν την περιοχή, το DNA έχει περιεκτικότητα σε 

γουανίνη και κυτοσίνη (GC) περίπου 70% και αναλογία CG:GC 0,8793.
Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 8) απεικονίζονται οι διάφοροι μεταγραφικοί 

παράγοντες που ενεργοποιούν και καταστέλλουν μέσω διαφόρων μονοπατιών την 
έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT).
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Εικόνα 8: Απεικόνιση μεταγραφικών παραγόντων που ενεργοποιούν ή καταστέλουν την 
έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT)95.

1.2.4.1. Μεταγραφικοί παράγοντες
Στο σύνολο των μεταγραφικών παραγόντων που ελέγχουν τη ρύθμιση, 

περιλαμβάνονται οι καταστολείς της hTERT, όπως η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη ρ53, η 
Madl, η πρωτεΐνη MZF-2 (myeloid-specific zinc finger protein 2) και οι πρωτεΐνες WT1 
(προϊόν του ογκοκατασταλτικού γονιδίου WT1 στον όγκο Wilms), ο αυξητικός 
παράγοντας μετασχηματισμού TGF-β και Menin και οι ενεργοποιητές της μεταγραφής 
της hTERT όπως οι στεροειδείς ορμόνες (οιστρογόνα και προγεστερόνη), οι πρωτεΐνες 
c-Myc και ο Spl 94

Αναλυτικότερα, σχετικά με το ρόλο της ρ53 στον μεταγραφικό έλεγχο της hTERT 
έχει παρατηρηθεί ότι υπάρχει μια αντιστρόφως ανάλογη σχέση μεταξύ των επιπέδων 
έκφρασης της ρ53 και της τελομεράσης. Μελέτες σε καρκινικά κύτταρα του τραχήλου 
(SiHa) έδειξαν ότι η υπερέκφραση του ρ53 καταστέλλει άμεσα τη μεταγραφή της 
hTERT96 ενώ η αποσιώπηση του ρ53 με μεθόδους siRNA ή με απαλοιφή του γονιδίου, 
δεν επαναφέρει την έκφραση της hTERT 97, γεγονός που αναδεικνύει το ρ53 ένα μη 
αναστρέψιμο αναστολέα της hTERT.

FI Menin δεσμεύεται απευθείας στον υποκινητή της hTERT ενώ ο TGF-β 

καταστέλλει τη μεταγραφή της μέσω του μονοπατιού TGF^/Smad. Επιπλέον, η 
παρουσία της πρωτεΐνης MZF-2 καταστέλλει τη μεταγραφή της hTERT, αλλά φαίνεται ότι 
η επίδραση της στη ρύθμιση της hTERT είναι αμελητέα98. Σε κύτταρα με όγκο Wilms
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βρέθηκε ότι η πρόσδεση της πρωτεΐνης WT1 στον υποκινητή της hTERT καταστέλλει τη 
μεταγραφή της hTERT".

Για τον μεταγραφικό παράγοντα Spl έχουν εντοπιστεί δύο κανονικές και τρεις 
εκφυλισμένες θέσεις πρόσδεσής του στον υποκινητή της hTERT, 100 βάσεις πριν το 
σημείο έναρξης της μεταγραφής. Ο Spl συνεργάζεται με τον παράγοντα c-Myc με στόχο 

να προκαλέσουν τη μεταγραφή του γονιδίου, ενώ η σύνδεση του με την ομόλογή του 
πρωτεΐνη Sp3 είναι δυνατό να προκαλέσει την αποακετυλίωση των ιστονών και την 
καταστολή της έκφρασης της hTERT.

Ακόμη, στον υποκινητή της hTERT έχουν ανιχνευθεί δύο περιοχές πλούσιες σε 

CpG, γνωστές ως E-boxes που περιέχουν θέσεις πρόσδεσής για τους μεταγραφικούς 
παράγοντες Myc/Max/Mad. Ο Max μπορεί να ομοδιμεριστεί και να ετεροδιμεριστεί με τον 

Myc ή Max. Ανάλογα με ποιο διμερές σχηματίζεται, ασκείται και θετική ή αρνητική 
ρύθμιση. Όταν διμερίζεται με το Myc προκαλεί θετική ρύθμιση, ενώ όταν διμερίζεται με 
το Mad προκαλεί αρνητική ρύθμιση. Οι Myc και Mad ανταγωνίζονται για τη δημιουργία 

συμπλόκου με το Max100. Το πρωτο-ογκογονίδιο c-Myc εκφράζεται σε 
πολλαπλασιαζόμενα και πολλά νεοπλασμαστικά κύτταρα ενώ το Mad σε κύτταρα που 
διαφοροποιούνται και σε κύτταρα σε ηρεμία. Έχει ανιχνευθεί η παρουσία του 
ετεροδιμερούς Mad/Max στον υποκινητή της hTERT κατά τη διάρκεια διαφοροποίησης 
προμυελοκυτταρικών λευχαιμικών κυττάρων HL60 που συνοδεύεται από αναστολή της 
hTERT. Αντίθετα το ετεροδιμερές Myc/Max έχει ανιχνευθεί κατά τον σχηματισμό 
εμβρυϊκών πνευμονικών ινοβλαστών, όπου απαιτείται η δράση της τελομεράσης100.

Επιπρόσθετα, οι στεροειδείς ορμόνες ενεργοποιούν την έκφραση του γονιδίου 
της hTERT. Στον υποκινητή της hTERT έχουν βρεθεί δύο θέσεις που αλληλεπιδρούν με 

τον υποδοχέα των οιστρογόνων (ER) και οδηγούν στην ενεργοποίηση της έκφρασης του 
γονιδίου της hTERT49,101. Σε πειράματα που έγιναν in vitro, βρέθηκε ότι ο ER δεσμεύεται 
ειδικά στον υποκινητή της hTERT και η απαλοιφή αυτού οδηγεί σε καταστολή της 

έκφρασής της49. Η άλλη θέση πρόσδεσής του ER εδράζει δίπλα στη θέση αναγνώρισης 
του μεταγραφικού παράγοντα Spl και αυτή η τοποθέτηση δίπλα-δίπλα επιτρέπει στον 
ER και τον Spl να δεσμεύονται συνεργατικά στο DNA102. Επιπλέον, σε πειράματα που 
αφορούσαν καρκίνο του μαστού, βρέθηκε ότι η προγεστερόνη ενεργοποιεί τη μεταγραφή 

της hTERT. Ωστόσο, δεν είναι ξεκάθαρο αν ο υποδοχέας της προγεστερόνης είναι αυτός 
που ενεργοποιεί άμεσα τον υποκινητή της hTERT103. Αντίθετα, σε καρκινικά κύτταρα του 

προστάτη παρατηρήθηκε ότι τα ανδρογόνα προκαλούν θετική ρύθμιση στον υποκινητή 
και ενισχύουν τη δράση της τελομεράσης. Φαίνεται ότι η επίδραση των ανδρογύνων 

καθυστερεί την εκδήλωση της έκφρασης της τελομεράσης, γεγονός που σημαίνει ότι
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ασκούν έμμεση δράση104,105. Συνεπώς, παρόλο που γενικά οι στεροειδείς ορμόνες 
επάγουν την έκφραση της hTERT σε διάφορους ορμονο-εξαρτώμενους όγκους, ο 
πυρηνικός υποδοχέας της βιταμίνης D, ρυθμίζει αρνητικά τον υποκινητή της
hTERT106,107.

Οι πρωτεΐνες ETS είναι μία οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων με 

χαρακτηριστικές διατηρημένες περιοχές πρόσδεσης στο DNA. Οι κυριότερες της 
οικογένειας είναι οι Etsl και Ets2, οι οποίες ενεργοποιούνται με φωσφορυλίωση μέσω 

του μονοπατιού των MAP κινασών μετά την πρόσδεση του επιδερμικού αυξητικού 
παράγοντα (Epidermal Growth Factor, EGF) στον υποδοχέα του108,109. Συνεπώς, η 
πρόσδεση του EGF ενισχύει τη μεταγραφή της hTERT και θεωρείται ότι οι Etsl και Ets2 
διαμεσολαβούν στον έλεγχο της hTERT από τον EGF με το να προσδένονται στα Ε- 
boxes110.

Επιπρόσθετες μελέτες έχουν δείξει ότι πολλές ιικές πρωτεΐνες είναι δυνατό να 
προκαλέσουν αναστολή ή ενεργοποίηση της έκφρασης της τελομεράσης. Το ιικό DNA 
ενώνεται με το γονιδίωμα του κυττάρου ξενιστή σε διάφορες θέσεις όπου στη συνέχεια, 
προαγωγείς του ιού μεταγράφουν το γειτνιάζον γονίδιο του ξενιστή. Αυτού του είδους η 
ενεργοποίηση της hTERT έχει περιγράφει στην περίπτωση του ιού της ηπατίτιδας Β 
(FIBV), ο οποίος είναι σημαντικός παράγοντας για την ανάπτυξη καρκίνου του ήπατος 
και στην περίπτωση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (FIPV) που αποτελεί την 
κυριότερη αιτία καρκίνου τραχήλου της μήτρας και θα αναλυθεί παρακάτω111'114.
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1.2.4.2 Επιγενετικοί μηχανισμοί ρύθμισης της hTERT
Επιγενετικές ονομάζονται οι αλλαγές στο πρότυπο έκφρασης των γονιδίων οι 

οποίες επιτυγχάνονται με μηχανισμούς που δεν αλλάζουν την αρχική αλληλουχία του 
DNA. Αυτοί οι μηχανισμοί αλλάζουν τη δεκτικότητα του DNA στους μεταγραφικούς 
παράγοντες μέσα από διαδικασίες που περιλαμβάνουν α) τη μεθυλίωση των κυτοσινών 

σε CpG περιοχές του DNA115'118, β) τις αλλαγές στο αμινοτελικό άκρο των ιστονών στα 
νουκλεοσώματα, που συνήθως είναι γνωστές ως 'κώδικας ιστόνης”119,120, γ) την 
αναδιαμόρφωση του συμπλόκου SW1/SNF μέσω ενός αδενοτριφωσφορικά 
εξαρτώμενου τρόπου121 και δ) τη μεταγραφική ή μεταμεταγραφική «σιωπηλή» ρύθμιση 
των γονιδίων μέσω μικρών ρυθμιστικών μη νοηματικών μορίων RNA (micro RNAs)122.

1.2.4.2.1. Μεθυλίωση του DNA

Η μεθυλίωση του DNA προέκυψε σχετικά αργά κατά την εξελικτική διαδικασία και 
ενέχεται στην σταθερή και μακράς διάρκειας απενεργοποίηση της έκφρασης των 
περισσότερων γονιδίων123. Η μεθυλίωση πραγματοποιείται σε περιοχές του DNA 
πλούσιες σε βάσεις κυτοσίνης και γουανίνης που αποκαλούνται CpG νησίδια. Τα CpG 

νησίδια εντοπίζονται κυρίως σε περιοχές υποκινητών αλλά παρατηρούνται και 
διάσπαρτα στο γονιδίωμα και έχουν μήκος που κυμαίνεται από 0.5-5 Kbp124. 
Υπολογίζεται ότι το 60% των ανθρώπινων γονιδίων περιέχουν τουλάχιστον ένα CpG 
νησίδιο125.

Κατά τη διάρκεια της μεθυλίωσης πραγματοποιείται μια βιοχημική μετατροπή 

κατά την οποία προστίθεται μια μεθυλομάδα (s-αδενοσυλ-μεθειονίνη) στο 5’ άνθρακα 
της κυτοσίνης που βρίσκεται σε αλληλουχίες CpG126,127 (Εικόνα 9). Οι CpG περιοχές του 
DNA μεθυλιώνονται από ένα από τα ένζυμα της οικογένειας των DNA 
μεθυλοτρανσφερασών (DNMT1, DNMT3A και DNMT3B). Η απαλοιφή αυτών των 
ενζύμων σε διαγονιδιακά (knock-out) ποντίκια, οδήγησε στο συμπέρασμα ότι είναι 
απαραίτητα για τη φυσιολογική ανάπτυξη του οργανισμού128 129.
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NHi s------ "s.

Εικόνα 9: Βιοχημική μετατροπή του DNA κατά τη μεθυλίωσή του από τις
μεθυλοτρανσφεράσες.130

Πρότυπα μεθυλίωσης DNA δημιουργούνται νωρίς κατά την εμβρυογένεση και 
συγκεκριμένα έχουν περιγράφει δύο κύκλοι μεθυλίωσης DNA. Ο πρώτος συμβαίνει κατά 
την ανάπτυξη των γαμετικών κυττάρων, όπου οι μεθυλιωμένες κυτοσίνες του πατρικού 
DNA αντιγράφονται στο γονιδίωμα των γαμετών και έτσι κληρονομείται η επιγενετική 
πληροφορία. Ο δεύτερος κύκλος συμβαίνει κατά τη γονιμοποίηση, όπου κάθε γαμέτης 
έχει διαφορετικό πρότυπο μεθυλίωσης και καταλήγει να μεταβιβάζεται στο ζυγωτό ένα 
μωσαϊκό από επιγενετικές τροποποιήσεις. Η διαφοροποίηση αυτή οφείλεται στο γεγονός 
ότι πρέπει να γίνουν κάποιες τροποποιήσεις στο σπέρμα προκειμένου να επιτευχθεί η 
γονιμοποίηση. Φαίνεται δηλαδή ότι η μεθυλίωσή του DNA συμβάλλει τόσο στη 
διατήρηση όσο και στη διαφοροποίηση131.

Πιθανότατα, υπάρχουν πολύ μηχανισμοί που συμμετέχουν στην απορρύθμιση 
της έκφρασης των γονιδίων μέσω της μεθυλίωσης. Παρόλο που η μεθυλίωσή του DNA 
αλληλεπιδρά άμεσα με την πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων, οι 
μεθυλοτρανσφεράσες (DNMTs) έχει παρατηρηθεί ότι μεταβάλλουν την αναδίπλωση της 
μεταγραφικά ανενεργής χρωματίνης με άλλους μηχανισμούς εκτός της μεθυλίωσης. 

Ειδικότερα, αλληλεπιδρούν άμεσα με τις αποακετυλάσες των ιστονών κυρίως στους 
υποκινητές των γονιδίων, ενώ επιπρόσθετα μπορούν να προσδεθούν με άλλες 
πρωτεΐνες και να προκαλέσουν την καταστολή της έκφρασης του συγκεκριμένου 
γονιδίου. Πρέπει να διευκρινιστεί ότι μόνο η μεθυλίωσή μέσα ή γύρω από τον υποκινητή 
ενός γονιδίου και όχι μέσα στο ίδιο το γονίδιο ρυθμίζει την έκφραση του γονιδίου. 
Επίσης, είναι δυνατό η μεθυλίωσή του DNA από μόνη της να μην είναι ικανή να 
προκαλέσει την καταστολή της έκφρασης ενός γονιδίου και μόνο με την επίδραση 
πρωτεϊνών που διαμορφώνουν τη χρωματίνη γύρω από τις μεθυλιωμένες περιοχές να

34

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



αττορρυθμίζεται η έκφραση των γονιδίων. Τα μέλη της οικογένειας των μεθυλ-CpG 
προσδενώμενων πρωτεϊνών, τα οποία προσδένονται στο μεθυλιωμένο DNA μπορούν 

να προσδεθούν και με άλλες ρυθμιστικές πρωτεΐνες, αναστέλλοντας πάλι την έκφραση 
των γονιδίων115,116.

Η μεθυλίωση του DNA έχει συσχετιστεί στενά με την ανάπτυξη του καρκίνου. Στα 
καρκινικά κύτταρα παρατηρείται απώλεια της ολικής μεθυλίωσης και επιλεκτική 
υπερμεθυλίωση των CpG νησιδίων στους υποκινητές συγκεκριμένων γονιδίων117,118. 
Αναλυτικότερα, η υπερμεθυλίωση όγκο-καταστασταλτικών γονιδίων οδηγεί σε 
ογκογένεση, ενώ η υπομεθυλίωση σε οποιοδήποτε σημείο του γονιδιώματος επηρεάζει 
την έκφραση ογκογονιδίων και την σταθερότητα του γονιδιώματος. Σε ανθρώπινους 
όγκους έχουν ανιχνευθεί και οι τρεις μεθυλοτρανσφεράσες σε μέτρια επίπεδα132'135. 
Ουσιαστικά η υπερμεθυλίωση καταστέλλει τα όγκο-καταστασταλτικά γονίδια, ενώ η υπο
μεθυλίωση ενισχύει την έκφραση των ογκογονιδίων 136,137

12.4.2.2. Επιγενετική απορρύθμιση της έκφρασης ενός γονιδίου μέσω 
μετατροπών στο οκταμερές των πυρηνικών ιστονών στα νουκλεοσώματα.

Στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων, τα νουκλεοσώματα είναι οι 
ρυθμιστικές επαναλαμβανόμενες μονάδες χρωματίνης στις οποίες 146 ζεύγη βάσεων 
είναι σφικτά τυλιγμένα γύρω από ένα οκταμερές ιστονών. Κάθε οκταμερές αποτελείται 
από 2 μόρια από κάθε πυρηνική ιστόνη Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4. Τα νουκλεοσώματα 

συνδέονται μεταξύ τους με μια μικρή αλληλουχία DNA 80 με 100 ζεύγη βάσεων, η οποία 
σταθεροποιείται με την πρόσδεση μιας άλλης ιστόνης, της Η1. Η ενεργοποίηση της 
έκφρασης των γονιδίων απαιτεί μετατροπές στη δομή της χρωματίνης, μετατρέποντας το 
DNA από τη συσπειρωμένη και ανενεργή μορφή σε «καλούπι» για πρόσδεση 

μεταγραφικών παραγόντων. Υπάρχουν τρεις μηχανισμοί με τους οποίους η δομή της 
χρωματίνης μεταβάλλεται και γίνεται δεκτική σε ποικιλία μεταγραφικών παραγόντων. Ο 
πρώτος αφορά στη μεταβολή της δομής των νουλεοσωμάτων μέσω της επίδρασης 
συμπλοκών που έχουν δράση ΑΤΡάσης και ενεργοποιούν τα νουκλεοσώματα 
προκαλώντας μικρή μετακίνηση αυτών πάνω στο DNA. Ο δεύτερος αφορά στην 
ομοιοπολική μετατροπή των πυρηνικών ιστονών, ενώ ο τρίτος αναφέρεται στην 
αντικατάσταση των πυρηνικών ιστονών με άλλες ιστόνες που έχουν παρόμοια δομή με 

τις πυρηνικές (variant histones) π.χ Η2ΑΖ, Η2ΑΧ και Η3.3.119.
Οι πυρηνικές ιστόνες έχουν αμινοτελικά άκρα πλούσια σε λυσίνη και λόγω του ότι 

είναι θετικά φορτισμένα προεξέχουν από το νουκλεόσωμα. Μεταμεταγραφικές
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ομοιοπολικές μετατροπές σε συγκεκριμένα αμινοξέα στα αμινοτελικά άκρα 
πραγματοποιούνται από ποικιλία ενζυμικών οικογενειών που αποτελούν τους βασικούς 
καθοριστές της δομής της χρωματίνης και της έκφρασης των γονιδίων. Οι παραπάνω 
μετατροπές περιλαμβάνουν την ακετυλίωση/αποακετυλίωση των λυσινών και 
θρεονίνων, την ουβικουϊτιλίωση των λυσινών και την ADP-ριβοζυλίωση των 
γλουταμικών οξέων. Οι περισσότερες μετατροπές στις ιστόνες είναι αναστρέψιμες και ο 
βαθμός της μετατροπής συσχετίζεται με τα επίπεδα έκφρασης. Οι μετατροπές 
πραγματοποιούνται αυστηρά σε περιοχές που μεταγράφονται, υποδεικνύοντας την 
σχέση της ρύθμισης με την ενεργότητα της πολυμεράσης. Τα συνδυαστικά μοτίβα των 
μετατροπών των ιστονών τονίζουν την κατάσταση της χρωματίνης και είναι γνωστά ως 
«κώδικας iaTovu»v»(«histone code»). Αυτός ρυθμίζει την πρόσδεση στο DNA των 
μεταγραφικών-ρυθμιστικών συμπλόκων και ελέγχει επιγενετικά τη γονιδιακή έκφραση 
και την κληρονομικότητα των γονιδίων. Παρόλο που η ακετυλίωση των ιστονών 
σχετίζεται γενικά με τη μεταγραφική ενεργότητα, η μεθυλίωση τους, αντίθετα, μπορεί να 
συσχετιστεί τόσο με την ενεργοποίηση όσο και με την καταστολή της έκφρασης γονιδίων

120 (Εικόνα 10). Μεταγραφικοί παράγοντες
RNA πολυμεράση

Πρωτεΐνες πρόσδεσης σε 
μεθυλιωμένες περιοχές t ' Αποακετυλίωση ιστονών

Μεταγραφή ^ Η Αποακετυλίωση 
Μεταγραφικοί παράγοντες

Συσπείρωση χρωματίνης 
Καταστολή μεταγραφής

Εικόνα 10: Συνεργασία ακετυλίωσης και μεθυλίωσης στον έλεγχο της έκφρασης ενός γονιδίου Η 

ακετυλίωση και η υπομεθυλίωση της χρωματίνης ενεργοποιούν τη μεταγράφή του γονιδίου, ενώ 
αντίθετα, η αποακετυλίωση και μεθυλίωση της προάγουν την καταστολή της έκφρασής του138.
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Οι ακετυλοτρανσφεράσες (Histone acetyl transferases-HATs) και
αποακετυλοτρανσφεράσες (HDACs) των ιστονών αποτελούν δύο ομάδες ενζύμων που 
καταλύουν την ακετυλίωση και την αποακετυλίωση των ιστονών αντίστοιχα, στα 
συντηρημένα αμινοτελικά άκρα των λυσινών των πυρηνικών ιστονών. Η κατάσταση της 

ακετυλίωσης της χρωματίνης καθορίζεται από την ισορροπία μεταξύ των ακετυλασών 
και αποακετυλασών. Γενικά, ενώ η αύξηση της ακετυλίωσης σχετίζεται με 
αποσυσπειρωμένη και ενεργή χρωματίνη καθώς και αυξημένη μεταγραφικότητα, η 
αποακετυλίωση των ιστονών συνδέεται με συσπειρωμένη μορφή χρωματίνης και με 
καταστολή της γονιδιακής έκφρασης. Οι ακετυλοτρανσφεράσες διαιρούνται σε τρεις 
υποοικογένειες, ανάλογα με την παρουσία των συντηρημένων μοτίβων, όπως oi GNAT, 
MYST και p300/CBP. Παρομοίως, οι αποακετυλάσες διακρίνονται σε τρεις τάξεις: τάξη I, 

τάξη II και τάξη III. Επιπρόσθετα, οι ακετυλάσες και αποακετυλάσες επηρεάζουν την 
κατάσταση ακετυλίωσης των λυσινών που βρίσκονται καθώς και στους μεταγραφικούς 
παράγοντες (ρ53, E2F1, GATA1, RelA, ΥΥ1, Mad/Max, TFIIE και TFIIF, υποδοχείς 

ορμονών) με αποτέλεσμα να επηρεάζουν την πρόσδεση με το DNA. Τέλος, οι 
αποακετυλάσες αποακετυλιώνουν εκτός από τις ιστόνες και τους μεταγραφικούς 
παράγοντες και πρωτεΐνες όπως η ιμπορτίνη-α7,η α-τουμπουλίνη, η β-κατενίνη, η hsp90 
τονίζοντας ότι οι αποακετυλάσες μεταβάλλουν και τη λειτουργικότητα των πρωτεϊνών120.

1.2.4.2.3. Επιγενετική ρύθμιση της έκφρασης ενός γονιδίου μέσω 
αναδιαμόρφωσης του συ μπλόκου SWI/SNF.

Η αναδιαμόρφωση της χρωματίνης μέσω ενός ΑΤΡ εξαρτώμενου μονοπατιού 

διεξάγεται μέσω των μελών μιας οικογένειας πρωτεϊνών που περιέχουν ένα καταλυτικό 
κέντρο με δράση ΑΤΡασης. Υπάρχουν τρεις οικογένειες που αναδιαμορφώνουν τη 
χρωματίνη, οι οποίες χρησιμοποιούν την ενέργεια από την υδρόλυση του ΑΤΡ για να 
μεταβάλουν την τοπολογία της χρωματίνης με τη διακοπή της αλληλεπίδρασης του DNA 

με τις πυρηνικές ιστόνες. Αυτό διευκολύνει το ξετύλιγμα (sliding) των νουκλεοσωμάτων 
και αυξάνει την ικανότητα πρόσδεσης του DNA με μεταγραφικούς παράγοντες. Οι τρεις 
οικογένειες είναι οι SWI2/SNF2, ISWI-ΑΤΡάσες και Mi2/CHD. Το σύμπλοκο SWI2/SNF2 

αλληλεπιδρά με άλλα πρωτεϊνικά σύμπλοκα που σχετίζονται με την ογκογένεση. 
Πρωτεΐνες με παρόμοια δομή με αυτή των ιστονών πιθανότατα να παίζουν σημαντικό 
ρόλο σε επιγενετικούς ογκοκατασταλτικούς μηχανισμούς. Ενώ οι κανονικές ιστόνες 
επανατοποθετούνται μόνο στη φάση S, οι παρόμοιες αυτών επανατοποθετούνται σε 

όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου. Ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον παρουσιάζει η
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μέλετη του ρόλου των παραγόντων αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης και των ομόλογων 
πρωτεϊνών με τις ιστόνες στην κυτταρική διαφοροποίηση και κατά συνέπεια στη 

θεραπεία του καρκίνου121.

1.2.4.2.4. Επιγενετική ρύθμιση της έκφρασης ενός γονιδίου μέσω μικρών 

ρυθμιστικών συμπληρωματικών μη νοηματικών μορίων RNA.

Έχει παρατηρηθεί ότι ο ρόλος των μη νοηματικών μορίων RNA (micro RNAs) στη 
δομική δυναμική της χρωματίνης και στην καταστολή της γονιδιακής έκφρασης είναι 
ιδιαίτερα σημαντικός. Σχετίζονται με την απενεργοποίηση του χρωμοσώματος X, με την 
πρόσδεση της ΗΡ1 στη χρωματίνη και πρόσφατα με την καταστολή της έκφρασης του 
γονιδίου της α-σφαιρίνης. Ένας μεγάλος αριθμός από μικρά ρυθμιστικά microRNAs 
έχουν ταυτοποιηθεί, τα οποία είναι πιθανό να παίζουν ρόλο στη βιολογία ενός 
μετασχηματισμένου κυττάρου. Συχνά εντοπίζονται σε γνωστές εύθραστες περιοχές και 
σημεία που σχετίζονται με τον καρκίνο. Επίσης, έχει παρατηρηθεί ότι η καταστολή των 
γονιδίων εξαρτάται από τα microRNAs, με μια διαδικασία κατά την οποία το δίκλωνο 
RNA σπάζει σε μικρά τμήματα 23 νουκλεοτιδίων (small interfering RNA). Τα τελευταία 
μπορούν να προκαλέσουν αποικοδόμηση των συμπληρωματικών RNA καθώς και την
έναρξη της καταστολής των γονιδίων μέσω ενός μηχανισμού που εξαρτάται από τις

' 122ιστονες
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1.2.5 Μεθυλίωση του DNA του υποκινητή της hTERT

Στον υποκινητή του γονιδίου της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης έχει 

παρατηρηθεί ένα νησίδιο CpG, με περιεκτικότητα σε GC πάνω από 70%, τονίζοντας ένα 
πιθανό ρόλο της μεθυλίωσης στη ρύθμιση της έκφρασης της τελομεράσης. Σε αντίθεση 

με το γενικότερο πρότυπο στο οποίο η μεθυλίωση του DNA σε περιοχές πλούσιες σε 
GC αποτελεί τον πιο γνωστό μηχανισμό επιγενετικής ρύθμισης και οδηγεί σε 
απενεργοποίηση γονιδίων. Στην περίπτωση της ρύθμισης της έκφρασης της καταλυτικής 
υπομονάδας της τελομεράσης, ο τρόπος με τον οποίο η μεθυλίωση επηρεάζει την 
έκφραση του hTERT δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί93.

Ορισμένες έρευνες έχουν δείξει ότι η υπερμεθυλίωση του υποκινητή της hTERT 
οδηγεί στην καταστολή της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 
τελομεράσης139,140, ενώ άλλες μελέτες σε μετασχηματισμένα και νεοπλαστικά κύτταρα 
δείχνουν ότι η hTERT εκφράζεται παρόλο που ο υποκινητής της είναι 
υπερμεθυλιωμένος141. Ακόμη, υπάρχουν μελέτες που έδειξαν ότι σε καρκινικά κύτταρα, 
τόσο από βιοψίες καρκινικών ιστών (οισοφάγου, τραχήλου της μήτρας) όσο και από 
καρκινικές κυτταρικές σειρές (μαστού, πνεύμονα, παχέος εντέρου, τραχήλου μήτρας), η 
υπερμεθυλίωση του υποκινητή της hTERT υπομονάδας αυξάνει και την έκφρασή της141" 
146. Επιπρόσθετα, έχει παρατηρηθεί ότι σε hTERT-αρνητικά κύτταρα, δηλαδή 
αδιαφοροποίητα και μη μετασχηματισμένα κύτταρα, ο υποκινητής της hTERT είναι 
υπομεθυλιωμένος. Αντιθέτως, σε διαφοροποιημένα και σε κύτταρα σε ηρεμία, ο 
υποκινητής βρέθηκε μεθυλιωμένος και δεν παρατηρήθηκε έκφραση της hTERT. Από 

όλα τα παραπάνω πιθανολογείται ότι η έκφραση της hTERT δεν σχετίζεται με τον βαθμό 
μεθυλίωσης στον υποκινητή του γονιδίου και ότι ίσως αυτά τα κύτταρα αναπτύσσουν ένα 
μηχανισμό καταστολής της hTERT ανεξάρτητα από την κατάσταση του υποκινητή144,147. 

Γνωρίζοντας λοιπόν ότι γενικά η μεθυλίωση του DNA καταστέλλει την έκφραση των 
γονιδίων, φαίνεται να υπάρχει μία αντιφατική σχέση μεταξύ της έκφρασης της hTERT και 
της μεθυλίωσης του υποκινητή της. Η αντίφαση αυτή μπορεί να οφείλεται στο μεγάλο 
πλήθος μεταγραφικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν με τη ρυθμιστική περιοχή του 

γονιδίου και ρυθμίζουν τη μεταγραφή του, δεδομένου του ότι η ισορροπία μεταξύ της 
ποικιλίας των μεταγραφικών παραγόντων θα καθορίσει την έκφραση της hTERT. 
Φαίνεται λοιπόν, ότι η μεθυλίωση σε μία συγκεκριμένη θέση εξαρτάται από το αν 

κάποιος μεταγραφικός παράγοντας προσελκύει ή απωθεί τις μεθυλοτρανσφεράσες στον 
υποκινητή της hTERT, ενώ η επίδραση της μεθυλίωσης στην έκφραση της hTERT
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εξαρτάται τόσο από τον κυτταρικό τύπο όσο και από την παράλληλη παρουσία και 
δράση μεταγραφικών παραγόντων ή άλλων επιγενετικών μηχανισμών (εικόνα II)141.

5'ρυθμιστική περιοχή hTERT γονιδίου

Εικόνα 11. Μοντέλο που απεικονίζει τη συνεργική ρύθμιση του υποκινητή της hTERT, 
υπό την επίδραση τόσο των μεταγραφικών παραγόντων, όσο και επιγενετικών 

γεγονότων. Η συμβολή του καθενός στην τελική απόφαση για έκφραση ή αναστολή του 
γονιδίου, εξαρτάται από το ίδιο το κύτταρο148.
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1.3. Καρκίνος του τραχήλου της μήτρας

Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας αποτελεί μετά τον καρκίνο του μαστού, το 
δεύτερο πιο συχνό καρκίνο στις γυναίκες παγκοσμίως με περίπου 450.000 
νεοδιαγνωσθέντα περιστατικά κάθε χρόνο και 233.000 θανάτους παγκοσμίως149. Τα 

περιστατικά που αναφέρονται είναι 10 ανά 100.000 άτομα σε βιομηχανικά κράτη και 40 
ανά 100.000 άτομα στις αναπτυσσόμενες χώρες150

Η διάγνωση του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, καθώς και των 
προκαρκινικών διηθητικών αλλοιώσεων, οι οποίες ονομάζονται δυσπλασίες του 
τραχήλου ή ενδοεπιθηλιακές νεοπλασίες (Cervical /ntrapithelial Neoplasia-CIN) 

πραγματοποιείται με τη χρήση της κολπικής και τραχηλικής κυτταρολογίας. Η 
κυτταρολογική εξέταση βασίζεται στη φυσιολογική αποφολίδωση κυττάρων από τα 
επιθήλια διαφόρων ιστών και παγκοσμίως είναι γνωστή ως τεστ Παπανικολάου. Η 
κατάταξη των κυτταρολογικών επιχρισμάτων γίνεται κυρίως με την ταξινόμηση Bethesda 
σύμφωνα με την οποία η δυσπλασία του τραχήλου διακρίνεται σε άτυπα πλακώδη 
κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας (Atypical Squamous epithelial Cells of Undetermined 
Significance-ASCUS), σε χαμηλού βαθμού δυσπλασία (Low Grade Squamous 
Intraepithelial Lesions-LGSIL) και σε υψηλού βαθμού δυσπλασία (High Grade 
Squamous [ntraepithelial Lesions -/-/GS/L)151. Η ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία του 

τραχήλου της μήτρας διακρίνεται επίσης αναλόγως με τη βαρύτητα της σε τρεις μορφές, 
την ελαφρά CIN 1, τη μέτρια CIN 2 και τη βαριά CIN 3. Η τελευταία αντιστοιχεί σε 
καρκίνο in situ. Η διάγνωση αυτών των μορφών γίνεται με την ιστολογική εξέταση του 
παρασκευάσματος κατόπιν βιοψίας του τραχήλου, μετά από παθολογικό τεστ Παπ. 
Επιπλέον, η κυτταρολογική εξέταση έχει οδηγήσει στη μείωση της νοσηρότητας και της 
θνησιμότητας από καρκίνο του τραχήλου της μήτρας κυρίως σε ανεπτυγμένες χώρες. 

Ωστόσο, παρόλο που το ψευδώς θετικό αποτέλεσμα είναι πολύ μικρό (1%) και η 
ευαισθησία της μεθόδου αγγίζει το 84.6%, το ποσοστό των ψευδώς αρνητικών 
αποτελεσμάτων, δηλαδη η ειδικότητα της είναι μόνο 37%152.

Επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει συσχέτιση μεταξύ καρκίνου του τραχήλου 

της μήτρας και του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (human papillomavirus-HPV), που 

αποτελεί τον πιο σημαντικό παράγοντα κινδύνου, δεδομένου ότι το DNA του ιού των 
ανθρώπινων θηλωμάτων ανιχνεύεται στο 90-100% των περιπτώσεων καρκίνου του 
τραχήλου. Πάνω από 35 τύποι του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων προσβάλουν το 

αναπαραγωγικό σύστημα της γυναίκας, ενώ πάνω από 20 τύποι έχουν συσχετιστεί με 
καρκινογένεση. Ο κύριος τρόπος μετάδοσης του ιού είναι μέσω της σεξουαλικής επαφής.
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Έχει παρατηρηθεί ότι ο ιός ανιχνεύεται στο 20 με 40% των σεξουαλικά ενεργών νέων 
γυναικών. Η επικράτηση του ιού μειώνεται με την αύξηση της ηλικίας, γεγονός που 
δηλώνει ότι στις περισσότερες γυναίκες η μόλυνση περιορίζεται από μόνη της χωρίς να 

προκαλεί σοβαρά προβλήματα. Σε μακροχρόνιες μελέτες παρατηρήθηκε ότι οι πιο 
«οξείες» μολύνσεις διαρκούν περίπου 8 με 10 μήνες. Μόνο κάποιες από αυτές θα 
επιμείνουν και θα προκαλέσουν δυσπλασία στα τραχηλικά επιθηλιακά κύτταρα153.

Ειδικότερα, οι γυναίκες που έχουν προσβληθεί από στελέχη υψηλού κινδύνου 

του ιού HPV (HR-HPVs) έχουν τουλάχιστον 100 φορές μεγαλύτερο κίνδυνο να 
αναπτύξουν υψηλού βαθμού δυσπλασία σε σύγκριση με τις μη προσβεβλημένες από 

τον ιό γυναίκες. Οι μολύνσεις από στελέχη υψηλού κινδύνου είναι συχνές, κυρίως σε 
νεαρές γυναίκες μεταξύ 20-35 ετών, όπου πάνω από 30% παρατηρήθηκε να είναι 
μολυσμένες με HR-HPVs. Ο εντοπισμός νουκλεϊκών οξέων των στελεχών υψηλού 
κινδύνου ανιχνεύεται σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις αλλοιώσεων υψηλού βαθμού και 
καρκίνου του τραχήλου της μήτρας καθώς και σε αντίστοιχες κυτταρικές σειρές. Στις 
περισσότερες μελέτες ο τύπος του ιού που εμφανίζεται με τη μεγαλύτερη συχνότητα 
είναι ο τύπος 16 του ιού (HPV-16), ο οποίος εμφανίζεται σε φυσιολογικές καθώς και σε 
γυναίκες με CIN και καρκίνο τραχήλου. Η συνεχής έκφραση των γονιδίων Ε6 και Ε7 του 
ιού θεωρείται απαραίτητη στη διατήρηση της νεοπλαστικής ανάπτυξης των καρκινικών 
τραχηλικών κυττάρων. Επιπρόσθετες μελέτες των μοριακών μηχανισμών δράσης των 
γονιδίων τονίζουν την παρουσία ενός πολύπλοκου μοντέλου (pattern) 
αλληλεπιδράσεων με προϊόντα των γονιδίων του κυττάρου που επηρεάζουν τον 
κυτταρικό κύκλο (fine tuning of the cell cycle), τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο 
(απόπτωση), τη διαφοροποίηση των επιθηλιακών κυττάρων και τη χρωμοσωμική 

ομοιόσταση και σταθερότητα154.
Οι παραπάνω παρατηρήσεις επιβεβαιώνουν τον παθογόνο ρόλο του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων και ειδικότερα των στελεχών υψηλού κινδύνου στην 
καρκινογένεση.
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1.3.1. Μοριακή παθογένεια του καρκίνου του τραχήλου

Πειραματικά δεδομένα και εττιδημιολογικές μελέτες τονίζουν αδιαμφισβήτητα την 
σχέση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (human papillomavirus) με την εκδήλωση 
του καρκίνου του τραχήλου από τα πρωταρχικά στάδια της μόλυνσης154.

Πάνω από 200 τύποι του ιού έχουν ταυτοποιηθεί με βάση την αλληλουχία τους 
και έχουν χωριστεί σε ομάδες σύμφωνα με την ογκογενετική τους ικανότητα. Η 
ταξινομική κατάσταση των τύπων των ιών των ανθρώπινων θηλωμάτων, των υποτύπων 
και των στελεχών βασίζεται στη διαφορετική αλληλουχία των γονιδίων L1155. Οι πρώτοι 

τύποι στους οποίους ολοκληρώθηκε η ανάλυση του γονιδιώματος τους ήταν ο τύπος 1 
του ιού των θηλωμάτων στα βοοειδή (bovine papillomavirus type 1 -BPV-1) και ο τύπος 
Ια του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (human papillomavirus type la -HPV-la)156,157. 
Για τις προηγούμενες δύο δεκαετίες ο ιός BPV-1 αποτελούσε τον πρωτότυπο ιό πάνω 
στον οποίο γινόταν οι μελέτες της μοριακής βιολογίας των Παπιλλοϊών (ιοί των 

ανθρώπινων θηλωμάτων-papillomaviruses).
Οι ιοί των ανθρώπινων θηλωμάτων πολλαπλασιάζονται και ενσωματώνονται 

στον πυρήνα των κερατινοκυττάρων της βασικής στοιβάδας του πλακώδους επιθηλίου 
που προσβάλλουν. Για αυτό άλλωστε η έκφραση του ιϊκού γονιδιώματος και ο 
πολλαπλασιασμός του εξαρτώνται στενά από τη διαφοροποίηση των
κερατινοκυττάρων155.

Παρόλο που οι μολύνσεις με τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων είναι καλοήθεις 
στα τραχηλικά κύτταρα, κάποιες φορές η μόλυνση μπορεί να προκαλέσει και κακοήθειες. 
Συγκεκριμένοι τύποι των ιών των ανθρώπινων θηλωμάτων, όπως οι HPV-16 και HPV- 

18 έχουν συσχετιστεί με πάνω από το 95% των περιπτώσεων καρκίνου του τραχήλου 
της μήτρας και έχουν εντοπιστεί σε πάνω από το 50% αντίστοιχα των περιπτώσεων 
επιθηλιακού καρκινώματος (squamous cell carcinoma)153.

Αναλυτικότερα οι ιοί των ανθρώπινων θηλωμάτων ανάλογα με την ογκογενετική 
τους ικανότητα διακρίνονται σε: στελέχη υψηλού κινδύνου (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59, 68, 73 και 82), πιθανά στελέχη υψηλού κινδύνου (26, 53 και 66) και 
στελέχη χαμηλού κινδύνου (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP141 και 
CP6308)158.

Αν και έρευνες έχουν δείξει ότι τα στελέχη υψηλού κινδύνου μπορούν να 
προκαλέσουν την κακοήθη εξαλλαγή των τραχηλικών κυττάρων, παρόλα αυτά μόνο ένα 
μικρό ποσοστό των γυναικών που έχουν προσβληθεί από τον ιό θα αναπτύξουν καρκίνο
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του τραχήλου λαμβάνοντας υπόψη τις συχνές περιπτώσεις αυτοϊασης και το μεγάλο 
χρονικό διάστημα από τη μόλυνση έως την έναρξη της κακοήθειας159.

1.3.1.1. Δομή και λειτουργία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων.

Οι ιοί των ανθρώπινων θηλωμάτων ανήκουν στην οικογένεια των Παπιλλοϊών 

(papovaviridae). Αποτελούνται από ένα 72-μερές καψίδιο το οποίο περικλείει το γενετικό 
υλικό. Τα καψομερή αποτελούνται από δύο δομικές πρωτεΐνες: μία 57 KD γνωστή ως 
«όψιμη» πρωτεΐνη L1, που αποτελεί και το 80% του ιϊκού μορίου και μια άλλη 43-53 KD 
μικρή καψιδιακή πρωτεΐνη γνωστή ως L2. Το ιϊκό γονιδίωμα είναι ένα δίκλωνο κυκλικό 
μόριο DNA που αποτελείται από 8000 ζεύγη βάσεων. Σε όλους τους τύπους 
παρατηρούνται 8 με 10 ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (ORFs). Το γονιδίωμα διαιρείται σε 
τρεις περιοχές: μια μεγάλη ρυθμιστική περιοχή που δεν έχει δυνατότητα κωδικοποίησης 
πληροφοριών, την περιοχή των πρώιμων πρωτεϊνών (Ε1-Ε7) και την περιοχή των 
«όψιμων» πρωτεϊνών (L1 και L2) (Εικόνα 12)160.

LCR ^6

DNA ξενιστή DNA ξενιστή
La n Lee ££ mr n μ

r.g:~f" ' Λ I j I "''ΐνΤΓ"1
-I.............-L..I···................. ■ ......Ail■·A

Διακοπή και απενεργοποίηση του Ε2 

Εικόνα 12: Δομή του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων 161.

Γονιδιακά προϊόντα: Τα γονίδια Ε1 και Ε2 κωδικοποιούν πρωτεΐνες που είναι 
απαραίτητες για την εξωχρωμοσωμική αντιγραφή του DNA και την ολοκλήρωση του 
κύκλου ζωής του ιού. Ένα κρίσιμο σημείο των περιπτώσεων καρκίνου του τραχήλου που 
σχετίζονται με τη μόλυνση από τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων είναι η απώλεια της 
έκφρασης της ιϊκής πρωτεΐνης Ε2. Το προϊόν σύντηξης που δημιουργείται αποτελείται 
από ένα μικρό αναγνωστικό πλαίσιο της Ε1 και ένα τμήμα της πρωτεΐνης Ε2 και μπορεί
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να προκαλέσει καταστολή την αντιγραφής του DNA καθώς και της μεταγραφής και για 
αυτό φαίνεται ότι διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην καθυστέρηση της εξέλιξης της 
νόσου στη βασική στοιβάδα των επιθηλιακών κυτάρων 162,163. η πρωτεΐνη Ε4 εκφράζεται 
σε μετέπειτα στάδια της μόλυνσης όταν καινούργια ιϊκά μόρια (virions) δημιουργούνται 

και παρόλο που δεν είναι γνωστή κάποια μετασχηματιστική ικανότητα, εντούτοις φαίνεται 
ότι παίζει βασικό ρόλο στην ωρίμανση και στον πολλαπλασιασμό του ιού164. Το ανοιχτό 
αναγνωστικό πλαίσιο της Ε5 συχνά απουσιάζει στα καρκινικά τραχηλικά κύτταρα 
υποδεικνύοντας ότι δεν συνδέεται με τη διατήρηση της κακοήθους εξαλλαγής των 
κυττάρων ξενιστών. Επιπρόσθετα έχει αναφερθεί ότι η πρωτεΐνη Ε5 έχει μικρή 

μετασχηματιστική ικανότητα165 (Εικόνα 9).
Οι Ε6 και Ε7 είναι οι σημαντικότερες ογκογενετικές πρωτεΐνες. Έχει διαπιστωθεί, 

ότι ο κύριος ρόλος των παραπάνω πρωτεϊνών είναι να αλληλεπιδρούν, η μεν Ε6 με την 
ρ53 και η δε Ε7 με την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος Rb, μπλοκάρωντας τη 
φυσιολογική λειτουργία των ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Μεταγραφή και έκφραση των 

παραπάνω γονιδίων έχει παρατηρηθεί πάντα σε καρκίνο του τραχήλου, τονίζοντας το 
ρόλο που παίζουν στην καρκινογένεση σε σχέση με τον ιό HPV166 (Εικόνα 13).

trigger mitosis machinery

Si
active transcription factor inactive Rb 
for proliferation genes inactive trarscnpton factor

A

Εικόνα 13: Ρόλος των ογκοττρωτεϊνών Ε6 και Ε7 στον κυτταρικό κύκλο 167.

Η πρωτεΐνη Ε6 του ιού HPV εμφανίζει μικρή ογκογενετική ικανότητα σε πολλές 
κυτταρικές σειρές και η συνεργασία με την Ε7 θεωρείται απαραίτητη για την πλήρη 
μετασχηματιστική ικανότητα. Ουσιαστικά μόνο η Ε7 μπορεί να αθανατοποιήσει τα 
φυσιολογικά κερατινοκύτταρα της βασικής στοιβάδας του πλακώδους επιθηλίου, ενώ η
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E6 ενισχύει την αποτελεσματικότητα της αθανατοττοίησης που προκαλεί η Ε7. Η 
ανακάλυψη της αδρανοποίησης του ογκοκατασταλτικού γονιδίου ρ53 και του γονιδίου 
του ρετινοβλαστώματος pRb παρέχει μια ικανοποιητική ερμηνεία για το πώς οι ιοί 

υψηλού κινδύνου προκαλούν γενετικές αλλαγές στα τραχηλικά κύτταρα168.
Αναλυτικότερα, υπό φυσιολογικές συνθήκες τα ογκοκατασταλτικά γονίδια ρ53 και 

Rb παράγονται όταν το κύτταρο παθαίνει κάποια βλάβη στο DNA ή όταν ογκογονίδια 
εξαναγκάζουν το κύτταρο να πολλαπλασιάζεται. Αν η βλάβη είναι μικρή, η αύξηση της 
ρ53 οδηγεί στη συγκράτηση της μίτωσης και στην επιδιόρθωση της βλάβης στο DNA. Αν 
η βλάβη είναι εκτεταμένη, το κύτταρο οδηγείται σε κυτταρικό θάνατο ή σε απόπτωση. Η 
πρωτεΐνη Ε6 αλληλεπιδρά με άλλες κυτταρικές πρωτεΐνες, αλλά ο βασικός της ρόλος 
είναι η αναστολή της δράσης της ρ53 προκαλώντας την αποικοδόμηση της μέσω του 
μονοπατιού της ουβικουιτίνης. Για να αδρανοποιήσει τη λειτουργία της ρ53, η Ε6 
συνεργάζεται με μια άλλη πρωτεΐνη γνωστή ως Ε6-συσχετιζόμενη πρωτεΐνη, την Ε6ΑΡ. 

Στα μη μολυσμένα κύτταρα, η διαδικασία αποικοδόμησης της ρ53 μέσω της 
ουβικουιτίνης ενεργοποιείται μέσω μιας πρωτεΐνης που ονομάζεται πιάπι-2, ενώ στα 
κύτταρα που έχουν μολυνθεί από υψηλού κινδύνου στελέχη του ιού HPV, το πρωτεϊνικό 
σύμπλοκο Ε6-Ε6ΑΡ αντικαθιστά την ιπάπι-2 στον έλεγχο των επιπέδων της ρ53 στα 
κύτταρα. Το αποτέλεσμα είναι η μείωση του χρόνου ημιζωής της ρ53 καθώς και των 
επιπέδων της στα μισά σε σύγκριση με τα αντίστοιχα σε ένα φυσιολογικό κύτταρο, η 
μείωση της απόπτωσης και η ενεργοποίηση των πρωτοογκογονιδίων ο-πιγο και c-Ha- 
ras. Τα παραπάνω γεγονότα, με τη σειρά τους, οδηγούν σε ανεξέλεγκτο κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό και πιθανή ανάπτυξη νεοπλασιών του τραχήλου. Για αυτό, τα κύτταρα 
που εκφράζουν την Ε6, διατηρούν χαμηλά τα επίπεδα της ρ53 αλλάζοντας την απόκριση 

του κυττάρου στην επιδιόρθωση του DNA και κάνοντας το ευάλωτο σε μεταλλάξεις16917Ό.
Η πρόσδεση της Ε7 στην πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος παρέχει μια 

συμπληρωματική λειτουργία και προκαλεί την ενεργοποίηση της πρωτεΐνης 16 (ρ16) και 
της κυκλίνης Ε, οι οποίες οδηγούν το κύτταρο από τη φάση G1 στη φάση S του 
κυτταρικού κύκλου. Επιπρόσθετα, η Ε7 αποικοδομεί την πρωτεΐνη του

ρετινοβλαστώματος (Rb), απελευθερώνοντας τον μεταγραφικό παράγοντα E2F από την 
Rb. Υψηλά επίπεδα του E2F είναι πιθανό να οδηγήσουν σε απόπτωση των κυττάρων 
που εκφράζουν την Ε7. Αν όμως έχει αδρανοποιηθεί η λειτουργία της ρ53 μέσω της Ε6 

πρωτεΐνης, το κύτταρο επιβιώνει στη φάση S του κυτταρικού κύκλου με μη 
επιδιορθωμένο DNA και μέσω της Ε7 αντιγράφει το HPV DNA171.
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Οι δομικές πρωτεΐνες L1 και L2 δεν εκφράζονται σε προκαρκινικά και καρκινικά 
κύτταρα και ο μοναδικός και σημαντικός τους ρόλος αναφέρεται στην ανάπτυξη 

εμβολίων172.
Η είσοδος του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV) στα τραχηλικά κύτταρα- 

ξενιστές μπορεί να συνοδευτεί από τρία γεγονότα: α) το DNA του ιού να παραμείνει 

επισωμικό προκαλώντας μια υποβόσκουσα (latent) μόλυνση, β) την μετατροπή της 
λανθάνουσας μόλυνσης σε ενεργοποιημένη που συνοδεύεται από το σχηματισμό ιών 
που προκαλούν μόλυνση και γ) την ενσωμάτωση του ιϊκού γονιδιώματος στο DNA του 
κυττάρου ξενιστή174 (Εικόνα 14).

Εικόνα 14: Ενεργοποίηση των γονιδίων του ιού HPV μετά από μόλυνση των κερατινοκυττάρων 

της βασικής στοιβάδας 173.

To DNA του ιού είναι συνήθως εξωχρωμοσωμικό ή επισωμικό στα καλοήθη 

τραχηλικά επιχρίσματα. Στον καρκίνο καθώς και στις δυσπλασίες του τραχήλου της 
μήτρας είναι δυνατό να υπάρχει τόσο η επισωμική όσο και η ενσωματωμένη μορφή του 

DNA του ιού HPV. Κατά τη διαδικασία της ενσωμάτωσης το ιϊκό γονιδίωμα συνήθως 
σπάζει στην περιοχή Ε1/Ε2 και οι γονιδιακές περιοχές Ε1 και Ε2 χάνονται. Η απώλεια 
της γονιδιακής περιοχής Ε2 προκαλεί την ανεξέλεγκτη παραγωγή των ογκοπρωτεϊνών 
Ε6 και Ε7, που όπως έχει αναφερθεί απορρυθμίζουν τον κυτταρικό κύκλο μέσω 

αλληλεπιδράσεων με διαφορετικές κυτταρικές πρωτεΐνες και προκαλούν την κακοήθη 
εξαλλαγή των κυττάρων ξενιστών και στον σχηματισμό όγκων175-177. Η ενσωμάτωση του 
ιϊκού γονιδιώματος είναι καθοριστική για την εξέλιξη από χαμηλού σε υψηλού βαθμού

Απελευθέρωση
ιών

Πολλαπλασιασμός
ιών

Διατήρηση 
γονιδιώματος ιού

Σχηματισμός
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δυσπλασίες. Σε διάφορες μελέτες έχει διαπιστωθεί η παρουσία ενσωματωμένου ίίκού 
DNA των στελεχών HPV-16 και HPV-18 στην πλειοψηφία των καρκίνων και των 
κυτταρικών σειρών που απομονώθηκαν από καρκίνο του τραχήλου174. Ωστόσο, ο 
ακριβής ρόλος της ενσωμάτωσης του ίίκού γονιδιώματος στο γενετικό υλικό του 
κυττάρου ξενιστή ως κύριος παράγοντας της γενετικής εξαλλαγής δεν έχει 

αποσαφηνιστεί.
Λιγότερες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί που να αφορούν στη μετα- 

μεταγραφική ρύθμιση της έκφρασης των πρώιμων γονιδίων στο επίπεδο του ματίσματος 
του RNA. Τα περισσότερα μετάγραφα των διαφόρων στελεχών του ιού των ανθρώπινων 
θηλωμάτων έχουν δείξει ότι είναι πολυιντρονικά, δηλαδή περιλαμβάνουν πολλά εξόνια 
και ιντρόνια, στα οποία πραγματοποιείται εναλλακτικό μάτισμα. Παρόλο που το 
γονιδίωμα είναι ιδιαίτερα μικρό, οι ιοί HPV μπορούν να παράγουν πολλές διαφορετικές 
πρωτεΐνες που εξασφαλίζουν την κυτταρική διαφοροποίηση (Εικόνα 15). Πρόσφατες 

μελέτες σχετικά με τη ρύθμιση και τον έλεγχο του ματίσματος του RNA του HPV-16 
δείχνουν ότι τα μετάγραφα των στελεχών υψηλού κινδύνου κυρίως μεταγράφονται από 
ένα μοναδικό (single early promoter) υποκινητή, τον Ρ97. Ειδικότερα τα Ε6 και Ε7 
πρόδρομα mRNAs του HPV-16 μεταγράφονται ως διιντρονικά (bicistronic) Ε6Ε7 
πρόδρομα mRNAs και έχουν ένα εξόνιο στην Ε6 κωδική περιοχή στο 5’ κοινό άκρο και 
τρία εναλλακτικά 3'άκρα. Από το μάτισμα των τριών εναλλακτικών 3'άκρων του Ε6Ε7 
πρόδρομου mRNA προκύπτουν τρία mRNA, τα Ε6*Ι, Ε6*ΙΙ, and Ε6ΛΕ7 mRNAs, 
αντίστοιχα. Αν το εξόνιο 1 παραμείνει, το E6E7mRNA που θα προκύψει εκφράζει 
ολόκληρη την ογκογενετική πρωτεΐνη Ε6. Από το εναλλακτικό μάτισμα του E6E7mRNA 
προκύπτει κυρίως το μετάγραφο Ε6*1 και λιγότερο το μετάγραφο Ε6*ΙΙ που όταν 

μεταφραστούν παράγουν την ογκοπρωτεΐνη Ε7. Στην περίπτωση που το εναλλακτικό 
μάτισμα αποτύχει, τότε εκφράζεται η ογκοπρωτεΐνη Ε6. Η αναλογία έκφρασης των 
πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 εξαρτάται αντίστοιχα από την τελική αναλογία των μεταγράφων 
που προκύπτουν. Ο ρόλος ιϊκών και κυτταρικών παραγόντων στο εναλλακτικό μάτισμα 
του E6E7mRNA είναι ακόμη αδιευκρίνιστος178 179. Ωστόσο, αυτό που είναι γνωστό είναι 
ότι όταν δεν πραγματοποιείται μάτισμα στο E6E7mRNA, παράγεται μόνο η πρωτεΐνη Ε6 
και όχι η Ε7 γιατί το κωδικόνιο λήξης της μετάφρασης της Ε6 απέχει μόλις δύο 

νουκλεοτίδια από το κωδικόνιο έναρξης της μετάφρασης της Ε7 και το ριβόσωμα 

αδυνατεί να μεταφράσει την τελευταία. Αντίθετα στο μετάγραφο Ε6Ί δημιουργείται ένα 
πρόδρομο κωδικόνιο λήξης στην περιοχή αμέσως μετά το μάτισμα αυξάνοντας την 
απόσταση μεταξύ του ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου της Ε6*Ι και του αντίσοιχου της 

Ε7 σε 130 νουκλεοτίδια με αποτέλεσμα τη δυνατότητα, μετάφρασης της Ε7180,181.
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Επιπρόσθετα, επειδή έχει διαπιστωθεί ότι ο βαθμός της κυτταρικής διαίρεσης και 
κυτταρικής εξαλλαγής σχετίζεται με την έκφραση των mRNA μεταγραφών Ε6 και Ε7 182 
και θα είχε ιδιαίτερο ενδιαφέρον να μελετηθεί αν διαφορές στην έκφραση των 
μεταγράφων σχετίζονται με την εξέλιξη της ασθένειας.
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Εικόνα 15: Εναλλακτικό μάτισμα των mRNA του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων153.

Τέλος, επιπρόσθετες μελέτες τονίζουν τη συσχέτιση του ιϊκού φορτίου του HPV 
και ειδικότερα του HPV-16, με την ανάπτυξη δυσπλασιών του τραχήλου της μήτρας. 
Ειδικότερα, υψηλά επίπεδα ιϊκού φορτίου, κυρίως στελεχών υψηλού κινδύνου αυξάνουν 
τον κίνδυνο για εκδήλωση υψηλού βαθμού δυσπλασιών του τραχήλου της μήτρας, ενώ η 
μείωση ή και εκμηδένιση του ιϊκού φορτίου ταυτίστηκε με μείωση του βαθμού 
δυσπλασίας και μεταβολή των δυσπλασιακών τραχηλικών περιπτώσεων προς 

φυσιολογικά183. Τα παραπάνω υποδεικνύουν τον πιθανό διαγνωστικό ρόλο του ιϊκού 
φορτίου του HPV-16 στο διαχωρισμό των περιπτώσεων που έχουν αυξημένο κίνδυνο να 
εξελιχθούν σε καρκίνο από αυτές που είναι λιγότερο πιθανό να εξελιχθούν.
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1.3.2. Καρκίνος του τραχήλου της μήτρας και τελομεράση

Βασιζόμενοι στα αποτελέσματα των επιδημιολογικών μελετών που ήδη 
αναφέρθηκαν καθώς και στη χαμηλή ειδικότητα του κυτταρολογικού Τεστ 

Παπανικολάου, η χρήση μιας νέας διαγνωστικής δοκιμασίας κρίνεται απαραίτητη για την 

κλινική αντιμετώπιση των γυναικών με χαμηλού και υψηλού βαθμού δυσπλασίες 

τραχήλου184.
Η τελομεράση και ειδικότερα η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης έχει αποτελέσει αντικείμενο μελέτης τόσο σε καρκινικές όσο και σε 
προκαρκινικές περιπτώσεις, ενώ η χρησιμότητα της ως διαγνωστικός δείκτης 
παρουσιάζει ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον. Τα βιβλιογραφικά δεδομένα όμως 
παρουσιάζονται ιδιαίτερα συγχεχυμένα. Αναλυτικότερα, η ενεργοποίηση της έκφρασης 
της τελομεράσης και της καταλυτικής της υπομονάδας έχει παρατηρηθεί στο 83 με 100% 
των περιπτώσεων του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας, στο 0-18% των 
φυσιολογικών, στο 0-100% των τραχηλικών επιχρισμάτων με χαμηλού βαθμού 
δυσπλασία και σε 26-100% των τραχηλικών επιχρισμάτων με υψηλού βαθμού 

δυσπλασία185"189. Όσον αφορά στον προσδιορισμό των επιπέδων της έκφρασης του 
hTERT mRNA σε τραχηλικά επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων μέχρι 
σήμερα η πλειοψηφία των μελετών έγινε με χρήση ημιποσοτικών μεθόδων187. Σε 
κάποιες από τις μελέτες έχει παρατηρηθεί συσχέτιση με τα κυτταρολογικά ευρήματα, 

ενω σε άλλες οχι
Επιπρόσθετα, από τους πιθανούς παράγοντες που ελέγχουν την έκφρασή της, η 

μόλυνση από τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων φαίνεται να διαδραματίζει ένα πολύ 
σημαντικό ρόλο, ενώ αναφορικά με την κατάσταση της μεθυλίωσης του υποκινητή της 
καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης σε τραχηλικά επιχρίσματα με ποικιλία 
κυτταρολογικών ευρημάτων, συμπεριλαμβανομένων χαμηλού και υψηλού βαθμού 

δυσπλασιών, δεν έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες τόσο του ποσοστού της μεθυλίωσης 
όσο και του ρόλου της μεθυλίωσης στην έκφραση του γονιδίου.

Συνοπτικά, θα μπορούσε να ειπωθεί ότι ο ρόλος της τελομεράσης και της 
έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας στην καρκινογένεση του τραχήλου της μήτρας 

είναι ιδιαίτερα πολύπλοκος. Φαίνεται ότι η τελομεράση αποτελεί μέρος μιας 
πολυπαραγοντικής διαδικασίας που αφορά στη συσσώρευση ποικίλων αλλαγών, 

γενετικών ή επιγενετικών που θα πρέπει να διευρευνηθούν.
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1.4. Σκοπός της διατριβής

Στη συγκεκριμένη διατριβή μελετήθηκε η έκφραση της τελομεράσης και της 
καταλυτικής υπομονάδας της (hTERT) σε φυσιολογικά και σε παθολογικά τραχηλικά 
επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων και διερευνήθηκαν πιθανοί 
μηχανισμοί που εμπλέκονται στη ρύθμιση της καταλυτικής υπομονάδας της 
τελομεράσης (hTERT). Αναλυτικά, στα τραχηλικά επιχρίσματα μελετήθηκε:

• η ανίχνευση και τυποποίηση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV)

• η ανίχνευση της ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης

• η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης 
τελομεράσης (hTERT)

• η ποσοτικοποίηση του ιϊκού φορτίου (DNA) του HPV-16

• η ανίχνευση της έκφρασης των Ε6 και Ε7 mRNA (μεταγραφικό φορτίο) του HPV-16

• το πρότυπο μεθυλίωσης του υποκινητή της hTERT.

Αναλυτικότερα, διερευνήθηκε
> ο ρόλος της μόλυνσης από τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων στην εμφάνιση 

δυσπλασίας του τραχήλου της μήτρας
> η συσχέτιση της ενεργότητας της τελομεράσης και της έκφρασης της καταλυτικής 

υπομονάδας με τα κυτταρολογικά ευρήματα
> ο ρόλος του ιϊκού και μεταγραφικού φορτίου στην έκφραση της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης
> η συσχέτιση της μεθυλίωσης του υποκινητή της hTERT με το βαθμό δυσπλασίας του 

τραχήλου της μήτρας και

> ο ρόλος της μεθυλίωσης στην έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της 
τελομεράσης

Τέλος, προκειμένου να ελεχθεί η διαγνωστική ή προγνωστική αξία των 
παραπάνω παραμέτρων (ενεργότητα της τελομεράσης, έκφραση της καταλυτικής 
υπομονάδας της, ανίχνευση του στελέχους του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων) στην 

κλινική αντιμετώπιση των γυναικών με δυσπλασίες τραχήλου της μήτρας υπολογίστηκαν 
τα χαρακτηριστικά των διαγνωστικών δοκιμασιών: ευαισθησία, ειδικότητα, θετική 
προγνωστική τιμή και αρνητική προγνωστική τιμή.
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2.1 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1.1 Συλλογή δειγμάτων

Ασθενείς: Στη μελέτη συμμετείχαν συνολικά 325 γυναίκες από τις οποίες οι 280 
είχαν παθολογικά κυτταρολογικά ευρήματα, ενώ οι 45 φυσιολογικά. Ο μέσος όρος της 

ηλικίας των γυναικών με τα μη φυσιολογικά κυτταρολογικά ευρήματα ήταν 38.4 έτη 
(εύρος από 19 έως 58 έτη, SEM=8.42 έτη), ενώ ο μέσος όρος των γυναικών με 
φυσιολογικά κυτταρολογικά επιχρίσματα ήταν 37.4 έτη (εύρος από 24-50 έτη, SEM=8.27 
έτη). Τα τραχηλικά επιχρίσματα ελήφθησαν στο εξωτερικό ιατρείο της Κολποσκόπησης 
της Μαιευτικής και Γυναικολογικής Κλινικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, στο 

Πανεπιστημιακό Γενικό Νοσοκομείο Λάρισας. Η λήψη των τραχηλικών επιχρισμάτων 
πραγματοποιήθηκε κατά τη διάρκεια κολποσκοπικής εκτίμησης για την κλινική 
αντιμετώπιση γυναικών με μη φυσιολογικά αποτελέσματα του τεστ Παπανικολάου, 
συμπεριλαμβάνοντας επαναλαμβανόμενη κυτταρολογική διάγνωση με άτυπα πλακώδη 
κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας (Atypical Squamous epithelial Cells of Undetermined 
Significance -ASCUS) ή διάγνωση με χαμηλού βαθμού δυσπλασία (LGSIL) ή με υψηλού 

βαθμού δυσπλασία (HGSIL).
Η λήψη του τραχηλικού επιχρίσματος πραγματοποιήθηκε πριν από την έναρξη 

της διαδικασίας της κολποσκόπησης, αμέσως μετά τη συλλογή του τραχηλικού 
επιχρίσματος για την κυτταρολογική εξέταση ρουτίνας (τεστ Παπανικολάου) γιατί το 
οξικό οξύ που χρησιμοποιείται κατά τη διάρκεια της κολποσκόπησης για τον εντοπισμό 
των βλαβών, είναι δυνατό να καταστρέψει την ενεργότητα τόσο του ενζύμου όσο και την 

έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης και να δώσει ψευδώς αρνητικά 
αποτελέσματα. Από κάθε γυναίκα ελήφθησαν δύο διαφορετικά τραχηλικά επιχρίσματα 
με τη χρήση ενδοτραχηλικής ψύκτρας σε ειδικά φιαλίδια. Τα δείγματα διατηρήθηκαν στον 
πάγο και αμέσως ακολούθησε η επεξεργασία τους στο εργαστήριο. Το πρώτο δείγμα 
συλλέχθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα STE (ρΗ=7.5, 0.05Μ Tris HCI, NaCI 0.1 Μ, EDTA 
ImM) και χωρίστηκε σε δύο ίσα μέρη: το πρώτο χρησιμοποιήθηκε για απομόνωση DNA 
και στη συνέχεια για ανίχνευση και τυποποίηση των θετικών για τον ιό των ανθρώπινων 
θηλωμάτων (HPV), για τον ποσοτικό προσδορισμό του ιϊκού φορτίου του στελέχους 16 
του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων καθώς και για τη μελέτη της μεθυλίωσης ενώ το 

άλλο μισό για τη μελέτη της ενεργότητας του ενζύμου με τη μέθοδο TRAP.
Το δεύτερο τραχηλικό επίχρισμα συλλέχθηκε σε Trizol (Life Technologies, Inc., 

Paisley, UK) και χρησιμοποιήθηκε για απομόνωση RNA και στη συνέχεια για την
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ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό των mRNA μεταγραφών της καταλυτικής 
υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT), καθώς και για τον ποσοτικό προσδιορισμό των 
Ε6 και Ε7 mRNA μεταγράφων των τραχηλικών επιχρισμάτων που έχουν μολυνθεί με το 

στέλεχος 16 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων.
Η λήψη τραχηλικού δείγματος για βιοψία πραγματοποιούνταν στο τέλος της 

κολποσκόπησης, εφόσον κρινόταν αναγκαίο. Η κυτταρολογική και ιστολογική εκτίμηση 
πραγματοποιήθηκε στο Παθολογοανατομικό Εργαστήριο της Ιατρικής Σχολής του 

Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Όλη η διαδικασία λήψης δείγματος πραγματοποιήθηκε μετά 
τη συναίνεση της κάθε γυναίκας.

Η ομάδα των φυσιολογικών τραχηλικών επιχρισμάτων συλλέχθηκε μετά από 
εθελοντική προσφορά γυναικών με φυσιολογικό τεστ Παπανικολάου.

2.1.2 Απομόνωση DNA

Η απομόνωση DNA έγινε μετά από πέψη με πρωτεϊνάση Κ με τη βοήθεια του QIAamp 
DNA Mini Kit (QIAGEN) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Οι στήλες (QIAamp 
Spin Columns) χρησιμοποιούνται για την απομόνωση νουκλεϊκών οξέων. Η απομόνωση 
βασίζεται στη χρήση μεμβρανών από πηκτή σιλικόνης η οποία δεσμεύει επιλεκτικά 

νουκλεϊκά οξέα, ενώ είναι διαπερατή από πρωτεΐνες και δισθενή κατιόντα που μπορεί να 
αναστείλουν την πολυμεράση κατά την αντίδραση PCR.
Το σετ αντιδραστηρίων περιέχει τις κατάλληλες στήλες, πρωτεϊνάση Κ, το διάλυμα AL 
(διάλυμα λύσης), τα διαλύματα AW1 και AW2 (διαλύματα για τις εκπλύσεις, απαιτείται 
αρχικά η προσθήκη αιθανόλης) και το διάλυμα ΑΕ (διάλυμα έκλουσης και 
επαναδιάλυσης του DNA).

Διαδικασία:

1. Προσθήκη 20μΙ πρωτεϊνάσης Κ, 200μΙ δείγματος (περίπου 5x106 πλακώδη 

επιθηλιακά τραχηλικά κύτταρα σε 200μΙ PBS) και 200μΙ AL buffer (διάλυμα λύσης) σε 
σωληνάριο eppendorff (1,5ml)

2. Ανακίνηση ή vortex.
3. Επώαση του δείγματος σε υδατόλουτρο στους 56°C για 10 λεπτά.

4. Προσθήκη 200μΙ αιθανόλης (96%-100% αιθανόλη) στο σωληνάριο eppendorff και 
ανάδευση.

5. Μεταφορά του δείγματος σε στήλη QIAamp και φυγοκέντρηση (6000g, Imin).
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6. Αντικατάσταση σωληνάριου συλλογής κάτω από την στήλη. Προσθήκη στην στήλη 

500μΙ διαλύματος AW1. Φυγοκέντρηση (6000g, Imin).
7. Αντικατάσταση σωληνάριου συλλογής κάτω από την στήλη. Προσθήκη στην στήλη 
500μΙ AW2 buffer. Φυγοκέντρηση (20000g (14000rpm, 3 min).
8. Τοποθέτηση της στήλης σε σωληνάριο eppendorff (1,5 ml) και προσθήκη στην στήλη 

ΙΟΟμΙ ΑΕ buffer. Φυγοκέντρηση (6000g,1min).
9. Η στήλη απομακρύνεται. Το σωληνάριο eppendorff περιέχει το DNA και φυλάσσεται 

για ποιοτική και ποσοτική εκτίμηση με ηλεκτροφόρηση.

2.1.3 Απομόνωση ολικού κυτταρικού RNA

Η απομόνωση ολικού RNA έγινε με την μέθοδο του ισοθειοκυανικού γουανιδινίου ως 

εξής:
I. Ομογενοποίηση.
Προσθήκη ΙδΟΟμΙ Trizol και 160 μΙ χλωροφόρμιο στα κύτταρα και διαδοχικές 
αναρροφήσεις με πιπέτα και χρήση του Vortex με στόχο την λύση των κυττάρων.

II. Διαχωρισμός φάσεων.
Μετά την ομογενοποίηση, η οποία διαρκεί τουλάχιστον 15 λεπτά, κάθε δείγμα 
μεταγγίστηκε σε σωληνάριο των 2 ml και πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση για 15min 
στις 12000rpm στους 4°C. Μετά την φυγοκέντρηση σε κάθε σωληνάριο υπήρχαν τρεις 

φάσεις: η υποκείμενη φάση που περιέχει φαινόλη/ χλωροφόρμιο, η μεσόφαση και η 
ανώτερη υδατική φάση στην οποία έχει απομονωθεί και το RNA.

III. Κατακρήμνιση.
Η ανώτερη υδατική φάση που περιείχε το RNA και μεταφερόταν σε νέο σωληνάριο των 

2 ml. Έγινε κατακρήμνιση του RNA με προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπυλικής αλκοόλης, 

καλή ανάδευση και τελικά τοποθέτηση του δείγματος στους -20°C για 12-16 ώρες.

IV. Έκπλυση του RNA.
Μετά από 16 ώρες περίπου πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση για 30min στις 
12000rpm στους 4°C. Αφαιρέθηκε το υπερκείμενο και στο ίζημα προστέθηκε 1 ml κρύας 

αιθανόλης 70%. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 30min στις 12000rpm στους 4°C και 

επανάληψη του προηγούμενου βήματος.
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V. Επαναδιάλυση του RNA.

Αφαιρείται το υπερκείμενο και το ίζημα αφού στεγνώσει πολύ καλά διαλυτοποιείται. Η 
διαλυτοποίηση του ιζήματος γίνεται με προσθήκη 80-1 ΟΟμΙ ddH20 και κάθε δείγμα 

αποθηκεύεται στους-80°C.

VI. Φωτομέτρηση-Έλεγχος ποσότητας
Για να ελεγχθεί η ποσότητα του RNA πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση σε κάθε δείγμα. 

Αραιώσεις κάθε δείγματος (1:100) φωτομετρήθηκαν στα 260 και 280 nm. Υπολογίστηκε 
ο λόγος 260/280 καθώς και η συγκέντρωση του RNA ως εξής: 

συγκέντρωση RNA = αραίωση χ OD26o χ 40 (mgr/ml)

VII. Ηλεκτροφόρηση-Έλεγχος ποιότητας
Για να ελεγχθεί η ποιότητα του RNA πραγματοποιήθηκε σε κάθε δείγμα ηλεκτροφόρηση 

σε πηκτή αγαρόζης 2%.

2.1.4 Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA)

Η σύνθεση του cDNA έγινε με αντίστροφη μεταγραφή (reverse transcription, RT) in vitro 

χρησιμοποιώντας ως εκκινητές εξανουκλεοτίδια τυχαίας αλληλουχίας (random 
hexamers, 500pg/ml). Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε για την αντίδραση είναι η 
αντίστροφη μεταγραφάση MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus reverse 
transcriptase, 20011/μΙ).

To διάλυμα αντίδρασης (mix) για την αντίδραση σύνθεσης cDNA για όγκο RNA 
αντιστοιχεί σε 1 pgr περιέχει:

> RNA -> 1 Mgr
> Ρυθμιστικό διάλυμα 5χ 4 μΙ
> Τυχαία εξανουκλεοτίδια(500μρ/ιπ) 3 μ!
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 2 Ml
> MMLV RT (200U/pl) 1 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό -> μέχρι τελικού όγκου 20μΙ

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> Αρχικά το RNA διαλύθηκε σε ddH20. Το διάλυμα RNA με τα τυχαία 
εξανουκλεοτίδια θερμάνθηκε στους 65°C επί 5 min για την αποδιάταξη 
δευτεροταγών δομών του RNA.

> Επώαση στον πάγο για 5 λεπτά για τη σταθεροποίηση της αποδιάταξης 

δευτεροταγών δομών του RNA.
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> Μετά την προσθήκη και των υπολοίπων αντιδραστηρίων ακολουθούν οι 

παρακάτω συνθήκες
■ 37°C , 60 λεπτά
■ 65°C , 10 λεπτά
■ τελική θερμοκρασία: 4 °C

Το ενδεχόμενο ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων από αδυναμία ενίσχυσης του 
RNA μπορεί να αποκλεισθεί με ενίσχυση αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε 
μετάγραφα γονιδίων τα οποία εκφράζονται πάντοτε στον υπό ανάλυση ιστό 
(μετάγραφα “αναφοράς”). Στην παρούσα μελέτη, ως μετάγραφο “αναφοράς” 
χρησιμοποιείται το mRNA του γονιδίου RARa (retinoic acid receptor α) το οποίο 
κωδικοποιεί έναν από τους υποδοχείς του ρετινοϊκού οξέος. Έτσι, ως μάρτυρας για 
την αποτελεσματικότητα της σύνθεσης cDNA, το cDNA ενισχύθηκε με PCR 
χρησιμοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές για τις αλληλουχίες του RARa cDNA 
(RAR6/RAR8).Oi εκκινητές για το γονίδιο RARa είναι:

RAR6: 5’ GGTGCCTCCCTACGCCTTCT 3’
RAR8: 5’ GGCGCTGACCCCATAGTGGT 3’

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση του γονιδίου RARa περιέχει:

> cDNA -> 3 μΐ
> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ -> 5 μ!

> MgCI2 (50mM) -> 3 μΙ
> Εκκινητής RAR6 (50p/mol) 1.5 μΙ

> Εκκινητής RAR8 (50p/mol) 1.5 μΙ
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 0.5 μι
> DNA πολυμεράση 0.4 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό 35.1 μΙ

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:
> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά
> 40 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:
-αποδιάταξη στους 95°C για 1 λεπτό
-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 53°C για 1 λεπτό 

-επιμήκυνση στους 72°C για 1 λεπτό
> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά
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2.1.5 Ανίχνευση και τυποποίηση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων.

> Ανίχνευση του ιϊκού γονιδιώματος με τη μέθοδο της αλυσιδωτής 
αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR)

Για την ανίχνευση του ιού HPV με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές ΜΥ09 και ΜΥ11 για την ενίσχυση του 
γονιδίου της καψιδιακής πρωτεΐνης L1. Κύριο γνώρισμα των παραπάνω εκκινητών 
συνιστά η ιδιότητα του «εκφυλισμού», η παρουσία δηλαδή θέσεων στις οποίες είναι 
δυνατή η ενσωμάτωση ενός η περισσοτέρων πιθανών νουκλεοτιδίων, λόγω της 
ύπαρξης μιας εξαιρετικά συντηρημένης αλληλουχίας μεγέθους περίπου 450 ζευγών 
βάσεων στο 3'άκρο του ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου που κωδικοποιεί την L1194. Η 
αλληλουχία των «εκφυλισμένων» εκκινητών παρουσιάζεται στον Πίνακα 1. Η 
αξιολόγηση του αποτελέσματος της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης, δηλαδή 
η ανίχνευση ή όχι του προϊόντος που προέκυψε από την αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυμεράσης (περίπου 450 ζεύγη βάσεων) έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
3% και παρατήρηση κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία.

Πίνακας 1: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV).

Ονομασία
εκκινητών

Αλληλουχία εκκινητών

ΜΥ09 5 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3'

ΜΥ11 3 CGTCCMARRGGAWACTGATC 5'

GP5 5'TTTGTT ACTGTGGTAGATAC 3'

GP6 5' GΑΑΑΑΑΤAAACTGTAAATCA 3'

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση του ιού HPV περιέχει:
> DNA -» 8 μΙ
> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ 10 μΙ
> MgCI2 -> 3 μΙ
> Εκκινητής ΜΥ09 (50p/mol) 2 μΙ
> Εκκινητής ΜΥ11 (50p/mol) -> 2 μΙ
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 0.5 μΙ
> DNA πολυμεράση -> 0.4 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό -> 76.1 μΙ
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■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:
> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά
> 45 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:
-αποδιάταξη στους 95°C για 1 λεπτό

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 55°C για 1 λεπτό 
-επιμήκυνση στους 72°C για 1 λεπτό

> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά

Σε όποια δείγματα δεν παρατηρήθηκε ζώνη 450 ζεύγη βάσεων, 
πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης με εσωτερικούς εκκινητές, 
τους GP5 και GP6. Η αλληλουχία των «διατηρημένων» εκκινητών παρουσιάζεται στον 
Πίνακα 1. Το προϊόν που προέκυψε από την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 
ήταν περίπου 140 ζεύγη βάσεων και παρατηρήθηκε μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης 3%.
Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση του ιού HPV περιέχει:

> DNA (προϊόν PCR με εκκινητές ΜΥ09/11) -> 5 μ!

> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ 10 μ!

> MgCI2 -> 3 μΙ
> Εκκινητής GP5 (50p/mol) 1 μ!

> Εκκινητής GP6 (50p/mol) -> 1 μΙ
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 0.5 μι
> DNA πολυμεράση 0.4 μΙ

> δις απεσταγμένο νερό 79.1 μΙ

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:
> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά
> 45 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:
-αποδιάταξη στους 95°C για 50 δευτερόλεπτα 
-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 42°C για 50 
δευτερόλεπτα

-επιμήκυνση στους 72°C για 50 δευτερόλεπτα

> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά
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> Τυποποίηση με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 
με ειδικούς εκκινητές και με πολυμορφισμούς μήκους θραυσμάτων με 

ένζυμα περιορισμού (Restriction Fragment length Polymorphisms- 

RFLPs)
Για την τυποποίηση του στελέχους του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων στα 

προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης που προέκυψαν από τους εκκινητές ΜΥ09 και 
ΜΥ11, πραγματοποιήθηκε επώαση με περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Αναλυτικότερα, 
χρησιμοποιήθηκαν οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, 
Rsal και Sau3al, από τις οποίες προκύπτει χαρακτηριστικό πρότυπο ζωνώσεων για τους 
τυπούς 6, 11, 13, 16, 18, 26, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 
56, 57, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, MM4(W13B), ΜΜ7(ΡΑΡ291), ΜΜ8(ΡΑΡ155), 
ΜΜ9(ΡΑΡ238Α), LVX100, IS39, CP141, CP6108, CP8304, CP4173, CP8061 (Πίνακας 

2).

Πίνακας 2: Πρότυπο ζωνώσεων για την τυποποίηση του στελέχους του ιού των ανθρώπινων 
θηλωμάτων.

HPV type BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl Pstl Rsal Sau3al

6b 449bp 382 bp 

67 bp

217bp

124bp

108bp

234bp

215bp

449bp 161 bp 

149bp 

72bp 

67bp

366bp

63bp

20bp

11 336bp

83bp

447bp

2bp

217bp

124bp

108bp

234bp

215bp

242bp

207bp

216bp

135bp

72bp

26bp

366bp

63bp

20bp

13 372bp

83bp

326bp

62bp

67bp

204bp

127bp

124bp

240bp

215bp

213bp 

242bp

175bp

135bp

73bp

72bp

372bp

63bp

20bp

16 452bp 452bp 444bp

8bp

452bp 216bp

210bp

26bp

310bp

72bp

70bp

369bp

63bp

20bp

18 372bp

83bp

432bp

23bp

455bp 455bp 242bp

213bp

135bp

125bp

85bp

72bp

38bp

372bp

63bp

20bp

26 455bp 455bp 455bp 455bp 102bp

353bp

365bp

72bp

18bp

372bp

63bp

20bp

31 452bp 283bp

167bp

328bp

124bp

237bp

215bp

216bp

210bp

380bp

72bp

369bp

63bp
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2bp 26bp 20bp

31b 452bp 285bp

90bp

77bp

328bp

124bp

237bp

215bp

216bp

210bp

26bp

380bp

72bp

369bp

63bp

20bp

32 366bp

83bp

320bp

21bp

108bp

317bp

124bp

8bp

234bp

215bp

449bp 216bp 

161 bp 

96bp 

15bp

366bp

63bp

20bp

33 366bp

83bp

320bp

77bp

52bp

449bp 234bp

215bp

242bp 

207bp

236bp

102bp

72bp

39bp

267bp

162bp

20bp

34 458bp 211 bp 

151 bp 

88bp 

8bp

334bp

124bp

458bp 253bp

179bp

26bp

186bp 

161 bp 

96bp 

15bp

438bp

20bp

35 452bp 294bp

135bp

23bp

261 bp 

180bp 

8bp

452bp 426bp

26bp

177bp 

161 bp 

72bp 

42bp

369bp

63bp

20bp

39 455bp 324bp 

131 bp

455bp 355bp

lOObp

330bp

125bp

260bp

123bp

72bp

249bp

123bp

63bp

20bp

40 240bp

132bp

83bp

297bp

158bp

447bp

8bp

455bp 455bp 365bp

90bp

240bp

132bp

63bp

20bp

42 366bp

83bp

341 bp 

108bp

449bp 234bp

215bp

449bp 342bp

135bp

72bp

366bp

63bp

20bp

44 455bp 297bp 

112bp

223bp

124bp

108bp

455bp 455bp 222bp 

161 bp 

72bp

405bp

30bp

20bp

45 372bp

83bp

324bp 

131 bp

447bp

8bp

455bp 242bp

213bp

338bp

72bp

45bp

372bp

63bp

20bp

51 237bp

215bp

362bp

90bp

379bp

73bp

452bp 452bp 380bp

72bp

237bp

132bp

63bp

20bp

52 449bp 357bp

92bp

258bp

183bp

8bp

449bp 423bp

26bp

449bp 366bp

63bp

20bp
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53 449bp 206bp

158bp

85bp

232bp

217bp

368bp 

81 bp

449bp 449bp 342bp

87bp

20bp

54 369bp

83bp

452bp 217bp

127bp

108bp

234bp

218bp

452bp 138bp 

125bp 

117bp 

72bp

369bp

63bp

20bp

55 455bp 112bp 

111 bp 

101 bp 

85bp 

46bp

215bp

124bp

108bp

8bp

215bp

207bp

33bp

455bp 165bp 

161 bp 

72bp 

57bp

405bp

30bp

20bp

56 449bp 307bp

142bp

275bp

166bp

8bp

449bp 242bp

207bp

310bp

72bp

49bp

18bp

429bp

20bp

57 449bp 211 bp 

142bp 

50bp 

46bp

449bp 449bp 296bp

153bp

449bp 328bp

38bp

33bp

26bp

24bp

58 449bp 348bp 

101 bp

449bp 235bp

214bp

216bp

207bp

32bp

306bp 

111 bp 

32bp

366bp

57bp

20bp

6bp

59 452bp 452bp 396bp

56bp

452bp 426bp

26bp

452bp 402bp

24bp

20bp

6bp

61 455bp 455bp 212bp 

211 bp 

24bp 

8bp

455bp 455bp 185bp

180bp

72bp

18bp

372bp

63bp

20bp

62 449bp 449bp 232bp

217bp

499bp 341 bp 

108bp

359bp

72bp

18bp

399bp

30bp

20bp

64 375bp

83bp

211 bp 

151 bp 

87bp 

9bp

334bp

124bp

367bp

91bp

253bp

179bp

26bp

186bp 

161 bp 

72bp 

39bp

375bp

63bp

20bp

66 (PAP88) 366bp

83bp

291bp

158bp

449bp 449bp 207bp

150bp

66bp

26bp

449bp 366bp

63bp

20bp

67 449bp 307bp

92bp

50bp

266bp

183bp

234bp

215bp

423bp

26bp

310bp

72bp

67bp

366bp

63bp

20bp

64
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68 (ME180) 372bp

83bp

455bp 455bp 215bp

140bp

lOObp

455bp 260bp

85bp

72bp

38bp

249bp

123bp

63bp

20bp

69 372bp

83bp

455bp 223bp

183bp

49bp

455bp 455bp 365bp

72bp

18bp

372bp

33bp

30bp

20bp

MM4(W138) 455bp 288bp

167bp

455bp 241 bp 

214bp

455bp 383bp

72bp

435bp

20bp

MM7(PAP291)

LVX82

369bp

83bp

452bp 383bp

69bp

452bp 317bp

135bp

380bp

72bp

369bp

63bp

20bp

MM8(PAP155) 452bp 220bp

142bp

90bp

346bp

106bp

214bp

106bp

95bp

37bp

452bp 310bp

142bp

369bp

63bp

20bp

MM9(PAP238A) 458bp 243bp

215bp

458bp 458bp 432bp

26bp

201 bp 

161 bp 

96bp

408bp

30bp

20bp

LVX100 452bp 297bp

155bp

220bp

208bp

24bp

452bp 452bp 362bp

72bp

18bp

369bp

63bp

20bp

IS39 455bp 243bp

212bp

455bp 241 bp 

214bp

455bp 383bp

72bp

435bp

20bp

CP141

LVX160

372bp

83bp

455bp 232bp 

117bp 

106bp

240bp

215bp

242bp

213bp

231 bp 

123bp 

72bp 

29bp

372bp

63bp

20bp

CP6108 369bp

83bp

246bp

152bp

54bp

325bp

127bp

452bp 452bp 380bp

72bp

369bp

33bp

24bp

20bp

6bp

CP8304 452bp 452bp 127bp 

121 bp 

108bp 

96bp

452bp 341 bp 

111 bp

452bp 432bp

20bp

CP4173

LVX100

455bp 300bp

155bp

220bp 

211 bp 

24bp

455bp 455bp 365bp

72bp

18bp

372bp

63bp

20bp

CP8061 452bp 320bp

132bp

217bp

127bp

108bp

346bp

106bp

360bp

92bp

380bp

72bp

381 bp 

51 bp 

20bp
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Επιπρόσθετα, για την τυποποίηση των στελεχών 16, 18, 6/11, 31 και 33 

χρησιμοποιήθηκαν ειδικοί εκκινητές για την ενίσχυση περιοχής του γονιδιώματος των 

αντίστοιχων στελεχών. Οι αλληλουχίες των ειδικών εκκινητών παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 3.

Πίνακας 3: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την τυποποίηση του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV).

Ονομασία εκκινητών Αλληλουχία εκκινητών

16α 5'GTGGACCGGTCGATGTATGT 3'

16Β 5'CATGCAATGTAGGTGTATCT 3'

18Α 5'GCAGCACAGAAAACAGTCCA 3'

18Β 5' CGCCATTTGTAGTTACCTGA 3'

33α 5'ATGATAGATGATGTAACGCC 3'

33Β 5' GCACACTCCATGCGTATCAG 3'

31α 5' ATGGTGATGTACACAACACC 3'

31Β 5' GTAGTTGCAGGACAACTGAC 3'

6/1 ΙΑ 5'ATGTTATGGCAGCACAGTTA 3'

6/11Β 5'TTGCACTATAGGCGTAGCTG 3'

CD1 5'TGCCTCTTTGCACATTCTA 3'

CD2 5' GACCTCCCACATTCCCTTTT 3'

όπου M=A+C, R=A+G, Y=C+T, W=A+T

Σε κάθε αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης χρησιμοποιούνται εκτός των 

δειγμάτων, δύο επιπλέον σωληνάρια αντίδρασης. Στο πρώτο απουσιάζει πλήρως το 

DNA και θα αποτελέσει τον αρνητικό μάρτυρα κατά τη διεξαγωγή της PCR, ώστε να 

αποκλεισθεί η πιθανότητα επιμόλυνσης και κατ'επέκταση η ανάγνωση ψευδώς θετικών 

αποτελεσμάτων.Το δεύτερο περιέχει πλασμιδιακό DNA από κλωνοποιημένα πλασμίδια 

που περιέχουν ολόκληρο το γονιδίωμα των στελεχών 6, 11, 16, 18, 31 και 33 και 

χρησιμεύει ως θετικός μάρτυρας για την ανίχνευση των συγκεκριμένων στελεχών κατά 

την πραγματοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης.

66

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση των ειδικών στελεχών του ιού 

HPV (HPV 6/11,16,18, 31,33) περιέχει:

> DNA -> 5 μΙ

> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ -» 5 μΙ
> MgCI2 1.5 μΙ
> Εκκινητής A (50p/mol) 1 μΙ
> Εκκινητής Β (50p/mol 1 μΙ
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 0.5 μΙ
> DNA πολυμεράση -> 0.4 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό 38.6 μΙ

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά

> 45 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°C για 1 λεπτό

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 56°C για 1 λεπτό 

-επιμήκυνση στους 72°C για 1 λεπτό

> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά

Για τον έλεγχο της ποιότητας του DNA, σε κάθε δείγμα πραγματοποιήθηκε η 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης για την ενίσχυση της γονιδιακής περιοχής του 

γονιδίου αναφοράς της β-σφαιρίνης (CD1, CD2). Οι αλληλουχίες των γονιδίων 

αναφέρονται στον Πίνακα 3.

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση του γονιδίου αναφοράς (β- 

σφαιρίνης) περιέχει:

> DNA 5 μΙ
> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ -> 5 μΙ
> MgCI2 -> 1.5 μΙ
> Εκκινητής CD1 (50p/mol) -> 10 μΙ
> Εκκινητής CD2 (50p/mol) -> 5 μ!

> Δεοξυριβονουκλεοτίδια -> 1 μΙ
> DNA πολυμεράση 0.3 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό 27.2 μΙ
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■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά

> 45 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°C για 1 λεπτό

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 55°C για 1 λεπτό 

-επιμήκυνση στους 72°C για 1 λεπτό

> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά

Για τον έλεγχο της μεθόδου ανίχνευσης και τυποποίησης του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων, πραγματοποιήθηκε ανάλυση της αλληλουχίας προϊόντων 

(sequencing) που έδειξε ταύτιση των αποτελεσμάτων-επιβεβαίωση της ειδικότητας των 

εκκινητών.

2.1.6 Ανίχνευση της ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης με τη μέθοδο
TRAP

Το πρωτόκολλο TRAP θεωρείται ευαίσθητη και ειδική PCR που βασίζεται στην ενζυμική 

δραστηριότητα. Πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας τη δοκιμασία TeloTAGGG 

telomerase PCR ELISAplus (Roche, Indianapolis, USA) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Το πρωτόκολλο TRAP δείχνει πολύ μεγάλη ευαισθησία ανιχνεύοντας ένα 

θετικό κύτταρο για την τελομεράση ανάμεσα σε 10000 αρνητικά για την τελομεράση 

κύτταρα. Συνοπτικά, κάθε παγωμένο ίζημα ομογενοποιήθηκε σε 200μΙ διαλύματος 

λύσης κυττάρων. Μετά από επώαση 30 λεπτών στον πάγο, επακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 30 min στους 4°C, τα υπερκείμενα συλλέχθηκαν σε 

καινούρια φιαλίδια και η πρωτεϊνική συγκέντρωσή τους προσδιορίστηκε με τη μέθοδο 

Lowry. Στο σετ αντιδραστηρίων του πρωτοκόλλου συμπεριλαμβάνονται δείγματα τα 

οποία περιέχουν DNA θετικό για την τελομεράση και διαθέτουν την ίδια αλληλουχία με 

αυτή ενός προϊόντος τελομεράσης με 8 τελομερικές επαναλήψεις. Αρνητικά δείγματα 

ελέγχου ετοιμάστηκαν από κάθε κυτταρικό εκχύλισμα απενεργοποιώντας την ενεργότητα 

της τελομεράσης των δειγμάτων με υψηλή θερμοκρασία (10 λεπτά στους 85 °C). Η 

ανάλυση έγινε με ένα μίγμα αντίδρασης 30 μΙ που περιέχει 3pg πρωτεϊνικού κυτταρικού 

εκχυλίσματος. Το δείγμα που χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο της αντίδρασης (internal 

standard) πολλαπλασιάστηκε από ανιχνευτές TS, ώστε να αποφευχθούν τα ψευδώς 

αρνητικά αποτελέσματα. Τα θετικά αποτελέσματα για την ενεργότητα της τελομεράσης 

επιβεβαιώθηκαν με TRAP, μετά από έκθεση των κυτταρικών εκχυλισμάτων σε υψηλή 

θερμοκρασία (85°C για 15 λεπτά) για να βρεθούν τα ψευδώς θετικά αποτελέσματα. Η
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απορρόφηση των δειγμάτων στα 450 nm, με μήκος κύματος αναφοράς τα 650 nm 

μετρήθηκε χρησιμοποιώντας φασματοφωτόμετρο και θεωρήθηκε θετική όταν η διαφορά 

μεταξύ της απορρόφησης του δείγματος και της απορρόφησης του αρνητικού δείγματος 

ελέγχου ήταν 2 φορές μεγαλύτερη από την μη ειδική ενεργότητα (background). Τα 

δείγματα διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης παράγοντας 

τη χαρακτηριστική τελομερική κλίμακα-δείκτη (ladder) 6 bp.

2.1.7 Ανίχνευση των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της 
τελομεράσης (hTERT) με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (RT-PCR)

Η ανίχνευση των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

(hTERT) πραγματοποιήθηκε στις συμπληρωματικές αλληλουχιών DNA (cDNA). Οι 

εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν σχεδιάστηκαν κατάλληλα ώστε να υβριδίζονται με 

περιοχές DNA που αντιστοιχούν μεταξύ των εξονίων 3 και 4 του γονιδίου της 

καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT), για να αποφευχθούν τα ψευδώς 

θετικά αποτελέσματα. Η κατάλληλη επιλογή των εκκινητών έγινε με βάση το γεγονός 

ότι στην συγκεκριμένη περιοχή που υβιδίζονται οι εκκινητές δεν έχει αναφερθεί η 

ύπαρξη ποικίλων μεταγράφων. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν:

Α: 5 '-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3' και 

Β: 5'-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3'

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση της έκφρασης της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελοεμάσης (hTERT) περιέχει:

> cDNA -> 5 μΙ

> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ -> 5 μΙ
> MgCI2(50mM) 1.5 μΙ
> Εκκινητής hTERT A (50p/mol) 1 μΙ
> Εκκινητής hTERT Β (50p/mol -> 1 μΙ
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 0.5 μι
> DNA πολυμεράση -> 0.4 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό 38.6 μΙ
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■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 3 λεπτά

> 30 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°C για 45 δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 57°C για 1 λεπτό 

-επιμήκυνση στους 72°C για 1 λεπτό

> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά

Κύτταρα από την ερυθρολευχαιμική σειρά Κ562 χρησιμοποιήθηκαν ως θετικοί μάρτυρες. 

Ανάλυση της αλληλουχίας των προϊόντων της PCR για την ανίχνευση των mRNA 

μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT) επιβεβαίωσε την 

ειδικότητα των εκκινητών.

2.1.8 Ποσοτικοποίηση των mRNA μεταγραφών της καταλυτικής υπομονάδας 
της τελομεράσης (hTERT) με την τεχνική της ποσοτικής PCR

I. Γενικές αρχές αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR)

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction- 

PCR) στηρίζεται στην ενζυματική ενίσχυση μιας συγκεκριμένης ακολουθίας DNA in vitro, 

με τη βοήθεια της Taq πολυμεράσης και των εκκινητών. Η Taq πολυμεράση είναι μια 

θερμοανθεκτική πολυμεράση η οποία εξάγεται από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus 

aquaticus. Οι εκκινητές (primers) είναι μονόκλωνες νουκλεοτιδικές ακολουθίες, 

ολιγονουκλεοτίδια, οι οποίοι υβριδίζονται στις συμπληρωματικές θέσεις των δύο 

αλυσίδων, στα άκρα του τμήματος του DNA που θέλουμε να ενισχύσουμε. Έτσι, λοιπόν, 

για να πραγματοποιηθεί ο πολλαπλασιασμός του συγκεκριμένου τμήματος του DNA το 

μείγμα αντίδρασης θα πρέπει να περιέχει: τη δίκλωνη ακολουθία DNA που πρόκειται να 

ενισχυθεί, Taq πολυμεράση με το αντίστοιχο ρυθμιστικό διάλυμα, το ζεύγος των 

εκκινητών, διάλυμα ελεύθερων 5’ τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) τα 

οποία χρησιμοποιεί η πολυμεράση και διάλυμα MgCI2 που διευκολύνει τη δράση της 

πολυμεράσης.

Η διαδικασία της PCR περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενους θερμοκρασιακούς κύκλους 

(30-35), καθένας από τους οποίους περιλαμβάνει τρία στάδια:

■ αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 94°C
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■ σύνδεση των εκκινητών στα δύο αντίθετα άκρα της μονόκλωνης πια ακολουθίας- 

στόχου, σε θερμοκρασία που εξαρτάται κάθε φορά από τη σύνθεση των εκκινητών

■ θέρμανση του μείγματος στους 72 °C, έτσι ώστε η πολυμεράση να πραγματοποιήσει 

την αντιγραφή του DNA-στόχου με τη βοήθεια των dNTPs, ξεκινώντας από τους 

εκκινητές.

Η χρονική διάρκεια του κάθε σταδίου εξαρτάται από το μήκος (σε bp) του υπό 

ενίσχυση τμήματος DNA και με την παραπάνω διαδικασία επιτυγχάνεται η συλλογή ενός 

εκατομμυρίου περίπου αντιγράφων της επιθυμητής ακολουθίας, μια και κάθε 

θερμοκρασιακός κύκλος διπλασιάζει το προϊόν του προηγούμενου κύκλου.

II. Γενικές αρχές PCR πραγματικού χρόνου (real time PCR)

Η ποσοτική εκτίμηση της έκφρασης των γονιδίων συμβάλλει ουσιαστικά στη μελέτη των 

βιολογικών διεργασιών και στην κατανόηση της παθογένειας των ασθενειών. Για το 

σκοπό αυτό, πρόσφατα αναπτύχθηκαν μέθοδοι ποσοτικής PCR πραγματικού χρόνου 

(real-time PCR, RQ-PCR) που αντικατέστησαν την πολύπλοκη και χρονοβόρα 

ημιποσοτική, συναγωνιστική ανάλυση PCR (competitive PCR).

Η ποσοτική αντίδραση PCR πραγματικού χρόνου συνίσταται σε αξιόπιστη ανίχνευση και 

μέτρηση των προϊόντων που δημιουργούνται κατά τη διάρκεια κάθε κυτταρικού κύκλου 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, τα οποία αντιστοιχούν άμεσα στο ποσό του 

αρχικού μητρικού μορίου κατά την έναρξη της PCR. Με αυτό τον τρόπο μπορεί να 

μετρηθεί η ποσότητα του προϊόντος PCR ενώ η αντίδραση βρίσκεται ακόμη στην 

εκθετική φάση. Για να επιτευχθεί αυτό, χρειάζεται να έχουμε μια μέθοδο για την 

ανίχνευση της ποσότητας του προϊόντος PCR και ένα μηχάνημα στο οποίο να 

καταγράφονται τα αποτελέσματα κατά τη διάρκεια κάθε κύκλου PCR. Ένα από τα 

καταλληλότερα συστήματα καταγραφής αποτελεί το σύστημα LightCycler.

III. Γενικές αρχές λειτουργίας Light Cycler

Πρόκειται για ένα σύστημα ταχείας εκτέλεσης PCR με δυνατότητα καταγραφής και 

ταυτόχρονης παρακολούθησης της κινητικής της αντίδρασης, σε πραγματικό χρόνο. Τα 

γενικά χαρακτηριστικά του συστήματος είναι τα εξής:
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■ Η αρχή του συστήματος στηρίζεται στη χρήση ειδικών φθοριζουσών χρωστικών 

και στην ανίχνευση του φθορισμού, που εκπέμπεται κατά την ενσωμάτωση τους 

στο DNA του δείγματος, από ενσωματωμένο φθορισμόμετρο.

■ Η λειτουργία του συστήματος βασίζεται στη χρήση τεχνολογίας θερμαινόμενου 

αέρα, ως μέσου μεταφοράς θερμότητας, για τη διεξαγωγή της PCR.

■ Η διεξαγωγή της PCR και η ανίχνευση του παραγόμενου PCR προϊόντος από 

το φθορισμόμετρο πραγματοποιείται σε ειδικούς τριχοειδείς υποδοχείς 

δειγμάτων.

* Η ανίχνευση από τη μονάδα του φθορισμόμετρου πραγματοποιείται από οπτικό 

σύστημα με διαφορετικά φίλτρα που επιτρέπει την ανίχνευση του σήματος, σε 

διαφορετικά μήκη κύματος ανάλογα με τη φθορίζουσα χρωστική που θα επιλεγεί 

και την ανίχνευση περισσότερων του ενός σήματος, από το ίδιο δείγμα. Η 

ανίχνευση του σήματος γίνεται ξεχωριστά για κάθε δείγμα καθ’ όλη τη διάρκεια 

της αντίδρασης.

■ Το σύστημα συνοδεύεται από υπολογιστή στον οποίο γίνεται η παρακολούθηση 

και η αποθήκευση των πληροφοριών κατά τη διάρκεια της αντίδρασης καθώς 

και όλων των παραμέτρων που σχετίζονται με την παρακολούθηση της πορείας 

της PCR (θερμοκρασία διαγραμματικά και ψηφιακά, σήμα φθορισμού δείγματος, 

καμπύλη κινητικής PCR , και τον αριθμό των κύκλων ).

■ Ο υπολογιστής διαθέτει λογισμικό για τον προγραμματισμό, τον έλεγχο, την 

παρακολούθηση και ανάλυση των δεδομένων.

V. Πρωτόκολλα PCR πραγματικού χρόνου
Οι εφαρμογές της RQ-PCR πραγματικού χρόνου είναι πολυάριθμες. Περιλαμβάνουν 

μελέτες για την έκφραση του mRNA, μετρήσεις αριθμού αντιγράφων σε γενωμικό ή ιϊκό 

DNA, μετρήσεις αριθμού διαγονιδιακών αντιγράφων, ποσοτικοποίηση χιμαιρικών 

μεταγράφων για την ανίχνευση ελάχιστης υπολειμματικής νόσου σε ασθενείς με 

κακοήθειες, ανάλυση της έκφρασης των κυτταροκινών και πολλών άλλων 

παραγόντων195. Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 2 κύριες τεχνικές RQ-PCR:

- ανάλυση RQ-PCR με ανιχνευτές υδρόλυσης

- ανάλυση RQ-PCR με ανιχνευτές υβριδισμού
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Α. Ανάλυση RQ-PCR υε ανιγνευτές υδρόλυσης

Η ανάλυση RQ-PCR με ανιχνευτές υδρόλυσης (hydrolysis probes) εκμεταλλεύεται την 5’- 

3’ ενεργότητα εξωνουκλεάσης της Taq ττολυμεράσης για να ανιχνεύσει και να 

ποσοτικοποιήσει τα ειδικά προϊόντα PCR που παράγονται καθώς εξελίσσεται η 

αντίδραση. Ο ανιχνευτής υδρόλυσης είναι συζευγμένος με ένα φθορισμόχρωμα 

αναφοράς (π.χ. FAM) και με έναν καταστολέα φθορισμοχρώματος (π-X.TAMRA), ο 

οποίος θα βρίσκεται μέσα στην αλληλουχία-στόχο. Καθώς τα δύο φθορισμοχρώματα 

βρίσκονται σε μικρή απόσταση, όσο ο ανιχνευτής είναι άθικτος, ο φθορισμός που 

εκπέμπεται από το φθορισμόχρωμα αναφοράς απορροφάται από τον καταστολέα 

φθορισμού. Κατά την ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου, ο ανιχνευτής υδρόλυσης 

αντικαθίσταται αρχικά από την αλυσίδα DNA μέσω της Taq πολυμεράσης και σταδιακά 

υδρολύεται από αυτή λόγω της ενεργότητας εξωνουκλεάσης της Taq πολυμεράσης 

(Εικόνα 16). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα το διαχωρισμό του φθορισμοχρώματος αναφοράς 

και του καταστολέα του και επιτρέπει τη σταδιακή ανίχνευση του φθορισμού που 

επέμπει το φθορισμόχρωμα αναφοράς196'198.
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Εικόνα 16: Ανάλυση RQ-PCR με το πρωτόκολλο των ανιχνευτών υδρόλυσης.

Β. Ανάλυση RQ-PCR υε ανιγνευτέο υβοιδισυού

Στην μελέτη μας εφαρμόσαμε την ανάλυση RQ-PCR με ανιχνευτές υβριδισμού. Η 

ανάλυση αυτή χρησιμοποιεί δύο αλληλοεπικαλυπτόμενους ανιχνευτές συγκεκριμένης 

αλληλουχίας. Ο ένας ανιχνευτής (δέκτης) είναι σημασμένος στο 5’ άκρο με 

φθορισμόχρωμα LC Red 640. Ο άλλος ανιχνευτής (δότης) είναι σημασμένος στο 3’ άκρο 

με φθορισμόχρωμα φλουορεσκίνη (Εικόνα 17). Οι δύο ανιχνευτές υβριδίζονται σε 

γειτονικές αλληλουχίες-στόχους στο πολυμερισμένο τμήμα DNA, οπότε τα δύο 

φθορισμοχρώματα συμπλησιάζουν (η απόσταση μεταξύ τους κυμαίνεται από 1-5 

νουκλεοτίδια). Κατά την διέγερση του φθορισμοχρώματος-δότη, εκπέμπεται ακτινοβολία
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μεγαλύτερου μήκους κύματος. Όταν τα δύο φθορισμοχρώματα βρίσκονται κοντά, το φως 

που εκπέμπεται από τον δότη θα διεγείρει το φθορισμόχρωμα του δέκτη, διαδικασία που 

αναφέρεται ως μεταφορά συντονισμένης ενέργειας φθορισμού (fluorescence resonance 

energy travel, FRET). Η προηγούμενη διαδικασία οδηγεί σε εκπομπή φθορισμού, ο 

οποίος ανιχνεύεται από τη συσκευή κατά το στάδιο υβριδοποίησης και στο πρώτο μέρος 

του σταδίου επιμήκυνσης της PCR196 198. Η ένταση του σήματος φθορισμού αυξάνει 

εκθετικά κατά την εκθετική φάση της αντίδρασης. Κατά τη διάρκεια της αντίδρασης 

υπάρχει η ένταση φθορισμού χωρίς ειδικότητα (background) και ο ειδικός φθορισμός. Το 

όριο στο οποίο ο ειδικός φθορισμός υπερβαίνει το background αποτελεί το διαχωριστικό 

σημείο (cut-off level). Ο κύκλος της PCR στον οποίο για πρώτη φορά ο φθορισμός 

υπερβαίνει το cut-off level ονομάζεται κύκλος μετάπτωσης, ενώ η τιμή των προϊόντων 

στον κύκλο αυτό είναι ευθέως ανάλογη προς το ποσό της αλληλουχίας-στόχου που 

περιέχεται στο δείγμα. Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι ανάλυσης με την RQ-PCR: η 

«σχετική» ποσοτικοποίηση και η ποσοτικοποίηση μέσω «πρότυπης καμπύλης» που 

καλείται επίσης και «απόλυτη» ποσοτικοποίηση199.
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Εικόνα 17: Ανάλυση RQ-PCR με το πρωτόκολλο των ανιχνευτών υβριδισμού

IV. Σχετική ποσοτικοποίηση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT)

Για τον προσδιορισμό της σχετικής έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης (hTERT) εφαρμόστηκε η ανάλυση RQ-PCR με ανιχνευτές υβριδισμού, με 

τη χρήση του εμπορικά διαθέσιμου kit LightCycler TeloTAGGGhTERT Quantification Kit 

(Roche Molecular Diagnostics). Στην σχετική ποσοτικοποίηση γίνεται σύγκριση ανάμεσα 

στο δείγμα που αφορά το γονίδιο που μας ενδιαφέρει και στο αντίστοιχο δείγμα που 

χρησιμοποιείται ως γονίδιο αναφοράς. Για να ληφθεί μια στρογγυλοποιημένη τιμή για 

κάθε δείγμα, διαιρείται η συγκέντρωση των μεταγράφων του γονιδίου που μας 

ενδιαφέρει προς τη συγκέντρωση των μεταγράφων του γονιδίου αναφοράς. Ο λόγος 

που προκύπτει είναι ο αριθμός των μεταγράφων του γονιδίου προς μελέτη ως προς την
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έκφραση του γονιδίου αναφοράς200. Συγκεκριμένα, ο υπολογισμός της σχετικής 

έκφρασης του hTERT επαναλήφθηκε 2 φορές για το ίδιο δείγμα. Από το κάθε δείγμα 

χρησιμοποιήθηκαν 200 ngr RNA, στα οποία πραγματοποιήθηκε αντίστροφη μεταγραφή 

και PCR τόσο για το γονίδιο hTERT όσο και για το γονίδιο αναφοράς PBGD. 

Αναλυτικότερα:

■ το mRNA του γονιδίου hTERT μεταγράφηκε αντίστροφα και ένα τμήμα 198 

ζευγών βάσεων ενισχύθηκε με ειδικούς εκκινητές. Το προϊόν της αντίδρασης 

ανιχνεύθηκε μέσω φθορισμού, με τη χρήση ειδικά σχεδιασμένων ανιχνευτών, 

όπως έχει περιγράφει παραπάνω. Οι ανιχνευτές, που αποτελούνται από δύο 

διαφορετικά ολιγονουκλεοτίδια, προσδένονται λόγω συμπληρωματικότητας σε 

μια εσωτερική αλληλουχία του πολλαπλασιαζόμενου τμήματος κατά τη διάρκεια 

της φάσης της υβριδοποίησης του εκκινητή. Με την τεχνική αυτή ανιχνεύονται 

μόνο τα λειτουργικά μετάγραφα του γονιδίου hTERT και όχι προϊόντα που 

πιθανόν να προκύπτουν από εναλλακτικό μάτισμα (ωρίμανση) του πρόδρομου 

mRNA του γονιδίου. Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για το γονίδιο hTERT περιέχει:

> δις απεσταγμένο νερό 12.9 μΙ
> hTERT διάλυμα αντίδρασης 2 μΙ
> αντίστροφη μεταγραφάση 0.1 μΙ
> γλυκοζυλάση (UNG) 1 μΙ
> hTERT διάλυμα ανίχνευσης -> 2 μΙ
> RNA -> 2 μΙ (200 ngr)

■ το mRNA του γονιδίου αναφοράς (PBGD) μεταγράφηκε αντίστροφα και ένα 

τμήμα 148 ζευγών βάσεων ενισχύθηκε με ειδικούς εκκινητές. Το προϊόν της 

αντίδρασης ανιχνεύθηκε μέσω φθορισμού, όπως και στην περίπτωση του 

γονιδίου του hTERT. Το γονίδιο PBGD εδράζεται στο μεγάλο βραχίονα του 

χρωμοσώματος 11 (11q24.1-q24.2). To PBGD κωδικοποιεί τη σύνθεση δύο 

ειδών mRNA, τα οποία εκφράζονται σε συγκεκριμένους ιστούς από το ίδιο 

γονίδιο. Ένα μετάγραφο mRNA εκφράζεται μόνο στα ερυθροποιητικά κύτταρα και 

κωδικοποιεί τη σύνθεση ενός ενζύμου που συμμετέχει στο βιοχημικό μονοπάτι 

σύνθεσης της αίμης. Το μετάγραφο του γονιδίου αναφοράς, που 

χρησιμοποιήθηκε στη δική μας μελέτη, εκφράζεται σε όλους τους ιστούς. Η 

επιλογή του γονιδίου PBGD πραγματοποιήθηκε με βάση το γεγονός ότι δεν έχει 

ψευδογονίδια και παρουσιάζει χαμηλά επίπεδα έκφρασης, όπως και το γονίδιο

hTERT201. Το προϊόν της ενίσχυσης του γονιδίου αναφοράς χρησιμεύει για τον
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προσδιορισμό της σχετικής έκφρασης του γονιδίου hTERT και για έλεγχο της 

ποιότητας του RNA, αφού στη μελέτη έχουν συμπεριληφθεί μόνο τα δείγματα στα 

οποία ενισχύθηκε επιτυχώς το γονίδιο PBGD.

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για το γονίδιο PBGD περιέχει:

> δις απεσταγμένο νερό 12.9 μΙ
> PBGD διάλυμα αντίδρασης 2 μΙ
> αντίστροφη μεταγραφάση 0.1 μΙ
> γλυκοζυλάση (UNG) -> 1 μΙ
> PBGD διάλυμα ανίχνευσης 2 μΙ
> RNA -> 2 μΙ (200 ngr)

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> 10 λεπτά στους 60°C, για να πραγματοποιηθεί η αντίστροφη μεταγραφή 

και η δημιουργία του cDNA

> 45 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°C για 1 δευτερόλεπτο

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 60°C για 10

δευτερόλεπτα

-επιμήκυνση στους 72°C για 2 δευτερόλεπτα.

Οπως αναφέρθηκε, η ποσοτικοποίηση πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας την 

συσκευή και το λογισμικό του Light Cycler. Κατασκευάστηκε μια πρότυπη καμπύλη με 

βάση δείγματα που περιείχαν 106, 105, 104, 103 και 102 αντίγραφα του mRNA του hTERT 

ανά 2 μΙ.

Με την παραπάνω τεχνική πραγματοποιείται προσδιορισμός του προϊόντος την στιγμή 

της σύνθεσής τους και όχι αφού ολοκληρωθεί η αντίδραση της PCR202. Τελικά η τιμή 

που προκύπτει από το λόγο των αντιγράφων των mRNA του γονιδίου hTERT προς τα 

αντίγραφα των mRNA του γονιδίου PBGD, αποτελεί την «τροποποιημένη» τιμή του 

hTERT (NhTERT) και είναι ο αριθμός των μεταγράφων του γονιδίου hTERT ως προς 

την έκφραση του PBGD.
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2.1.9 Ποσοτικοποίηση του ιικού φορτίου του στελέχους 16 του ιού των 
ανθρώπινων θηλωμάτων με την τεχνική της ποσοτικής PCR

Ο προσδιορισμός των αντιγράφων του ιϊκού DNA πραγματοποιήθηκε με τη συσκευή και 

το λογισμικό του Light Cycler (version 3.5; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 

Germany) με βάση τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου (real time PCR). Οι εκκινητές και οι ανιχνευτές σχεδιάστηκαν από 

την εταιρία TIB MOLBIOL (Βερολίνο, Γερμανία) και είναι οι ακόλουθοι:

Primer S: 5'TRYRKgΥΥΥΤAAAACgAAAg 3',

Primer A/Probe LC: 5TTCCACTTCAgWAYAgCCATA3'

Probe FL: 5'TATTTgAAAgCgAAgACAgCgggT X 3'

Σε κάθε αντίδραση τελικού όγκου 20μΙ χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω συγκεντρώσεις: 

0.5μΜ του εκκινητή S

0.5μΜ του εκκινητήΑ/ανιχνευτή LC (το 5’ άκρο του είναι σημασμένο με χρωστική 

LC κόκκινη, που απορροφά το μέγιστο στα 640nm)

0.15μΜ του ανιχνευτή FL ( το 3'άκρο του είναι σημασμένο με τη χρωστική 

φλουορεσκίνη που απορροφά το μέγιστο στα 530 nm)

3.5μΜ MgCI2 

1 gg DNA

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ποσοτικοποίηση του HPV-16 περιέχει:

> δις απεσταγμένο νερό -> 7.2 μι
> διάλυμα αντίδρασης (Master MIX) 2 μί

> γλυκοζυλάση (UNG) 1 μΙ

> MgCI2 -> 1.8 μί
> Εκκινητήε S -> 1 μΙ

> Εκκινητήε Α/ανιχνευτή LC -> 1 μΙ
> Ανιχνευτής -> 1 μί
> DNA 1 μο

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> Αρχική αποδιάταξη 95°C για 5 λεπτά

> 80 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°C για 5 δευτερόλεπτο
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-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 55°C για 10

δευτερόλεπτα

-επιμήκυνση στους 72°C για 15 δευτερόλεπτα.

Η μέτρηση της φλουορεσκίνης πραγματοποιήθηκε στο τέλος του σταδίου της σύνδεσης- 

υβριδισμού.

Για να επιβεβαιωθεί η ειδικότητα της μεθόδου πραγματοποιήθηκε ανάλυση πρότυπης 

καμπύλης τήξεως (melting curve analysis) μετά το τέλος της αντίδρασης,

■ Οι συνθήκες για την πρότυπη καμπύλη τήξεως που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> 1 κύκλος κατά τον οποίο πραγματοποιείται σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°C για 20 δευτερόλεπτα

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 50°C για 20

δευτερόλεπτα

-επιμήκυνση στους 75°C για 1 δευτερόλεπτο.

Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε πλασμιδιακό DNA του στελέχους 16 του ιού 

HPV, ενώ ως αρνητικοί μάρτυρες-δείγματα χωρίς DNA.

Ο ποσοτικός προσδιορισμός του ιϊκού DNA πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια μιας 

πρότυπης καμπύλης που δημιουργήθηκε από διαδοχικές αραιώσεις πλασμιδιακού DNA 

του στελέχους 16 του ιού HPV γνωστής αρχικής συγκέντρωσης, από ΙΟ7 έωςΙΟ1 

αντίγραφα του HPV 16 DNA. Κάθε δείγμα μετρήθηκε τουλάχιστον δύο φορές. Η 

ποσότητα του γονιδιώματος που χρησιμοποιήθηκε κάθε φορά υπολογίστηκε από το 

λόγο της ποσότητας του DNA προς το βάρος που αντιστοιχεί στο γονιδίωμα ενός 

κυττάρου και είναι ίσο με 6.6pg για κάθε κύτταρο. Η συγκέντρωση του DNA του ιϊκού 

φορτίου υπολογίστηκε από την ποσότητα που ανιχνεύτηκε προς τα pg του DNA που 

χρησιμοποιήθηκαν και εκφράστηκε ως αντίγραφα του DNA του ιού ανά pg του 

γενωμικού DNA.
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2.1.10 Ανίχνευση των Ε6 και Ε7 mRNA μεταγραφών του ιού με την τεχνική της 
αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (RT-PCR)

Για την ανίχνευση των μεταγράφουν Ε6 και Ε7 πραγματοποιήθηκαν δύο 

αντιδράσεις της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης σε cDNA με τη χρήση ειδικών 

εκκινητών για το στέλεχος 16 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων.

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην πρώτη αντίδραση ήταν:

HPV 16Α: 5'-GGGCGTAACCGAAAACGG -3' και 

HPV 16Β: 5'-TCCTCCTCCTCTGAGCTGTC -3'

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση της έκφρασης των 

ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7 (Ε6/Ε7±Ε6*) (481 bp) περιέχει:

> cDNA 3 μΙ

> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ -> 2.5 μι
> MgCI2 (50mM) 2 μ!
> Εκκινητής HPV 16Α (50p/mol) 2 μΙ

> Εκκινητής HPV 16Β (50p/mol -> 2 μΙ
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 1 μΙ

> DNA πολυμεράση -> 0.5 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό -> 12 μΙ

* Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά

> 40 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°0 για 1 λεπτό

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 40°C για 1 λεπτό 

-επιμήκυνση στους 72°C για 2 λεπτά

> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά

Η δεύτερη αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης πραγματοποιήθηκε για την 

ενίσχυση του προϊόντος της παραπάνω αντίδρασης με τη χρήση εσωτερικών εκκινητών 

(nested PCR). Αναλυτικότερα χρησιμοποιήθηκε ο εκκινητής HPV ΙΘΒκαι ενός νέου 

εκκινητή HPV 16Α': 5' CACAGTTATGCACAGAGCTGC 3'.
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Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση της έκφρασης των 

ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7 (Ε6/Ε7±Ε6*) καθώς και των μεταγραφών Ε6*Ι και Ε6ΊΙ 

(299bp και 182bp αντίστοιχα) που κωδικοποιούν την ογκοπρωτέί'νη Ε7 περιέχει:

> cDNA 3 μΙ
> Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟχ 2.5 μΙ
> MgCI2 (50mM) 1 μΙ
> Εκκινητής HPV 16Α' (50p/mol) 2 μΙ
> Εκκινητής HPV 16Β (50p/mol 2 μΙ
> Δεοξυριβονουκλεοτίδια 1 μΙ
> DNA πολυμεράση -> 0.5 μΙ
> δις απεσταγμένο νερό 12 μΙ

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> αρχική αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά

> 35 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 94°C για 1 λεπτό

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 56°C για 45 

δευτερόλεπτα

-επιμήκυνση στους 72°C για 1 λεπτό

> τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 λεπτά

2.1.11 Μελέτη του προτύπου μεθυλίωσης του υποκινητή της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT)

Έγινε επεξεργασία του DNA με άλατα θειικού νατρίου σε αλκαλικό περιβάλλον203. Η 

διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής:

■ επεξεργασία 1 pgr DNA με 3Μ NaOH και επώαση στους 37°C για 10 λεπτά.

■ Προσθήκη 10 mM υδροκουινόνης και 3Μ αλάτων θειικού νατρίου και επώαση 

στους 50°C για 16 ώρες.

■ Κατακρήμνιση του DNA με την χρήση εμπορικά διαθέσιμου αντιδραστηρίου 

(Wizard DNA Clean-up system- Promega).

■ Έκλουση του DNA με προσθήκη 50 μΙ προθερμαινόμενου νερού (65-70°C) και 

5.5 μΙ NaOH.

■ Προσθήκη 1.2 μΙ γλυκογόνου και 3 όγκους 100% κρύας αιθανόλης για την 

βελτίωση της κατακρήμνισης του DNA
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■ Τοποθέτηση στους -20°C για 12-16 ώρες

■ Φυγοκέντρηση στους 4°C για μισή ώρα και αφαίρεση υπερκειμένου

■ Επαναδιάλυση του ιζήματος με προσθήκη 20 μΙ δις απεσταγμένου Η20

Η παραπάνω διαδικασία έχει το εξής αποτέλεσμα: η μη μεθυλιωμένη κυτοσίνη 

μετατρέπεται σε ουρακίλη, σε όλο το γονιδίωμα, ενώ παράλληλα οι μεθυλιωμένες 

κυτοσίνες δεν επηρεάζονται καθόλου. Με αυτόν τον τρόπο οι δύο αλυσίδες του DNA δεν 

είναι πια συμπληρωματικές. Συνήθως πολλαπλασιάζεται η μία από τις δύο αλυσίδες με 

βάση την οποία σχεδιάζονται και οι εκκινητές (primers).

Οι παραπάνω διαφορές μπορούν να ανιχνευθούν με ποσοτική PCR στηριζόμενη σε 

φθορισμό. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιείται η ανάλυση RQ-PCR με ανιχνευτές 

υδρόλυσης. Σύμφωνα με αυτή κατασκευάζονται 2 ζεύγη εκκινητών (primers) και 

ανιχνευτών (probes), τα οποία χρησιμοποιούνται παράλληλα: τόσο για το μεθυλιωμένο 

DNA του υποκινητή του γονιδίου hTERT, όσο και για ένα γονίδιο αναφοράς που 

απαιτείται για τον εσωτερικό έλεγχο της ποιότητας/ ποσότητας του DNA σε κάθε δείγμα. 

Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς η β-ακτίνη. Το γονίδιο 

αναφοράς που επιλέγεται θα πρέπει να μην εδράζεται σε φυλετικό χρωμόσωμα ή σε 

θέση με γενετική αστάθεια, προϋποθέσεις που πληρεί το γονίδιο της β-ακτίνης.

Αναλυτικότερα, οι αλληλουχίες των εκκινητών και των ανιχνευτών που 

χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής:

α) hTERT:
Εκκινητήε 1: 5-GCGTCGGAGGTTAAGGTTGTT-3'(forward primer),

Εκκινητήε 2: 5'-CTCTCCAAAATTACCGTACGCG-3' (reverse primer),

Ανιχνευτής 1: 5'-6FAM-AACTCGCTCGCCCGCCGAA-BHQ-1-3' (probe)

β) Ακτίνη:

Εκκινητήε 3: 5'TGGTGATG GAG GAG GTTT AGTAAGT3' (forward),

Εκκινητήε 4: 5'AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA3' (reverse),

Ανιχνευτής 2: 5'6FAM-ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA-TAMRA 3'(probe)
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Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ποσοτικοποίηση του μεθυλιωμένου γονιδίου 

της hTERT περιέχει:

> δις απεσταγμένο νερό 9 μΙ
> διάλυμα αντίδρασης (Master MIX) -> 2 μΙ
> γλυκοζυλάση (UNG) 1 μΙ
> MgCI2 -> 1.6 μΐ
> Εκκινητήε 1 1 μΙ
> Εκκινητήε 2 -> 1 μΙ
> Ανιχνευτής 1 -> 0.5 μΙ
> DNA 3 μΙ

Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ποσοτικοποίηση του μεθυλιωμένου γονιδίου 

της ακτίνης περιέχει:

> δις απεσταγμένο νερό -> 9.9 μΙ
> διάλυμα αντίδρασης (Master MIX) 2 μΙ
> γλυκοζυλάση (UNG) -> 1 μΙ
> MgCI2 1.8 μΙ
> Εκκινητήε 3 -> 1 μΙ
> Εκκινητήε 4 -> 1 μΙ
> Ανιχνευτής 2 -> 0.5 μΙ
> DNA -> 3 μΙ

■ Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:

> Αρχική αποδιάταξη 95°C για 5 λεπτά

> 80 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας- 

στόχου σε τρία στάδια:

-αποδιάταξη στους 95°C για 3 δευτερόλεπτο

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 58°C για 30 

δευτερόλεπτα

-επιμήκυνση στους 72°C για 30 δευτερόλεπτα.

Σε κάθε αντίδραση θα πρέπει να τονιστεί ότι είναι απαραίτητο να κατασκευαστεί μια 

πρότυπη καμπύλη με διαδοχικές αραιώσεις που θα προέλθουν από ανάμιξη πλήρως 

μεθυλιωμένου γενωμικού DNA με πλήρως μη μεθυλιωμένο DNA. Ως πλήρως 

μεθυλιωμένο DNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί γενωμικό DNA που έχει επεξεργασθεί με 

την Sssl DNA μεθυλοτρανσφεράση (New England Biolabs), η οποία αναγνωρίζει το
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δινουκλεοτίδιο CpG, ενώ ως πλήρως μη μεθυλιωμένο DNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί το 

DNA του ανθρώπινου σπέρματος. Κατά τη μέτρηση του ποσοστού της μεθυλίωσης θα 

πρέπει να προκύψει μια γραμμική συσχέτιση μεταξύ του συντελεστή αραίωσης και των 

επιπέδων μεθυλίωσης.

Η λογική της χρήσης των ανιχνευτών υδρόλυσης έχει αναλυθεί παραπάνω (κεφάλαιο 

2.1.8-ενότητα V). Κατά τη διάρκεια της αντίδρασης η ένταση του σήματος φθορισμού 

αυξάνει εκθετικά κατά την εκθετική φάση της αντίδρασης. Με βάση την ένταση του 

φθορισμού χωρίς ειδικότητα (background), καθορίστηκε το διαχωριστικό σημείο ή ουδός 

(cut-off level) για τον ειδικό φθορισμό. Αυτό το όριο (ή γραμμή μετάπτωσης) 

χρησιμοποιείται για να υπολογιστεί ο κύκλος μετάπτωσης (Ct) κάθε δείγματος, που είναι 

ο κύκλος της αντίδρασης PCR στον οποίο ο φθορισμός υπερβαίνει για πρώτη φορά τον 

ουδό μετάβασης. Η τιμή μετάπτωσης είναι ευθέως ανάλογη προς το ποσό της 

αλληλουχίας-στόχου που περιέχεται στο δείγμα204,205.

Αρχικά, σε κάθε δείγμα υπολογίζουμε την αναλογία του ποσοστού μεθυλίωσης στο 

γονίδιο hTERT προς το ποσοστό μεθυλίωσης στο γονίδιο αναφοράς. Στη συνέχεια, στο 

επεξεργασμένο με Sssl γενωμικό DNA υπολογίζουμε την αναλογία του ποσοστού 

μεθυλίωσης στο γονίδιο hTERT προς το ποσοστό μεθυλίωσης στο γονίδιο αναφοράς. 

Τελικά, η τιμή του σχετικού ποσοστού μεθυλίωσης στον υποκινητή του γονιδίου hTERT 

αποδίδεται με τον όρο PMR (percent of methylated reference), το οποίο είναι το πηλίκο 

της αναλογίας hTERT/β-ακτίνη του δείγματος προς την αναλογία hTERT/β-ακτίνη του 

επεξεργασμένου με Sssl γενωμικού DNA πολλαπλασιαζόμενο με το 100. Όταν η τιμή 

PMR είναι μεγαλύτερη του μηδενός τότε το τμήμα του γονιδίου που μελετήθηκε 

θεωρείται μεθυλιωμένο. Για την πιστοποίηση των αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών 

πειραμάτων γινόταν πάντα σύγκριση της αναλογίας hTERT/β-ακτίνη του 

επεξεργασμένου με Sssl γενωμικού DNA.

VII. Εύρεση της αλληλουχίας των βάσεων (sequencing)
Στα δείγματα στα οποία μετρήθηκε το ποσοστό της μεθυλίωσης εφαρμόστηκε και η 

μέθοδος της ανάλυσης της αλληλουχίας των βάσεων, ώστε να βρεθούν και ποιοτικά 

ποιές ακριβώς CpG περιοχές είναι μεθυλιωμένες. Η ανάλυση της αλληλουχίας των 

βάσεων έγινε με την συσκευή ΑΒΙ Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA), 

αφού είχε προηγηθεί η ενίσχυση των τμημάτων DNA μετά από επεξεργασία τους με 

άλατα θειικού νατρίου σε αλκαλικό περιβάλλον203.
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2.1.12 Αξιολόγηση των δοκιμασιών ως προς τη χρήση τους ως πιθανοί 

διαγνωστικοί δείκτες.

Για την αξιολόγηση των δοκιμασιών υπολογίστηκαν τα χαρακτηριστικά των 

διαγνωστικών δοκιμασιών: ευαισθησία (sensitivity), ειδικότητα (specificity), θετική 

προγνωστική τιμή-ΘΠΤ (positive predictive value-PPV) και αρνητική προγνωστική 

τιμή-ΑΠΤ (negative predictive value-NPV). Τα χαρακτηριστικά των διαγνωστικών 

δοκιμασιών υπολογίστηκαν από τις αναλογίες των γυναικών με φυσιολογικά προς 

παθολογικά (ASCUS, LGSIL, HGSIL) τραχηλικά επιχρίσματα σύμφωνα με τους 

παρακάτω τύπους206:

Ευαισθησία: το σύνολο των γυναικών που είχαν την ασθένεια και ήταν θετικές στη 

διαγνωστική δοκιμασία προς το σύνολο των ατόμων που είχαν την ασθένεια. 

Ειδικότητα: το σύνολο των γυναικών που δεν είχαν την ασθένεια και ήταν αρνητικές 

στη διαγνωστική δοκιμασία προς το σύνολο των ατόμων που δεν είχαν την ασθένεια. 

Θετική Προγνωστική Τιμή: η πιθανότητα μια γυναίκα που είναι θετική για μια 

δοκιμασία να έχει την ασθένεια.

Αρνητική Προγνωστική Τιμή: η πιθανότητα μια γυναίκα που είναι αρνητική για μια 

δοκιμασία να μην έχει την ασθένεια.

Μια δοκιμασία μπορεί να θεωρηθεί ότι έχει διαγνωστική αξία όταν όλες οι 

παραπάνω τιμές προσεγγίζουν το 100%.

2.1.13 Στατιστική ανάλυση
Για τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το στατιστικό 

πακέτο SPSS 12 και αναλυτικότερα χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες δοκιμασίες:

■ unipaired t-test,

■ Mann-Whitney U (MWU),

■ Kruskal-Wallis,

■ analysis of variance (ANOVA)

■ Fisher PLSD;

■ the post-hoc test

Οι τιμές του p<0.05 θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές.
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Αναλυτικότερα, προκειμένου να διεξαχθούν συμπεράσματα έγιναν και οι

παρακάτω συσχετίσεις μεταξύ:

> παρουσίας του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων με τα κυτταρολογικά ευρήματα

> ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης με την παρουσία του ιού των

ανθρώπινων θηλωμάτων και με τα κυτταρολογικά ευρήματα

> ποσοτικοποίησης της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης 

(hTERT) με την ανίχνευση της ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης, την 

παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων και με τα κυτταρολογικά ευρήματα

> ποσοτικοποίησης του ιϊκού φορτίου (DNA) του HPV-16 με την ποσοτικοποίηση της

καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT) και με τα

κυτταρολογικά ευρήματα

> έκφρασης των Ε6 και Ε7 mRNA του HPV-16 με την ποσοτικοποίηση του ιϊκού 

φορτίου (DNA) του HPV-16, την ποσοτικοποίηση της καταλυτικής υπομονάδας της 

ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT) και με τα κυτταρολογικά ευρήματα.

> προτύπου μεθυλίωσης του υποκινητή της hTERT με την ποσοτικοποίηση της

καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT) και με τα

κυτταρολογικά ευρήματα.
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2.2. Αποτελέσματα

2.2.1 Κυτταρολογική (κατά Bethesda) και ιστολογική (βιοψίες) ανάλυση 

τραχηλικών επιχρισμάτων.
Η μελέτη συμπεριλαμβάνει συνολικά 325 τραχηλικά επιχρίσματα από τα οποία 

280 ήταν με παθολογικά ευρήματα και 45 φυσιολογικά. Από τα τραχηλικά επιχρίσματα 

με παθολογικά ευρήματα τα 73 (26%) είχαν διαγνωσθεί ως άτυπα πλακώδη κύτταρα 

απροσδιορίστου σημασίας {Atypical Squamous epithelial Cells of Undetermined 

Significance -ASCUS), τα 156 (55.7%) είχαν διαγνωσθεί με χαμηλού βαθμού 

δυσπλασίες (Low Grade Squamous [ntraepithelial Lesions -LGSILs) και τα 51 (18.3%) 

με υψηλού βαθμού δυσπλασίες {High Grade Squamous /ntraepithelial Lesions - 
HGSILs). Από το σύνολο των τραχηλικών επιχρισμάτων με ASCUS, τα 15 (20.5%) 

ταξινομήθηκαν μετά από ιστολογική ανάλυση βιοψίας με ελαφρά μορφή 

ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας του τραχήλου της μήτρας (Cervical Intraepithelial 

Neoplasia -CIN 1), ενώ μόνο μία περίπτωση διαγνώσθηκε με μέτρια μορφή 

ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας του τραχήλου της μήτρας (CIN 2). Οι 153 περιπτώσεις από 

τις 156 (ποσοστό 98%) ταξινομήθηκαν με ελαφρά μορφή ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας 

του τραχήλου της μήτρας CIN 1, 2 (1.3%) με μέτρια μορφή (CIN 2) και μία περίπτωση 

(0.6%) με βαρεία μορφή ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας (CIN 3). Σε σαράντα από τις 51 

(78.4%) HGSIL περιπτώσεις διαγνώσθηκε μέτρια μορφή CIN 2, ενώ στα υπόλοιπα 11 

(21.6%) παρατηρήθηκε βαρειάς μορφής ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία (CIN 3). Τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται συνοπτικά στον Πίνακα 4.

Πίνακας 4: Συνοπτική παρουσίαση των κυτταρολογικών και ιστολογικών ευρημάτων του 
συνόλου των τραχηλικών επιχρισμάτων της μελέτης.

ΚΥΤΤΑΡΟΛΟΓΙΚΑ
ΕΥΡΗΜΑΤΑ

ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ

Αρνητικά για 
δυσπλασία

CIN1 CIN 2 CIN 3 Σύνολο

Φυσιολογικά 45/45
(100%)

0/45
(0%)

0/45
(0%)

0/45
(0%)

45

ASCUS 57/73
(78.1%)

15/73
(20.5%)

1/73
(1.4)

0/73
(0%)

73

LGSIL 0/156
(0%)

153/156
(98%)

2/156
(1.3%)

1/156
(0.6%)

156

HGSIL 0/51
(0%)

0/51
(0%)

40/51
(78.4%)

11/51 
(21.6%)

51

Σύνολο 102/325
(31.4%)

168/325
(51.7)

43/325
(13.2%)

12/325
(3.7%)

325
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2.2.11 Ανίχνευση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (Human
PapillomaVirus-HPV) στα τραχηλικά επιχρίσματα και συσχέτιση με τα 

κυτταρολογικά ευρήματα.
Από την ανάλυση των τραχηλικών επιχρισμάτων για την ανίχνευση του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων {Human PapillomaVirus-HPV) προέκυψαν τα παρακάτω 

αποτελέσματα. Από το σύνολο των τραχηλικών επιχρισμάτων που μελετήθηκαν, η 

παρουσία του ιού HPV ανιχνεύτηκε σε 245 από τα 325, ποσοστό 75.4%. Αναλυτικότερα 

σε 10 από τα 45 φυσιολογικά (ποσοστό 22.2%) και σε 235 από τα 280 παθολογικά 

δείγματα (ποσοστό 84%) που μελετήθηκαν βρέθηκαν θετικά στη μόλυνση. Τα στελέχη 

υψηλού κινδύνου HPV-16, 18, 31, 33, 45, 61 και 58 ανιχνεύτηκαν σε 105 από τα 280 

παθολογικά τραχηλικά επιχρίσματα (ποσοστό 37.5%) και σε 2 από τα 45 φυσιολογικά 

επιχρίσματα (ποσοστό 4.4%). Αντίστοιχα, τα στελέχη χαμηλού κινδύνου HPV-6, 11, 53, 

54, CP141, CP8304 ανιχνεύτηκαν σε 85 από τα 280 παθολογικά τραχηλικά επιχρίσματα 

(ποσοστό 30.3%) και σε 8 από τα 45 φυσιολογικά επιχρίσματα (ποσοστό 17.7%). Σε 

τριάντα πέντε (35) από τα 280 παθολογικά τραχηλικά επιχρίσματα (ποσοστό 12.5%) 

ανιχνεύτηκαν στελέχη του ιού που δεν ήταν δυνατή η ταυτοποίησή τους (unclassified), 

ενώ 55 από τα 280 (19.6%) ήταν αρνητικά για τον ιό. Στα περισσότερα τραχηλικά 

επιχρίσματα ανιχνεύτηκε ένα μόνο στέλεχος του ιού, ενώ σε μόνο 5 από τα 245, 

(ποσοστό 2%), ανιχνεύτηκαν πολλαπλές μολύνσεις με δύο στελέχη του ιού. Το στέλεχος 

του ιού HPV-16 εντοπίστηκε με τη μεγαλύτερη συχνότητα σε 51 από το σύνολο των 325 

δειγμάτων που μελετήθηκαν (ποσοστό 15.7%). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 5.

Από την στατιστική επεξεργασία των παραπάνω δεδομένων παρατηρήθηκε 

συσχέτιση των θετικά μολυσμένων δειγμάτων με τα κυτταρολογικά ευρήματα. 

Ειδικότερα, η παρουσία των στελεχών υψηλού κινδύνου (high risk HPV types) 

συσχετίστηκε με τα τραχηλικά επιχρίσματα που φέρουν υψηλού βαθμού δυσπλασία 

(HGSIL) (ρ<0.05), ενώ τα στελέχη χαμηλού κινδύνου (low risk HPV types) με τα 

τραχηλικά επιχρίσματα που φέρουν χαμηλού βαθμού δυσπλασία (LGSIL) (ρ<0.05).
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Πίνακας 5: Συνοπτική παρουσίαση των τραχηλικών επιχρισμάτων ανάλογα με την μόλυνση από 
τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων.

ΚΥΤΤΑΡΟΛΟΓΙΚΑ
ΕΥΡΗΜΑΤΑ

ΜΟΛΥΝΣΗ ΜΕ ΤΟΝ ΙΟ HPV

Αρνητικά Στελέχη
χαμηλού
κινδύνου
6, 11,
53, 54 

CP141, 
CP 8304

Στελέχη
υψηλού

κινδύνου
16, 18, 
31,33,
35, 39,
45,
58,61,

Μη
ταυτοποιημένα

στελέχη

Σύνολο

Φυσιολογικά 35/45
(77.8%)

8/45
(17.8%)

2/45
(4.4%)

0/45
(0%)

45

ASCUS 25/73
(34.2%)

28/73
(38.4%)

11/73
(15.1%)

9/73
(12.3%)

73

LGSIL 30/156
(12.8%)

45/156
(25.6%)

57/156
(36.5%)

24/156
(15.4%)

156

HGSIL 0/51
(0%)

12/51
(23.5%)

37/51
(72.5%)

2/51
(4%)

51

Σύνολο 90/325
(27.6%)

93/325
(28.6%)

107/325
(33%)

35/325
(10.8%)

325
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2.2.12 Ανίχνευση της ενεργότητας του ένζυμου της τελομεράσης με τη μέθοδο 
TRAP (Telomeric Repeat Protocol Assay) και συσχέτιση με τα 

κυτταρολογικά ευρήματα και τη μόλυνση με τον ιό των ανθρώπινων 
θηλωμάτων.

Από το σύνολο των 325 δειγμάτων που μελετήθηκαν, η ενεργότητα του ενζύμου 

της τελομεράσης ανιχνεύτηκε σε 89 από τα 280 παθολογικά τραχηλικά επιχρίσματα 

(ποσοστό 31.7%), ενώ δεν παρατηρήθηκε ενεργότητα του ενζύμου σε κανένα από τα 

φυσιολογικά. Αναλυτικότερα η τελομεράση ανιχνεύτηκε σε 8 από τα 73 ASCUS δείγματα 

(ποσοστό 10%), σε 47 από τα 156 LGSIL δείγματα (ποσοστό 30%) και σε 34 από τα 51 

HGSIL (ποσοστό 67%). Τα αποτελέσματα της ανίχνευσης της ενεργότητας του ενζύμου 

της τελομεράσης συσχετίστηκαν με τα κυτταρολογικά ευρήματα και διαπιστώθηκε 

συσχέτιση της ενεργότητας της τελομεράσης με τα τραχηλικά επιχρίσματα στα οποία 

εντοπίζονται υψηλού βαθμού δυσπλασίες (HGSIL) (ρ<0.01)(Διάγραμμα 1).

Διάγραμμα 1; Συσχέτιση της ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης (TRAP) με 

τα κυτταρολογικά ευρήματα.

Η ενεργότητα του ενζύμου της τελομεράσης συσχετίστηκε και με την παρουσία 

του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων. Αναλυτικότερα η τελομεράση ανιχνεύτηκε σε 73 

από τις 143 (ποσοστό 51.3%) περιπτώσεις μόλυνσης με τα στελέχη υψηλού κινδύνου 

HPV-16, 18, 61 και 31 και σε 14 από τις 102 (ποσοστό 14%) περιπτώσεις μόλυνσης με

στελέχη χαμηλού κινδύνου και με μη τυποποιημένα. Μόνο σε 2 περιπτώσεις τραχηλικών
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επιχρισμάτων αρνητικών για μόλυνση με τον ιό HPV, ανιχνεύτηκε η ενεργότητα του 

ενζύμου της τελομεράσης (Διάγραμμα 2).

S χ Μ Μ
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ΟΜ
Ο
π.

LU
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ΚΙΝΔΥΝΟΥ ΚΙΝΔΥΝΟΥ

HPV ΜΟΛΥΝΣΗ

Διάγραμμα 2: Συσχέτιση της έκφρασης της τελομεράσης με την παρουσία του ιού HPV.

Από τα παραπάνω διαπιστώνεται στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ της 

έκφρασης της τελομεράσης και της μόλυνσης με τον ιό HPV, κυρίως με τα στελέχη 

υψηλού κινδύνου (ρΟ.ΟΟΙ).

Στην Εικόνα 18 απεικονίζεται η ανίχνευση της ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης 

με τη μέθοδο TRAP σε ενδεικτικά τραχηλικά επιχρίσματα μολυσμένα και μη μολυσμένα 

με τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων. Τα δείγματα διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση 

σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και στην εικόνα παρατηρείται η χαρακτηριστική 

τελομερική κλίμακα (ladder) 6 bp στα θετικά για την ενεργότητα του ενζύμου τραχηλικά 

επιχρίσματα.
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Εικόνα 18: Ανίχνευση της ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης με τη μέθοδο TRAP σε 

τραχηλικά επιχρίσματα μολυσμένα και μη μολυσμένα με τον ιό HPV Μ: μάρτυρας, Στήλη 1: θετικό 

δείγμα υψηλής έκφρασης (διατίθεται από το kit), Στήλη 2: θετικό δείγμα χαμηλής έκφρασης 

(διατίθεται από το kit), Στήλη 3: Θετικό δείγμα μολυσμένο με τον ιό HPV-16, Στήλη 4: Θετικό 

δείγμα μολυσμένο με τον ιό HPV-18, Στήλη 5: Αρνητικό δείγμα μολυσμένο με τον ιό HPV-54 και 

Στήλη 6:Αρνητικό φυσιολογικό δείγμα.
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2.2.13 Ανίχνευση των mRNA μεταγραφών της καταλυτικής υπομονάδας της 
τελομεράσης (hTERT) με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (RT-PCR) και συσχέτιση με τα κυτταρολογικά ευρήματα 
και τη μόλυνση με τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων.

Η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT 

mRNA) ανιχνεύτηκε σε συνολικά 113 από τα 280 (ποσοστό 40.3%) παθολογικά 

τραχηλικά επιχρίσματα, ενώ δεν ανιχνεύτηκε σε φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα. 

Αναλυτικότερα, η έκφραση της παρατηρήθηκε 12 από τα 73 (ποσοστό 16.4%) ASCUS, 

σε 57 από τα 156 LGSIL (ποσοστό 36.5%) και σε 44 από τα 51 (ποσοστό 87.5%) 

τραχηλικά επιχρίσματα με υψηλού βαθμού δυσπλασίες (HGSIL) (Διάγραμμα 3). Από τα 

113 τραχηλικά επιχρίσματα που βρέθηκαν θετικά για την έκφραση της hTERT, τα 84 

ήταν θετικά και για την ενεργότητα του ενζύμου, ταύτιση σε ποσοστό 74.5%.

Διάγραμμα 3: Συσχέτιση των κυτταρολογικών ευρημάτων με την ανίχνευση των mRNA 

μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT).

Η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης ανιχνεύτηκε σε 93 

από τις 143 (ποσοστό 65%) περιπτώσεις με μόλυνση με τα στελέχη υψηλού κινδύνου 

HPV-16, 18, 61 και 31 και σε 19 από τις 102 (ποσοστό 19%) περιπτώσεις με μόλυνση 

με στελέχη χαμηλού κινδύνου (Διάγραμμα 4).

93

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



Διάγραμμα 4: Συσχέτιση της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

με την παρουσία του ιού HPV.

Η ανίχνευση των mRNA μεταγραφών της καταλυτικής υπομονάδας του ενζύμου 

της τελομεράσης συσχετίστηκε τόσο με υψηλού βαθμού δυσπλασίες (HGSIL) (ρ<0.01) 

όσο και με τη μόλυνση με στελέχη του ιού HPV, κυρίως με τα στελέχη υψηλού κινδύνου 

(ρ<0.001).

Στην εικόνα 19 απεικονίζεται η ανίχνευση της έκφρασης της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης σε ενδεικτικά δείγματα θετικά για τη μόλυνση με το ιό των 

ανθρώπινων θηλωμάτων. Η παρουσία της ζώνης των 142bp δηλώνει ότι το δείγμα είναι 

θετικό για την ανίχνευση του mRNA της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

(hTERT). Η παρουσία της ζώνης των 200bp αντιστοιχεί στην έκφραση του γονιδίου 

αναφοράς RARa πιστοποιώντας την καλή ποιότητα του RNA.
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1 2 3 4 5 6 7 8

Εικόνα 19: RT-PCR για την ανίχνευση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

(hTERT) (142bp) σε δείγματα αρνητικά και θετικά για τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων 

(HPV) (Α) σε σχέση με το γονίδιο αναφοράς RARa (200bp) (Β). Στήλη 1 και 2: Στήλη θετικό 

για HPV-16, Στήλη 3: Φυσιολογικό αρνητικό δείγμα, Στήλη 4: Δείγμα θετικό για HPV-45, 

Στήλη 5: Δείγμα θετικό για HPV-58, Στήλη 6: Δείγμα θετικό για HPV-61, Στήλη 7: Δείγμα 

θετικό για HPV-6b, Στήλη 8: Δείγμα θετικό για HPV-6-αρνητικό στην hTERT.
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2.2.14 Ποσοτικοποίηση των mRNA μεταγραφών της καταλυτικής υπομονάδας 

της τελομεράσης (hTERT) με την τεχνική της ποσοτικής PCR και 
συσχέτιση με τα κυτταρολογικά ευρήματα και τη μόλυνση με τον ιό των 
ανθρώπινων θηλωμάτων

Ποσοτικός προσδιορισμός της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας 

πραγματοποιήθηκε σε 126 από το σύνολο των 280 (ποσοστό 45%) παθολογικών 

τραχηλικών επιχρισμάτων και σε 9 από τα 45 (ποσοστό 20%) φυσιολογικά. 

Αναλυτικότερα, ανίχνευση και ποσοτικοποίηση της έκφρασης της hTERT παρατηρήθηκε 

σε 15 από τα 73 ASCUS (ποσοστό 20.5%), σε 62 από τα 156 LGSIL (ποσοστό 39.7%), 

και σε 49 από τα 51 τραχηλικά επιχρίσματα με HGSIL (ποσοστό 96%)(Διάγραμμα 5).

Διάγραμμα 5: Συσχέτιση των κυτταρολογικών ευρημάτων με τον ποσοτικό προσδιορισμό 

των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης 

(hTERT).

Στον Πίνακα 6 και στο Διάγραμμα 6 παρουσιάζονται συγκριτικά τα αποτελέσματα 

της ανίχνευσης του ενζύμου της τελομεράσης, της ανίχνευσης των mRNA μεταγράφων 

της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT) και του ποσοτικού 

προσδιορισμού των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας.
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Πίνακας 6: Συγκριτικός πίνακας ανίχνευσης του ενζύμου της τελομεράσης, της ανίχνευσης των 

mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης και του 

ποσοτικού προσδιορισμού των πιΡΝΑ μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας.

Κυτταρολογικά

ευρήματα
Ανίχνευση της 
τελομεράσης 

(TRAP)

Ανίχνευση των 

mRNA μεταγράφων 

της καταλυτικής 

υπομονάδας της 

τελομεράσης (hTERT)

Ποσοτικός 

προσδιορισμός των 

mRNA μεταγράφων της 

καταλυτικής 

υπομονάδας της 

τελομεράσης (hTERT)

0/45 0/45 9/45
Φυσιολογικά

(0%) (0%) (20%)

8/73 12/73 15/73
ASCUS

(10%) (16.4%) (20.5%)

47/156 57/156 62/156
LGSIL

(30%) (36.5%) (39.7%)

34/51 44/51 49/51
HGSIL

(67%) (87.5%) (96%)

89/325 113/325 135/325
Σύνολο

(27.3%) (34.7%) (41.5%)
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Διάγραμμα 6: Συγκριτικό διάγραμμα ανίχνευσης του ενζύμου της τελομεράσης, της ανίχνευσης 

των mRNA μεταγραφών της καταλυτικής υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης και του 

ποσοτικού προσδιορισμού των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας. Με κίτρινο 

χρώμα απεικονίζεται το ποσοστό των τραχηλικών επιχρισμάτων που βρέθηκαν θετικά στην 

ενεργότητα του ενζύμου μέσω της μεθόδου TRAP, με κόκκινο το ποσοστό των τραχηλικών 

επιχρισμάτων που βρέθηκαν θετικά στην ανίχνευση των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής 

υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης και με μπλε χρώμα το ποσοστό των τραχηλικών 

επιχρισμάτων που βρέθηκαν θετικά στον ποσοτικό προσδιορισμό των των mRNA μεταγράφων 

της καταλυτικής υπομονάδας (hTERT).

Οι διαφορές στη μέση τιμή έκφρασης της hTERT (λόγος του αριθμού των mRNA 

μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης προς τον αριθμό των mRNA 

μεταγράφων του γονιδίου PBGD) σε κάθε μία από τις τέσσερις κυτταρολογικές ομάδες 

ήταν στατιστικά σημαντική. Η μέση τιμή έκφρασης των mRNA μεταγράφων στα 

φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα ήταν 0.11 (SEM=0.03, εύρος 0 - 0.8), στα τραχηλικά 

επιχρίσματα με ASCUS 0.23 (SEM=0.04, εύρος από 0 έως 1.6), στα αντίστοιχα LGSIL 

0.75 (SEM=0.1, εύρος από 0 έως 4.5) και στα HGSIL 2.5 (SEM=0.17 εύρος από 0 έως 

5.2). Στατιστικά σημαντική διαφορά στα επίπεδα έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας 

της τελομεράσης παρατηρήθηκε μεταξύ των φυσιολογικών και των τραχηλικών 

επιχρισμάτων με χαμηλού βαθμού δυσπλασίες (LGSIL)(p<0.001), μεταξύ των 

φυσιολογικών και των τραχηλικών επιχρισμάτων με υψηλού βαθμού δυσπλασίες 

(HGSIL)(p<0.001), μεταξύ των τραχηλικών επιχρισμάτων με άτυπα πλακώδη κύτταρα
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απροσδιορίστου σημασίας (ASCUS) και των τραχηλικών επιχρισμάτων με χαμηλού 

βαθμού δυσπλασίες (LGSIL)(p<0.05), μεταξύ των τραχηλικών επιχρισμάτων με άτυπα 

πλακώδη κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας (ASCUS) και των τραχηλικών 

επιχρισμάτων με υψηλού βαθμού δυσπλασίες (HGSIL)(p<0.001) καθώς και μεταξύ των 

τραχηλικών επιχρισμάτων με χαμηλού βαθμού δυσπλασίες (LGSIL) και των τραχηλικών 

επιχρισμάτων με υψηλού βαθμού δυσπλασίες (HGSIL)(p<0.001). Δεν παρατηρήθηκε 

στατιστικά σημαντική διαφορά στα επίπεδα έκφρασης μεταξύ των φυσιολογικών και των 

τραχηλικών επιχρισμάτων με άτυπα πλακώδη κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας 

(ASCUS) (ρ>0.05) (Διάγραμμα 7).

Διάγραμμα 7: Μέση τιμή των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης (λόγος του αριθμού των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης προς τον αριθμό των mRNA μεταγραφών του γονιδίου PBGD) ανάλογα με τα 

κυτταρολογικά ευρήματα.

Τα επίπεδα έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

συσχετίστηκαν με την παρουσία του ιού HPV. Η μέση τιμή των επιπέδων έκφρασης της 

hTERT ήταν 0.62 (SEM=0.13, εύρος από 0 έως 4.4) σε τραχηλικά επιχρίσματα στα 

οποία ανιχνεύτηκαν στελέχη χαμηλού κινδύνου του ιού HPV, 2.35 (SEM=0.17, εύρος 

από 0 έως 5.2) σε τραχηλικά επιχρίσματα στα οποία ανιχνεύτηκαν στελέχη υψηλού 

κινδύνου του ιού HPV, 0.16 (SEM=0.04, εύρος από 0 έως 1.3) σε τραχηλικά επιχρίσματα 

στα οποία ανιχνεύτηκαν μη τυποποιημένα στελέχη του ιού HPV and 0.04 (SEM=0.01, 

εύρος από 0 έως 0.6) σε τραχηλικά επιχρίσματα στα οποία δεν ανιχνεύτηκε ο ιός HPV. Η
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μέση τιμή των επιπέδων έκφρασης της hTERT στα τραχηλικά επιχρίσματα μολυσμένα 

με στελέχη υψηλού κινδύνου ήταν κατά μέσο όρο 4 φορές υψηλότερη σε σύγκριση με 

την αντίστοιχη στα χαμηλού κινδύνου στελέχη, 17 φορές υψηλότερη σε σύγκριση με την 

αντίστοιχη στα μη τυποποιημένα στελέχη και 72 φορές υψηλότερη σε σύγκριση με την 

αντίστοιχη στα αρνητικά για τον ιό τραχηλικά επιχρίσματα. Στατιστικά σημαντική 

διαφορά παρατηρήθηκε στα επίπεδα έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης μεταξύ των τραχηλικών επιχρισμάτων μολυσμένων με στελέχη υψηλού 

κινδύνου και των αντίστοιχων μολυσμένων με στελέχη χαμηλού κινδύνου του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων (ρ<0.001), καθώς και μεταξύ των παραπάνω ομάδων και των 

αρνητικών για τη μόλυνση τραχηλικών επιχρισμάτων. Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σημαντικές διαφορές μεταξύ των τραχηλικών επιχρισμάτων που ήταν μολυσμένα με μη 

τυποποιημένα στελέχη και των αντίστοιχων αρνητικών, καθώς και μεταξύ των 

τραχηλικών επιχρισμάτων που ήταν μολυσμένα με μη τυποποιημένα στελέχη και των 

αντίστοιχων με χαμηλού κινδύνου στελέχη (Διάγραμμα 8).

Διάγραμμα 8: Μέση τιμή των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης (λόγος του αριθμού των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης προς τον αριθμό των mRNA μεταγράφων του γονιδίου PBGD) ανάλογα με την 

μόλυνση με τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων.
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2.2.15 Ποσοτικοποίηση του ιικού φορτίου του στελέχους 16 του ιού των 
ανθρώπινων θηλωμάτων με την τεχνική της ποσοτικής PCR και 

συσχέτιση με τα κυτταρολογικά ευρήματα.

Το ιϊκό φορτίο του ιού HPV-16 ανιχνεύτηκε και ποσοτικοποιήθηκε σε 52 από τα 

58 (89.6%) δείγματα μολυσμένα με το στέλεχος 16 του ιού των ανθρώπινων 

θηλωμάτων. Αναλυτικότερα, από τα 52 τραχηλικά επιχρίσματα, τα 30 ανήκουν στην 

κατηγορία HGSIL, τα 20 ανήκουν στην κατηγορία LGSIL και μόνο τα 2 στην κατηγορία 

ASCUS. Σε έξι από τα δείγματα δεν ήταν δυνατόν να πραγματοποιηθεί η 

ποσοτικοποίηση λόγω χαμηλής συγκέντρωσης του DNA και για αυτό και εξαιρέθηκαν 

από τη διαδικασία ποσοτικοποίησης του ιϊκού φορτίου. Η ποσότητα του ιϊκού φορτίου 

του στέλεχους 16 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων κάλυπτε ένα μεγάλο εύρος, από 

ΙΟ3 έως ΙΟ7 αντίγραφα σε κάθε pg του κυτταρικού DNA. Στην Εικόνα 20 παρατηρείται η 

πρότυπη καμπύλη με τις διαδοχικές αραιώσεις από ΙΟ7 έως 101, βάση της οποίας 

πραγματοποιήθηκε ο ποσοτικός προσδιορισμός του ιϊκού φορτίου των τραχηλικών 

επιχρισμάτων μολυσμένων με το στέλεχος 16 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων, ενώ 

ταυτόχρονα παρατηρείται ο ποσοτικός προσδιορισμός δύο αντιπροσωπευτικών 

δειγμάτων, ενός με υψηλού βαθμού δυσπλασία (κόκκινο βέλος) και ενός άλλου με 

χαμηλού βαθμού δυσπλασία (μπλε βέλος).

Εικόνα 20: Ποσοτικοποίηση του ιικού φορτίου του στελέχους 16 του ιού των ανθρώπινων 

θηλωμάτων με την τεχνική της ποσοτικής PCR. Διάγραμμα από το Light Cycler (συσκευή 

ποσοτικού PCR).
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Η μέση τιμή των επιπέδων του DNA του ιϊκού φορτίου ανά pg του κυτταρικού 

DNA ήταν 0.76χ106 (SEM=0.37x106, εύρος από 0.0016 χΙΟ6 έως 9.98x10®). 

Αναλυτικότερα, η μέση τιμή του DNA του ιϊκού φορτίου ανά pg στα τραχηλικά 

επιχρίσματα που ανήκουν στην κατηγορία ASCUS ήταν 0.03 χΙΟ6 (SEM=0.0004x10® , 

εύρος από 0.0016x10® έως 0.0034 χΙΟ6), στα LGSIL ήταν 0.2χ106 (SEM=0.075x10®, 

εύρος από 0.0028x10® έως 1.24x10®) και στα HGSIL 1.18x10® (SEM= 0.4x10® εύρος 

από 0.04x10® έως 9.98x10®) αντίστοιχα. Παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές 

διαφορές στην ποσότητα του ιϊκού φορτίου και στις κατηγορίες των κυτταρολογικών 

ευρημάτων. Η μέση τιμή των επιπέδων του DNA του ιϊκού φορτίου ανά pg 

παρατηρήθηκε ότι ήταν στα HGSIL 6 φορές υψηλότερη συγκριτικά με την αντίστοιχη στα 

LGSIL και 60 φορές υψηλότερη συγκριτικά με την αντίστοιχη στα ASCUS. 

Συμπερασματικά, παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων του DNA του ιϊκού φορτίου ανά 

pg αυξανόμενης της κυτταρικής δυσπλασίας από χαμηλό σε υψηλό βαθμό δυσπλασίας 

(Kruskal-Wallis test, ρθ.001) (Διάγραμμα 9).

Διάγραμμα 9: Μέση τιμή των επιπέδων των επιπέδων του DNA του ιϊκού φορτίου ανά pg 

κυτταρικού DNA σε σχέση με τα κυτταρολογικά ευρήματα.
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2.2.16 Συσχέτιση της ποσοτικοποίησης του ιικού φορτίου και της 

ποσοτικοποίησης των mRNA μεταγραφών της καταλυτικής υπομονάδας 
της τελομεράσης (hTERT)

Στο σύνολο των δειγμάτων (52/52) που ποσοτικοποιήθηκαν για το ιϊκό φορτίο 

του στελέχους 16 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων, πραγματοποιήθηκε και 

ποσοτικός προσδιορισμός της έκφρασης των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής 

υπομονάδας της ανθρώπινης τελομεράσης (hTERT). Η μέση τιμή των επιπέδων 

έκφρασης της hTERT στα παραπάνω δείγματα ήταν 2.2 (SEM=0.15, εύρος από 0.45 

έως 5.2). Παρατητήθηκε στατιστικά σημαντική θετική συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων 

έκφρασης της hTERT και του ιϊκού φορτίου του στελέχους 16. (Pearson correlation, 

r=0.52, ρ<0.001) (Διάγραμμα 10).

Διάγραμμα 10: Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης με το ιϊκό φορτίο του στελέχους 16 του ιού HPV.
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2.2.17 Ανίχνευση των Ε6 και Ε7 mRNA μεταγραφών του ιού των ανθρώπινων 
θηλωμάτων (HPV) με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (RT-PCR) και συσχέτιση με τον ποσοτικό προσδιορισμό 
του DNA του HPV-16, καθώς και με την ανίχνευση και τον ποσοτικό 

προσδιορισμό της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης.

Στα 58 τραχηλικά επιχρίσματα που ήταν θετικά στο στέλεχος 16 του ιού HPV και 

στον ποσοτικό προσδιορισμό της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

πραγματοποιήθηκε ανίχνευση των Ε6 και Ε7 mRNA μεταγράφων του ιού με την τεχνική 

της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (RT-PCR). Ανίχνευση των μεταγράφων 

του mRNA του HPV που κωδικοποιούν για τις ογκοπρωτεϊνες Ε6 και Ε7 (Ε6/Ε7±Ε6*) 

παρατηρήθηκε σε 40/58 (ποσοστό 68.9%), ενώ στα 28/58 (ποσοστό 48.3%) 

ανιχνεύτηκαν τα μετάγραφα Ε6*Ι και Ε6ΊΙ που κωδικοποιούν για την ογκοπρωτεΐνη Ε7. 

Η έκφραση των μεταγράφων που κωδικοποιούν τις ογκοπρωτεϊνες Ε6 και Ε7 

συσχετίστηκε με την έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας (ρ<0.05).

Διάγραμμα 11: Απεικόνιση των θετικών για τον ιό HPV-16 τραχηλικών επιχρισμάτων στα οποία 

ανιχνεύονται τα μετάγραφα των Ε6 και Ε7 του ιού HPV-16. Τα μετάγραφα Ε6 κωδικοποιούν για 

την ογκοπρωτεΐνη Ε6, ενώ τα Ε6Ί και Ε6ΊΙ κωδικοποιούν για την ογκοπρωτεΐνη Ε7.
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2.2.18 Μελέτη του προτύπου μεθυλίωσης του υποκινητή της καταλυτικής 
υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT) και συσχέτιση με τα 
κυτταρολογικά ευρήματα και την έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας 
της τελομεράσης.

Για τη μέτρηση του ποσοστού μεθυλίωσης στον υποκινητή του γονιδίου hTERT 

εφαρμόστηκε ποσοτική PCR με ειδικούς εκκινητές και ανιχνευτές υδρόλυσης. Η 

μεθυλίωση του DNA στον υποκινητή του γονιδίου της hTERT μελετήθηκε και 

ποσοτικοποιήθηκε σε συνολικά 80 τραχηλικά επιχρίσματα, 26 φυσιολογικά και 54 με 

κυτταρολογικά ευρήματα. Αναλυτικότερα, μεθυλίωση του DNA παρατηρήθηκε σε 7 από 

τις 26 (ποσοστό 26.6%) περιπτώσεις φυσιολογικών επιχρισμάτων, σε 9 από τις 18 

(ποσοστό 50%) περιπτώσεις των ASCUS, σε 19 από τις 28 (ποσοστό 68.2%) των 

LGSIL καθώς και σε 14 από 18 (ποσοστό 77.8%) των HGSIL. Η μέση τιμή των 

επιπέδων μεθυλίωσης που παρατηρήθηκε ήταν 0.8, 1.6, 3, και 4.6 σε φυσιολογικά, 

ASCUS, LGSIL και HGSIL αντίστοιχα (Διάγραμμα 12).

Διάγραμμα 12: Συσχέτιση της μέσης τιμής του σχετικού ποσοστού μεθυλίωσης του υποκινητή 

του γονιδίου με τα κυτταρολογικά ευρήματα.
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Παρατηρήθηκε συσχέτιση του βαθμού μεθυλίωσης και των κυτταρολογικών 

ευρημάτων. Αναλυτικότερα, η μεθυλίωση του υποκινητή μπορεί να διακρίνει τα 

φυσιολογικά κυτταρολογικά επιχρίσματα από τα αντίστοιχα με χαμηλού βαθμού 

δυσπλασία (ρ=0.05), τα φυσιολογικά από τα αντίστοιχα με υψηλού βαθμού 

δυσπλασία (ρ=0.012) και τα χαμηλού από τα υψηλού βαθμού (ρ=0.00) (Πίνακας 7).

Πίνακας 7: Συσχέτιση της μέσης τιμής του σχετικού ποσοστού μεθυλίωσης με τα κυτταρολογικά 

ευρήματα.

Μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου της καταλυτικής υπομονάδας της
τελομεράσης (hTERT)

Φυσιολογικά ASCUS LGSIL HGSIL
Μέση τιμή του 

σχετικού ποσοστού 
μεθυλίωσης 

(95% CI)

0.8
(0-1.13)

1.6
(0.2-3.2)

3
(0.25-4.8)

4.6
(0.9-7.14)

Φυσιολογικά - ρ=0.092 ρ=0.05 ρ=0.012

ASCUS ρ=0.05 - ρ=0.548 ρ=0.16

LGSIL ρ=0.548 ρ=0.548 - ρ=0.00

HGSIL ρ=0.012 ρ=0.16 ρ=0.05 -

Επιπρόσθετα, μελετήθηκε η συσχέτιση της έκφρασης της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης με το βαθμό μεθυλίωσης του υποκινητή. Δεν 

παρατηρήθηκε συσχέτιση μεταξύ των παραπάνω παραμέτρων σε φυσιολογικά 

επιχρίσματα (Pearson correlation, r=0.13, ρ=0.528), σε ASCUS (Pearson correlation, 

r=-0.09, p=0.722), σε LGSIL (Pearson correlation, r=0.04, p=0.841), σε HGSIL (Pearson 

correlation, r=-0.287, p=0.248) (Διαγράματα 13-16).

Τέλος, παρατηρήθηκε συσχέτιση μεταξύ του σχετικού ποσοστού μεθυλίωσης με 

την ηλικία των γυναικών (ρ<0.05).
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Διάγραμμα 13: Συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης και των επιπέδων μεθυλίωσης του υποκινητή του γονιδίου σε φυσιολογικά 

τραχηλικά επιχρίσματα.

Διάγραμμα 14: Συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης και των επιπέδων μεθυλίωσης του υποκινητή του γονιδίου σε τραχηλικά 

επιχρίσματα με άτυπα πλακώδη κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας (ASCUS).
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Διάγραμμα 15: Συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης και των επιπέδων μεθυλίωσης του υποκινητή του γονιδίου σε τραχηλικά 

επιχρίσματα με χαμηλού βαθμού δυσπλασίες (LGSIL).

Διάγραμμα 16: Συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης και των επιπέδων μεθυλίωσης του υποκινητή του γονιδίου σε τραχηλικά 

επιχρίσματα με υψηλού βαθμού δυσπλασίες (HGSIL).
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2.2.19 Αξιολόγηση των δοκιμασιών για τη χρήση τους ως πιθανοί

διαγνωστικοί δείκτες.
Προκειμένου να ελεγχθεί η κλινική χρησιμότητα της τελομεράσης και της 

καταλυτικής υττομονάδας της τελομεράσης (hTERT) καθώς και η ανίχνευση του ιού 

των ανθρώπινων θηλωμάτων για την κλινική αξιολόγηση των δυσπλασιών υψηλού 

βαθμού υπολογίστηκαν όλα τα χαρακτηριστικά των ανωτέρω διαγνωστικών 

δοκιμασιών.

Αναλυτικότερα, η ανίχνευση της ενεργότητας του ενζύμου της τελομεράσης 

για τα τραχηλικά επιχρίσματα με υψηλού βαθμού δυσπλασίες ως διαγνωστική 

δοκιμασία παρουσίασε ευαισθησία και αρνητική προγνωστική τιμή 62.5% και 96.7% 

αντίστοιχα, ενώ η ειδικότητα και η θετική προγνωστική τιμή ήταν 80.5% και 19.2%. Η 

ανίχνευση των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (RT-PCR) για τα 

τραχηλικά επιχρίσματα με υψηλού βαθμού δυσπλασίες ως διαγνωστική δοκιμασία 

έδειξε ευαισθησία και θετική προγνωστική τιμή 87.5% και 98.7%, ενώ η ειδικότητα 

και η θετική προγνωστική τιμή ήταν 76% και 21.2% αντίστοιχα. Ο ποσοτικός 

προσδιορισμός της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης με την τεχνική της 

ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (RT-PCR) παρουσίασε υψηλή 

ευαισθησία και αρνητική προγνωστική τιμή, 96% και 99% αντίστοιχα, ενώ η 

ειδικότητα και η θετική προγνωστική τιμή ήταν 72% και 36.2% αντίστοιχα. Ακόμη, η 

ανίχνευση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων στα τραχηλικά επιχρίσματα με 

υψηλού βαθμού δυσπλασίες παρουσίασε ευαισθησία και αρνητική προγνωστική τιμή 

100%, ειδικότητα 79% και θετική προγνωστική τιμή 52%. Τέλος, η ευαισθησία και η 

αρνητική προγνωστική τιμή της μεθυλίωσης του DNA του υποκινητή του γονιδίου 

της hTERT ήταν 77.8% και 87% ,ενώ η ειδικότητα και η θετική προγνωστική τιμή 

ήταν 43.5% και 28.5% αντίστοιχα. (Πίνακας 8).
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Πίνακας 8: Χαρακτηριστικά των διαγνωστικών δοκιμασιών για την κλινική αντιμετώπιση των 

γυναικών με υψηλού βαθμού δυσπλασίες (HGSIL).

Ευαισθησία Ειδικότητα

Θετική

Προγνωστική

Τιμή

Αρνητική

Προγνωστική

Τιμή

Ανίχνευση της 

τελομεράσης 

(TRAP)

62.5% 80.5% 19.2% 96.7%

Ανίχνευση των 

mRNA

μεταγράφων της 

καταλυτικής 

υπομονάδας της 

τελομεράσης 

(hTERT

87.5% 76% 21.2% 98.7%

Ποσοτικός 

προσδιορισμός 

των mRNA 

μεταγράφων της 

καταλυτικής 

υπομονάδας της 

τελομεράσης 

(hTERT)

96% 72% 36.2% 99%

Ανίχνευση των 

στελεχών υψηλού 

κινδύνου του ιού 

HPV

75% 68.5% 19.2% 97.4%

Μεθυλίωση του 

DNA του 

υποκινητή της 

καταλυτικής 

υπομονάδας της 

τελομεράσης

77.8% 43.5% 28.5% 87%
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2.3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Κατά τη διάρκεια της καρκινογένεσης σε διάφορους ιστούς,

συμπεριλαμβανομένου και του τραχήλου της μήτρας, παρατηρείται πλήθος μοριακών 

αλλαγών που οδηγούν στην απορρύθμιση ενός αριθμού γονιδίων μεταξύ των οποίων 

συγκαταλέγεται και η τελομεράση και, ειδικότερα, η καταλυτική της υπομονάδα (human 

telomerase reverse transcriptase-hTERT)207. Δεδομένου ότι τόσο οι παράγοντες όσο και 

οι μηχανισμοί που προκαλούν τις ογκογενετικές αλλαγές παραμένουν άγνωστοι, η 

παρούσα διατριβή σχεδιάστηκε για να μελετήσει τους παράγοντες, οι οποίοι συμβάλλουν 

στην ενεργοποίηση και διατήρηση της έκφρασης της τελομεράσης σε τραχηλικά 

επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων καθώς και τους πιθανούς 

μηχανισμούς ενεργοποίησης της.

2.3.1 Συσχέτιση ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV) με τα κυτταρολογικά
ευρήματα.
Στη συγκεκριμένη διατριβή μελετήθηκε η παρουσία του ιού των ανθρώπινων 

θηλωμάτων (HPV) σε τραχηλικά επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων 

προκειμένου να διαπιστωθεί πιθανή συσχέτιση του ιού με τα κυτταρολογικά ευρήματα. 

Αναλυτικότερα, παρατηρήθηκε ότι η παρουσία στελεχών υψηλού κινδύνου του ιού HPV 

σχετίζεται με υψηλού βαθμού δυσπλασίες, ενώ η παρουσία στελεχών χαμηλού κινδύνου 

με χαμηλού βαθμού. Αυτά τα συμπεράσματα τονίζουν την ογκογενετική ικανότητα 

συγκεκριμένων στελεχών του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων και επιβεβαιώνουν το 

ρόλο του ιού στην ανάπτυξη δυσπλασιών και πιθανά καρκίνου του τραχήλου της 

μήτρας. Ο ιός των ανθρώπινων θηλωμάτων έχει ανιχνευτεί περίπου στο 93% των 

περιπτώσεων καρκίνου και έχει προταθεί ότι αποτελεί βασικό παράγοντα εκδήλωσης 

ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας (CIN)149. Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας εμφανίζεται 

στην πλακωδοκυλινδρική σύνδεση της ζώνης μετάπλασης όπου τα μονόστιβα 

κυλινδρικά (αδενικά) επιθηλιακά κύτταρα του ενδοτραχήλου συναντώνται με τις 

στοιβάδες των πλακωδών επιθηλιακών κυττάρων του εξωτραχήλου (πολύστιβο 

πλακώδες επιθήλιο). Ερευνητικά δεδομένα τονίζουν ότι η μόλυνση με τον ιό 

παρατηρείται σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις καρκίνου, οι ογκοπρωτεΐνες εκφράζονται 

κατά τη διάρκεια της νόσου και η παρουσία του ιού αυξάνει τον κίνδυνο εκδήλωσης της 

νόσου. Το γεγονός ότι σε διαγονιδιακά ποντίκια η μόλυνση με στελέχη υψηλού κινδύνου 

οδήγησε στην ανάπτυξη καρκίνου, επιβεβαιώνει το σημαντικό ρόλο του ιού στην 

ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της μήτρας208.
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Εττιδημιολογικές μελέτες έχουν αναδείξει την ύπαρξη συγκεκριμένων στελεχών 

του ιού, τα οποία παρουσιάζουν μεγαλύτερη συχνότητα εμφάνισης τόσο στις 

δυσπλασίες όσο και στις περιπτώσεις καρκίνου209. Το στέλεχος 16 εχει ανιχνευτεί 

περίπου στο 50% των περιπτώσεων καρκίνου, ενώ το στέλεχος 18 περίπου σε ποσοστό 

15%. Τα υπόλοιπα στελέχη εμφανίζονται σε χαμηλότερα ποσοστά149. Στη συγκεκριμένη 

μελέτη παρατηρήσαμε ότι τα στελέχη 16, 18, 31, 33, 45, 61 και 58 ανιχνεύτηκαν σε 

μεγαλύτερο ποσοστό σε τραχηλικά επιχρίσματα με υψηλού βαθμού δυσπλασία, με πιο 

συχνό στέλεχος το 16, γεγονός που έχει παρατηρηθεί και σε άλλες μελέτες209, χωρίς 

ωστόσο να μην υπάρχουν και περιπτώσεις ανίχνευσή τους σε φυσιολογικά επιχρίσματα. 

Η παρουσία των στελεχών αυτών είναι δυνατόν να καθορίσει την εξέλιξη μιας 

δυσπλασίας και για αυτό άλλωστε κρίνεται σχεδόν απαραίτητη η ανίχνευση και 

τυποποίηση των στελεχών στις περιπτώσεις τραχηλικών δυσπλασιών. Έχει βρεθεί ότι 

γυναίκες που έχουν μολυνθεί με στελέχη υψηλού κινδύνου και δεν παρουσιάζουν 

κυτταρολογικά ευρήματα, αν η μόλυνση παραμείνει, σε περίπου 4 χρόνια θα 

εκδηλώσουν CIN 2 ή CIN 3, ενώ,αντίθετα, γυναίκες με ASCUS ή LGSIL που δεν έχουν 

μολυνθεί με στελέχη υψηλού κινδύνου, είναι αδύνατο σε διάστημα δύο χρόνων να 

αναπτύξουν CIN 2/3 και είναι πιθανόν μετά από δύο χρόνια να επανέλθουν σε 

φυσιολογική κατάσταση149.

Η μόλυνση με το ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων πιθανότατα αποτελεί την 

αρχική αιτία για συνεχείς γενετικές μεταβολές είτε μέσω μηχανισμών που σχετίζονται με 

την απευθείας ενσωμάτωση του ιϊκού γονιδιώματος στο DNA των προσβαλλόμενων 

κυττάρων, είτε μέσω αλληλεπιδράσεων με κυτταρικές πρωτεΐνες, είτε με συνδυασμό και 

των δύο. Το αποτέλεσμα είναι η ανάπτυξη δυσπλασιών καθώς και καρκίνου του 

τραχήλου της μήτρας. Ωστόσο, τόσο τα μονοπάτια που οδηγούν στην εξέλιξη της νόσου 

όσο ο ακριβής ρόλος της μόλυνσης των ιών των ανθρώπινων θηλωμάτων δεν έχουν 

αποσαφηνιστεί ακόμη. Αν λάβουμε υπόψη και το γεγονός ότι έχει παρατηρηθεί να 

υπάρχει μια ασυμφωνία μεταξύ των γυναικών που έχουν μολυνθεί με τον ιό και αυτών 

που τελικά θα αναπτύξουν νεοπλασία του τραχήλου της μήτρας, διαπιστώνουμε ότι 

κρίνεται απαραίτητη η μελέτη των μηχανισμών που συμβάλλουν στην ανάπτυξη 

δυσπλασιών και πιθανότατα σχετίζονται με το ρόλο της μόλυνσης από τον ιό των 

ανθρώπινων θηλωμάτων με σκοπό την καλύτερη κλινική αντιμετώπιση των γυναικών με 

δυσπλασία του τραχήλου της μήτρας.
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2.3.2 Μελέτη της τελομεράσης και της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης.
Ερευνητικά δεδομένα υποστηρίζουν το θεμελιώδη ρόλο της τελομεράσης στη 

διαδικασία της καρκινογένεσης210. Παρόλο που για τον καρκίνο του τραχήλου της 

μήτρας, η τελομεράση μπορεί να αποτελέσει έναν ικανοποιητικό δείκτη κακοήθειας211, ο 

ρόλος της τελομεράσης σε προκαρκινικές ή προδυσπλασιακές διαδικασίες δεν έχει 

αποσαφηνιστεί πλήρως192. Προκειμένου να κατανοηθεί πληρέστερα ο ρόλος της 

τελομεράσης στην καρκινογένεση και να ελεγχθεί η δυνατότητα χρησιμοποίησης της ως 

διαγνωστικός ή προγνωστικός δείκτης κρίνεται αναγκαία η μελέτη μηχανισμών που 

ενεργοποιούν ή καταστέλλουν την έκφρασή της.

Η τελομεράση, όπως έχει ήδη αναφερθεί, αποτελείται από μία RNA υπομονάδα 

που περιέχει μια RNA αλληλουχία συμπληρωματική με την ακολουθία των τελομερών 

(TTTAGGG)n που ονομάζεται hTR και από μία καταλυτική υπομονάδα γνωστή ως 

hTERT. Ο Takamura και οι συν50 παρατήρησαν συσχέτιση της ενεργότητας του ένζυμου 

και της καταλυτικής υπομονάδας χρησιμοποιώντας την τεχνική της αντίστροφης 

μεταγραφής (RT-PCR). Αντίθετα, η μελέτη της RNA υπομονάδας με την ίδια μέθοδο 

έδειξε ότι η ανίχνευση της δεν είναι ειδική για την κλινική χρησιμότητά της σε ασθένειες 

του τραχήλου της μήτρας50,186. Παρομοίως και οι συσχετιζόμενες με την τελομεράση 

πρωτεΐνες (TP1/TLP1) εκφράζονται ευρέως τόσο σε καρκινικά όσο και σε φυσιολογικά 

τραχηλικά επιχρίσματα, με αποτέλεσμα να μη μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως πιθανοί 

διαγνωστικοί δείκτες. Σχετικές μελέτες έχουν δείξει ότι τόσο η hTR όσο και η ΤΡ1 

εκφράζονται τόσο σε φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα σε ποσοστά από 71% έως 

100%, όσο και σε παθολογικά σε ποσοστά από 43% έως 100%50,212'214.

Για τη μελέτη της τελομεράσης σε τραχηλικά επιχρίσματα με ποικιλία 

κυτταρολογικών ευρημάτων ακολουθήσαμε τρεις πειραματικές προσεγγίσεις: η πρώτη 

και περισσότερο διαδεδομένη είναι η διαδικασία TRAP (Telomeric Repeat Protocol 

Assay) και αφορά την ανίχνευση του ολοενζύμου της τελομεράσης, η δεύτερη 

αναφέρεται στην ανίχνευση των μεταφράφων της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης και η τελευταία, που χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά, είναι ο ποσοτικός 

προσδιορισμός των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας με και τη χρήση 

της τεχνολογίας του ποσοτικού PCR (Light Cycler).

Στην παρούσα διατριβή επιβεβαιώθηκε η σχέση μεταξύ της ενεργότητας του 

ενζύμου και της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της, όπως έχει παρατηρηθεί και 

σε άλλες μελέτες50,186. Πιο συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι το 72.7% των τραχηλικών 

επιχρισμάτων ήταν θετικά τόσο στην ενεργότητα του ενζύμου, όσο και στην έκφραση της

113

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



καταλυτικής υπομονάδας. Στα υπόλοιπα δείγματα (ποσοστό 27.2%) ανιχνεύτηκε η 

έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης αλλά όχι η τελομεράση, γεγονός 

που σημαίνει ότι η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης δεν έχει ως 

αποτέλεσμα πάντα την έκφραση ολόκληρου του ενζύμου. Αυτό θα μπορούσε να 

αποδοθεί στη μεταμεταγραφική ρύθμιση των μεταγράφων της hTERT που πιθανότατα 

πραγματοποιείται καθώς και ίσως στο γεγονός ότι για την ενεργοποίηση της 

τελομεράσης απαιτείται συγκεκριμένη συγκέντρωση μεταγράφων της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης, κάτω από τα επίπεδα της οποίας δεν είναι δυνατή η 

ενεργοποίηση του ενζύμου186.

2.3.3. Συσχέτιση της ενεργότητας του ολοενζύμου της τελομεράσης με τα 
κυτταρολογικά ευρήματα.

Η διαδικασία TRAP αποτελεί τον καλύτερο τρόπο για την εκτίμηση της 

ενεργότητας του ενζύμου σε κλινικά δείγματα. Η αρχική μέθοδος, που περιγράφτηκε από 

τον Kim και συν83, μπορούσε να ανιχνεύσει την ενεργότητα της τελομεράσης σε λιγότερο 

από 100 καρκινικά κύτταρα από σύνολο ΙΟ6 φυσιολογικών σωματικών κυττάρων. Οι 

μετέπειτα τροποποιήσεις στο αρχικό πρωτόκολο περιελάμβαναν τον ημιποσοτικό 

προσδιορισμό και μπορούσαν επιπλέον να χρησιμοποιηθούν στην εκτίμηση της 

παρουσίας πιθανών αναστολέων της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 

αποφεύγοντας τα ψευδώς αρνητικά (false negative) αποτελέσματα. Τα πρωτόκολα που 

χρησιμοποιούνται σήμερα έχουν βελτιωθεί και μπορούν να ανιχνεύσουν μέχρι και 10 

κύτταρα Hela από σύνολο ΙΟ6 φυσιολογικών σωματικών κυττάρων. Παρόλο που η 

μέθοδος αυτή είναι ιδιαίτερα διαδεδομένη, τα αποτελέσματα από τις διάφορες μελέτες σε 

τραχηλικά επιχρίσματα είναι ιδιαίτερα αμφιλεγόμενα, γεγονός που μπορεί να οφείλεται 

σε τροποποιήσεις του αρχικού πρωτοκόλου καθώς και σε άλλους παράγοντες που 

επηρεάζουν την ενεργότητα της τελομεράσης.

Προηγούμενες μελέτες ανίχνευσης της ενεργότητας της τελομεράσης με τη 

μέθοδο TRAP δεν έδωσαν συγκλίνοντα αποτελέσματα σχετικά με την έκφραση της 

τελομεράσης σε τραχηλικά επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων. 

Αναλυτικότερα, έχει παρατηρηθεί ανίχνευση της τελομεράσης σε 0-18% φυσιολογικών 

τραχηλικών επιχρισμάτων, σε 0-100% τραχηλικών επιχρισμάτων με χαμηλού βαθμού 

δυσπλασία και σε 29-96% τραχηλικών επιχρισμάτων με υψηλού βαθμού 

δυσπλασία49,186'192·211'212213,215'221. Στη συγκεκριμένη διατριβή, παρατηρήθηκε συσχέτιση 

της ενεργότητας της τελομεράσης με τα κυτταρολογικά ευρήματα σε ποσοστά 0% σε 

φυσιολογικά, 10% σε ASCUS, 30% σε LGSIL και 67% στα HGSIL τραχηλικά

114

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



επιχρίσματα. Ειδικότερα, το μεγαλύτερο ποσοστό των τραχηλικών επιχρισμάτων που 

βρέθηκαν θετικά για την τελομεράση είχαν υψηλού βαθμού δυσπλασία. Τα ευρήματά 

μας συμφωνούν με αρκετές μελέτες217,221,223, ενώ υπάρχουν και κάποιες στις οποίες δεν 

παρατηρήθηκε συσχέτιση της τελομεράσης με τα κυτταρολογικά ευρήματα185,218,221,223. 

Γενικά, η τελομεράση ανιχνεύεται σε ένα μεγάλο ποσοστό των τραχηλικών επιχρισμάτων 

με υψηλού βαθμού δυσπλασία. Φαίνεται ότι ενεργότητα του ενζύμου της τελομεράσης 

σε τραχηλικά επιχρίσματα με δυσπλασία αντανακλά την παρουσία ενός κυτταρικού 

φαινοτύπου ο οποίος χαρακτηρίζεται από απεριόριστες κυτταρικές διαιρέσεις είτε των 

ενδοθηλιακών ή των νεοπλασματικών επιθηλιακών κυττάρων, γεγονός που επισημαίνει 

το πιθανό ρόλο της τελομεράσης ως διαγνωστικό δείκτη στην κλινική αντιμετώπιση των 

γυναικών με δυσπλασίες τραχήλου .

Στην παρούσα μελέτη δεν παρατηρήθηκε ενεργότητα του ενζύμου της 

τελομεράσης σε κανένα από τα φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα. Στις περισσότερες 

προηγηθείσες μελέτες έχει παρατηρηθεί χαμηλό ποσοστό θετικών για τελομεράση 

δειγμάτων σε φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα που κυμαίνεται από 0-3.7% 
186,216,217,218,221,224 εν^ ανΤ|0έτως, σε δύο μόνο μελέτες παρατηρήθηκε ένα πολύ

υψηλότερο ποσοστό που ανέρχεται στο 18%. Βασιζόμενοι σε προηγούμενες ιστοχημικές 

παρατηρήσεις για την παρουσία των πρωτεϊνών hTR και hTERT στο φυσιολογικό 

επιθήλιο225, θα περιμέναμε ένα υψηλότερο θετικό ποσοστό από αυτό που έχει ήδη 

ανιχνευτεί. Το γεγονός ότι δεν ανιχνεύτηκε τελομεράση σε φυσιολογικά τραχηλικά 

επιχρίσματα πιθανότατα οφείλεται στην παρουσία αναστολέων της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυμεράσης καθώς και κυρίως στο γεγονός ότι η έκφραση της 

τελομεράσης στο φυσιολογικό ιστό είναι κάτω από τα όρια που μπορεί να ανιχνεύσει η 

συγκεκριμένη μέθοδος.

2.3.4. Συσχέτιση της ενεργότητας του ολοενζΰμου της τελομεράσης με την 
παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων.

Στην παρούσα διατριβή η παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων 

συσχετίστηκε με την ενεργότητα της τελομεράσης. Αναλυτικότερα, η ενεργότητα του 

ενζύμου ανιχνεύτηκε σε μεγαλύτερο ποσοστό τραχηλικών επιχρισμάτων θετικών για τον 

ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων, σε σύγκριση με τα τραχηλικά επιχρίσματα που ήταν 

αρνητικά για την παρουσία του ιού. Τα παραπάνω συμπεράσματα είναι σύμφωνα με το 

μεγαλύτερο μέρος της υπάρχουσας βιβλιογραφίας, που αναφέρεται κυρίως στη 

συσχέτιση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων και κυρίως των στελεχών υψηλού 

κινδύνου με την ενεργότητα του ενζύμου 216·226·227, Πιθανολογείται επομένως ότι η
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παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων αποτελεί έναν από τους μηχανισμούς 

που συμμετέχουν στην ενεργοποίηση της τελομεράσης.

Σε άλλες μελέτες, αμφισβητείται η συσχέτιση της τελομεράσης με την παρουσία 

του ιού υποστηρίζοντας ότι η ενεργοποίηση της τελομεράσης πραγματοποιείται στα 

τελευταία στάδια της καρκινογένεσης και ότι πιθανότατα επιπρόσθετες γενετικές αλλαγές 

απαιτούνται για την ενεργοποίηση της τελομεράσης και την καρκινική εξαλλαγή των 

τραχηλικών επιθηλιακών κυττάρων191,212'217,218,221 ·223·228-229.

2.3.5 Μελέτη και ποσοτικός προσδιορισμός της καταλυτικής υπομονάδας της 
τελομεράσης και συσχέτιση με τα κυτταρολογικά ευρήματα.

Προκειμένου να μελετήσουμε εκτενέστερα το ρόλο του ενζύμου της τελομεράσης 

στην ανάπτυξη δυσπλασιών του τραχήλου της μήτρας και λαμβάνοντας υπόψη το 

γεγονός ότι η πρωτεϊνική υπομονάδα εκφράζεται συνεχώς επικεντρωθήκαμε στη μελέτη 

της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης (hTERT) και στην ανίχνευση των 

μεταγράφων της και τον ποσοτικό προσδιορισμό τους. Εφόσον σε προηγούμενες 

μελέτες έχει αναφερθεί ότι υπάρχουν ποσοτικές διαφορές στα επίπεδα έκφρασης του 

ολοενζύμου της τελομεράσης μεταξύ των προκαρκινικών και καρκινικών τραχηλικών 

επιχρισμάτων με χαμηλότερα επίπεδα στα φυσιολογικά και υψηλότερα στα καρκινικά 220 

230,231 θελήσαμε να μελετήσουμε αν αυτές οι διαφορές σχετίζονται με διαφορές στην 

έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης.

Η ανίχνευση της έκφρασης των μεταγράφων είναι πολύπλοκη λόγω του 

γεγονότος ότι υπάρχουν ποικίλα μετάγραφα που προκύπτουν από εναλλακτικό μάτισμα 

του mRNA της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης και περιλαμβάνουν τέσσερις 

προσθήκες και δύο ελλείψεις (α και β)232,233. Όλα τα μετάγραφα που προκύπτουν από τις 

προσθήκες και τη μία έλλειψη (β-deletion variant) έχουν ως αποτέλεσμα τον πρόωρο 

τερματισμό των προϊόντων της μεταγραφής. Αντίθετα, το προϊόν που προκύπτει από την 

έλλειψη α πιθανότατα να είναι ένας αναστολέας στην έκφραση της τελομεράσης καθώς 

έχει παρατηρηθεί μείωση της ενδογενούς έκφρασης της τελομεράσης σε ποσοστό 85- 

95% σε μετασχηματισμένες κυτταρικές σειρές. Για αυτό άλλωστε η έκφραση του 

μεταγράψου με την έλλειψη α, θα μπορούσε να αιτιολογήσει περιπτώσεις στις οποίες 

ενώ εκφράζεται η καταλυτική υπομονάδα της τελομεράσης, δεν παρατηρείται ενεργότητα 

όλου του ενζύμου. Στην παρούσα μελέτη, η επιλογή των εκκινητών για την ανίχνευση 

των μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας έγινε με βάση την ανίχνευση ολόκληρου 

του μετάγραφου. Η χρήση επιπλέον εκκινητών που θα ανιχνεύουν και τα 6 μετάγραφα
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που προκύπτουν από το εναλλακτικό μάτισμα πιθανότατα να είναι απαραίτητη αλλά όχι 

τόσο πρακτική στα πλαίσια της χρήσης της hTERT ως κλινική δοκιμασία.

Κατά την ανίχνευση των mRNA μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης παρατηρήσαμε έκφραση σε 87.5% των τραχηλικών επιχρισμάτων με 

υψηλού βαθμού δυσπλασία, σε 36.5% με χαμηλού βαθμού δυσπλασία, σε 16.4% με 

άτυπα κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας, ενώ δεν ανιχνεύτηκαν mRNA μετάγραφα της 

hTERT σε κανένα από τα φυσιολογικά επιχρισμάτα. Από τον ποσοτικό προσδιορισμό 

των mRNA μεταγράφων παρατηρήσαμε έκφραση σε 96% των τραχηλικών 

επιχρισμάτων με υψηλού βαθμού δυσπλασία, σε 39.7% με χαμηλού βαθμού δυσπλασία, 

σε 20.5% με άτυπα κύτταρα απροσδιορίστου σημασίας και σε 20% των φυσιολογικών 

επιχρισμάτων. Αξίζει να τονιστεί ότι η μέθοδος ποσοτικού προσδιορισμού των mRNA 

μεταγράφων ήταν περισσότερο ευαίσθητη και μπορεί να ανιχνεύσει κάτω από 10 

καρκινικά κύτταρα από σύνολο ΙΟ6 φυσιολογικών σωματικών κυττάρων.

Επιπρόσθετα τα επίπεδα της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης συσχετίστηκαν με τη σοβαρότητα των κυτταρολογικών ευρημάτων, δηλαδή 

χαμηλά επίπεδα έκφρασης παρατηρήθηκαν σε περιπτώσεις με χαμηλού βαθμού 

αλλοιώσεις, ενώ υψηλά επίπεδα έκφρασης σε τραχηλικά επιχρίσματα με υψηλού 

βαθμού. Το γεγονός ότι παρατηρήθηκε μία κλιμάκωση στην έκφραση της τελομεράσης 

με την αύξηση του βαθμού δυσπλασίας τονίζει σημαντικά ότι η ενεργοποίηση της 

έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης αποτελεί ένα γεγονός που 

συμβαίνει νωρίς κατά την πολύπλοκη διαδικασία της καρκινογένεσης του τραχήλου της 

μήτρας192,222. Οι περισσότερες μελέτες σχετικά με τον ποσοτικό προσδιορισμό των 

μεταγράφων του γονιδίου της καταλυτικής υπομονάδας χρησιμοποίησαν ημιποσοτικούς 

τρόπους προσδιορισμού και έδειξαν έκφραση από 0 έως 33% σε φυσιολογικά τραχηλικά 

επιχρίσματα και από 80 έως 100% σε καρκινικά τραχηλικά επιχρίσματα185,186,188-190,214,223 

και συμφωνούν με τα δικά μας αποτελέσματα. Ωστόσο, σε κάποιες άλλες μελέτες δεν 

παρατηρήθηκε συσχέτιση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης με τα 

κυτταρολογικά ευρήματα185,191,218,228·234.

Το γεγονός ότι στον ποσοτικό προσδιορισμό των mRNA μεταγράφων της 

καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης παρατηρήσαμε έκφραση της τελομεράσης 

και σε φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα έρχεται σε αντίθεση με τη γενική παραδοχή 

ότι η τελομεράση δεν ανιχνεύεται σε φυσιολογικούς μη ανανεώσιμους ιστούς. Τα θετικά 

αποτελέσματα μπορεί να οφείλονται στην παρουσία ποικίλων κυττάρων ενδοτραχήλου 

και ενδομήτριου, στην ύπαρξη λεμφοκυττάρων λόγω κάποιας φλεγονής, ερυθρών 

αιμοσφαιρίων ή σε διάφορα μικρόβια. Παρόλο που μετά τη 10η μέρα του
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εμμηνορυσιακού κύκλου η παρουσία κυττάρων ενδομήτριου στον τραχηλικό επίχρισμα 

είναι αμελητέα, ωστόσο υπάρχει περίπτωση η επιμόλυνση με τέτοια κύτταρα να 

οδηγήσει σε ψευδώς θετικά αποτελέσματα. Επιπρόσθετα, έχουν αναφερθεί περιπτώσεις 

γυναικών θετικές για τελομεράση αλλά κυτταρολογικά φυσιολογικές, στις οποίες η 

παρουσία φλεγμονής στον τράχηλο (τραχηλίτιδα) φαίνεται να είναι η βασική αιτία 

ανίχνευσης της τελομεράσης σε φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα215. Αξίζει επιπλέον 

να σημειωθεί ότι ακόμη και στα χαμηλά επίπεδα έκφρασης της τελομεράσης είναι 

άγνωστο σε τι έκταση η έκφραση που ανιχνεύεται προέρχεται από τα άτυπα κύτταρα της 

βασικής στοιβάδας του επιθηλίου που έχουν την ιδιότητα των βλαστικών κυττάρων 

(stem cells) και συμβάλλουν στην αναγέννηση των επιθηλιακών κυττάρων ή από 

ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα που εκφράζουν την τελομεράση και επομένως και την 

καταλυτική υπομονάδα της. Ο Yasumoto και οι συν ανίχνευσαν ενεργότητα του ενζύμου 

σε φυσιολογικό τραχηλικό επίχρισμα, γεγονός που οφείλεται στα αδιαφοροποίητα 

κύτταρα που εντοπίζονται στη βασική στοιβάδα των βλαστικών κυττάρων235. Έχει 

πραγματοποιηθεί μία μόνο μελέτη σχετικά με τον ρόλο των λεμφοκυττάρων στην 

ενεργοποίηση της τελομεράσης και παρόλο που δε βρέθηκε καμμία συσχέτιση, ωστόσο 

δεν μπορούμε να πούμε με βεβαιότητα ότι η παρουσία λεμφοκυττάρων δεν σχετίζεται 

με χαμηλά επίπεδα έκφρασης της τελομεράσης212.

Επιπρόσθετα, ο ποσοτικός προσδιορισμός της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης μπορεί να συμβάλλει διαγνωστικά στο διαχωρισμό των σταδίων που 

παρατηρούνται από τα πρώτα στάδια της καρκινογένεσης. Αναλυτικότερα, είναι δυνατό 

να διαχωριστούν τα φυσιολογικά τραχηλικά επιχρίσματα από τα αντίστοιχα με χαμηλό 

και υψηλό βαθμό δυσπλασιών, τα ASCUS από τα χαμηλού βαθμού και τα χαμηλού από 

τα υψηλού, τονίζοντας το πιθανό διαγνωστικό ρόλο της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης.
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2.3.6. Συσχέτιση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης με την παρουσία 

του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων.
Στην παρούσα διατριβή, η παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων 

συσχετίστηκε με την έκφραση της καταλυτικής της υπομονάδας. Αναλυτικότερα, τα 

επίπεδα έκφρασης των μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας ήταν υψηλότερα στην 

ομάδα των τραχηλικών επιχρισμάτων στα οποία ανιχνεύτηκε ο ιός των ανθρώπινων 

θηλωμάτων, σε σύγκριση με τα τραχηλικά επιχρίσματα που ήταν αρνητικά στην 

παρουσία του ιού. Έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης δεν 

παρατηρήθηκε μόνο σε τραχηλικά επιχρίσματα μολυσμένα με στελέχη υψηλού κινδύνου, 

αλλά για πρώτη φορά παρατηρήθηκε σε τραχηλικά επιχρίσματα μολυσμένα με τα 

στελέχη HPV-45, 58 και 61 και σε μία περίπτωση στελέχους χαμηλού κινδύνου HPV-6 

τονίζοντας την ογκογενετική ικανότητα και άλλων στελεχών και τον πιθανό ρόλο της 

μόλυνσης με αυτά στην ενεργοποίηση της τελομεράσης. Το στέλεχος 6 έχει αναφερθεί 

να έχει σχέση με την τελομεράση και σε μία ακόμη μελέτη, στην οποία απλά αναφέρεται 

η ενεργότητα της τελομεράσης σε τραχηλικό επίχρισμα μολυσμένο με το στέλεχος 

χαμηλού κινδύνου του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων223'. Επιπρόσθετα, τα 

υψηλότερα επίπεδα έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας παρατηρήθηκαν στις 

περιπτώσεις γυναικών μολυσμένων με στελέχη υψηλού κινδύνου. Τα ευρήματά μας 

συμφωνούν με το μεγαλύτερο μέρος της υπάρχουσας βιβλιογραφίας, που αναφέρεται 

κυρίως στη συσχέτιση του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων και κυρίως των στελεχών 

υψηλού κινδύνου με την έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης
188,190,213,216,221,236,237

Υπάρχουν, όμως και μελέτες που υποστηρίζουν ότι η έκφραση της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης δε συσχετίζεται με το ιό των ανθρώπινων 

θηλωμάτων191,212·217,218'221'223,227'229. Οι μελέτες αυτές υποστηρίζουν ότι γενετικές αλλαγές 

όπως έλλειψη των αλληλομόρφων στην περιοχή 3ρ, 3q 10p, 11, 13q και/ή 18q 

πιθανότατα σε συνδυασμό με μόλυνση με στελέχη υψηλού κινδύνου στην ενεργοποίηση 

της τελομεράσης συμβάλλουν στην ενεργοποίηση της τελομεράσης238,239. Ειδικότερα, 

ανωμαλίες της περιοχής 3ρ έχουν συσχετιστεί με τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας, 

ενώ ανωμαλίες στην περιοχή που έχει χαρτογραφηθεί το γονίδιο hTERT (5q) δεν έχουν 

συσχετιστεί με την έκφραση της τελομεράσης240.

Είναι, επομένως, πιθανό η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης να καθορίζει τα παθολογικά τραχηλικά επιχρίσματα τα οποία έχουν 

αποκτήσει έναν «αθάνατο» φαινότυπο και έχουν φτάσει σε ένα σημείο που δεν μπορούν 

να αποφύγουν την ανάπτυξη κακοήθειας. Αν αυτό αληθεύει τότε η ενεργοποίηση της
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καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης και επομένως και του ολοενζύμου 

τελομεράσης, που ακολουθεί τη μόλυνση με στέλεχος υψηλού κινδύνου του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων θα καθορίσει ποιά από τα CIN τραχηλικά επιχρίσματα θα 

εξελιχθούν σε καρκίνο του τραχήλου της μήτρας, εψόσον το ποσοστό να εκδηλώσει 

καρκίνο μια γυναίκα που έχει κάποια ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία τραχήλου κυμαίνεται 

από 10-80%149. Ακόμη, έκφραση της τελομεράσης σε φυσιολογικά τραχηλικά 

επιχρίσματα αρνητικά στην παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων, μπορεί να 

υπονοεί την παρουσία μιας λανθάνουσας μόλυνσης, που δεν μπορεί να ανιχνευτεί την 

παρούσα στιγμή και για αυτό άλλωστε κρίνεται απαραίτητη η παρακολούθηση αυτών 

των γυνακών.

2.3.7 Συσχέτιση της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης και 

των κυτταρολογικών ευρημάτων με το ίίκό φορτίο του στελέχους 16 του ιού των 
ανθρώπινων θηλωμάτων.

Διαπιστώνουμε, λοιπόν, ότι η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης και η ενεργοποίηση του ενζύμου της τελομεράσης ελέγχονται κατά ένα 

μεγάλο ποσοστό από την παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων. Στα πλαίσια 

διερεύνησης των μηχανισμών που την ενεργοποιούν επικεντρωθήκαμε στη μελέτη του 

ιϊκού φορτίου του στελέχους 16. Η επιλογή του στελέχους 16 έγινε με βάση το γεγονός 

ότι παρουσιάζεται σε μεγαλύτερη συχνότητα τόσο στην παρούσα διατριβή όσο και 

γενικότερα στη βιβλιογραφία242, καθώς επίσης ότι ανιχνεύεται στο 50% των 

περιπτώσεων καρκίνου του τραχήλου της μήτρας. Επιπλέον, βιβλιογραφικά δεδομένα 

έχουν υποδείξει το πιθανό ρόλο του ιϊκού φορτίου στην ανάπτυξη δυσπλασιών236,242,243' 

247, γεγονός που επιβεβαιώθηκε και στην παρούσα διατριβή. Παρατηρήσαμε αύξηση 

των επιπέδων του ιϊκού φορτίου του HPV-16 με την αύξηση του βαθμού δυσπλασίας 

υποδεικνύοντας ότι η παρουσία του στελέχους 16 συμβάλει καθοριστικά στην ανάπτυξη 

δυσπλασιών. Φαίνεται ότι η παρουσία υψηλών επιπέδων ιϊκού φορτίου είναι 

αποτέλεσμα του έντονου ιϊκού πολλαπλασιασμού. Έχει άλλωστε διαπιστωθεί ότι 

γυναίκες ηλικίας 25 ετών με υψηλά επίπεδα ιϊκού φορτίου HPV-16 έχουν τουλάχιστον 30 

φορές μεγαλύτερο κίνδυνο να ανατπύξουν καρκίνο του τραχήλου της μήτρας μέσα σε 

μια δεκαετία από την στιγμή της διάγνωσης248. Ακόμη, έχει παρατηρηθεί ότι μείωση των 

επιπέδων του ιϊκού φορτίου HPV-16 σε γυναίκες που παρακολουθούνταν σε τακτά 

χρονικά διαστήματα, είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση και του βαθμού δυσπλασίας του 

τραχήλου της μήτρας149. Το παραπάνω γεγονός δε σημαίνει απαραίτητα ότι όλες οι 

γυναίκες με υψηλά επίπεδα ιϊκού φορτίου θα αναπτύξουν υψηλού βαθμού δυσπλασία ή
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καρκίνο του τραχήλου, αφού είναι γνωστό ότι πλήθος άλλων παραγόντων, όπως η 

απόκριση του ανοσοβιολογικού συστήματος σε συνδυασμό με την ηλικία, θα 

συμβάλλουν καθοριστικά στην τελική έκβαση της ασθένειας244. Επίσης, όταν μελετούμε 

το ιϊκό φορτίο πρέπει να λαμβάνουμε υπόψη ότι αναφέρεται σε πολλά κύτταρα, κάποια 

από τα οποία μπορεί να μην έχουν μολυνθεί και ότι το ιϊκό DNA μπορεί να διασπαστεί 

κατά την ενσωμάτωση του στο γονιδίωμα του κυττάρου ξενιστή και να μην 

ενεργοποιηθεί245. Όσον αφορά στην προγνωστική αξία του υπολογισμού του ιϊκού 

φορτίου του HPV-16, παρατηρήθηκε μεγάλη ευαισθησία (89.6%), αλλά μόνο στην 

ανίχνευση του συγκεκριμένου στελέχους, επομένως ο ρόλος του είναι ιδιαίτερα 

περιορισμένος, στα πλαίσια της χρήσης του ως διαγνωστική δοκιμασία.

Ένα πολύ σημαντικό εύρημα της παρούσας διατριβής αποτελεί η συσχέτιση του 

ιϊκού φορτίου του HPV-16 με την έκφραση του ενζύμου της τελομεράσης και της 

καταλυτικής του υπομονάδας (hTERT), εύρημα που αναφέρεται για πρώτη φορά στην 

παγκόσμια βιβλιογραφία. Η διαπίστωση αυτή επιβεβαιώνει το ρόλο της μόλυνσης με τον 

ιό HPV στην ενεργοποίηση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης και 

κατ'επέκταση και του ολοενζύμου της τελομεράσης. Αναλυτικότερα, η ενσωμάτωση του 

ιϊκού γονιδιώματος στο γονιδίωμα του κυττάρου ξενιστή πραγματοποιείται σε 

χρωμοσωμικά «εύθραστες» περιοχές 249,250 καθώς και σε περιοχές που είναι κοντά στο 

πυρηνικό στρώμα251. Ειδικότερα, στον ιό HPV έχει παρατηρηθεί συσχέτιση της 

απώλειας του γονιδίου Ε2 με φτωχή πρόγνωση και μικρό διάστημα ελευθέρας νόσου. 

Στο γονιδίωμα του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων υπάρχουν αλληλουχίες 

υποκινητών, ενισχυτών, η δράση των οποίων καταστέλλεται λόγω της παρουσίας του 

γονιδίου Ε2252. Έχει διαπιστωθεί ότι η ενσωμάτωση ιϊκών γονιδιωμάτων αποτελεί 

μεταλλαξογόνο παράγοντα, πραγματοποιείται σε περιοχές που είναι πιο εύθραστες και 

ευάλωτες στο να δεχτούν ξένο DNA με αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας γενικότερης 

γενετικής αστάθειας που θα οδηγήσει στην απορρύθμιση φυσιολογικών κυτταρικών 

λειτουργιών και στην ανάπτυξη καρκίνου113. Ο Ferber και οι συν113 παρατήρησαν ότι 

στην περιοχή του γονιδίου της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης υπάρχουν 

ελλείψεις σχετικά μικρών αλληλουχιών που προκαλούνται με την ενσωμάτωση του HPV. 

Η ενσωμάτωση του ιϊκού γονιδιώματος δε στοχεύει σε εκτεταμένες αλλαγές της 

αλληλουχίας του γονιδίου hTERT, ούτε σε αλλαγές στην κωδικοποιούσα περιοχή, 

γεγονός που δηλώνει ότι το γονίδιο hTERT αποτελεί στόχο της ενσωμάτωσης με 

αποτέλεσμα την αύξηση της έκφρασης του και την ανάπτυξη ενός καρκινικού 

φαινοτύπου. Ακόμη το γεγονός ότι έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης παρατηρείται και σε τραχηλικά επιχρίσματα με χαμηλού βαθμού
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δυσπλασίες αλλά μολυσμένα με στελέχη υψηλού κινδύνου, τονίζει το ρόλο του ιού στην 

ενεργοποίηση του ενζύμου.

2.3.8. Συσχέτιση της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης και 

των κυτταρολογικών ευρημάτων με την έκφραση των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7 του 
στελέχους 16 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων.

Στα πλαίσια μελέτης των μηχανισμών ενεργοποίησης της hTERT, στην παρούσα 

μελέτη, ανιχνεύτηκε η έκφραση των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7, που συμμετέχουν στην 

ενεργοποίηση της τελομεράσης και πιθανόν και την καρκινογένεση. Η έκφραση των Ε6 

και Ε7 συσχετίστηκε τόσο με την έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης όσο και με την ίδια την τελομεράση. Η συσχέτιση αυτή έχει εκτεταμένα 

διαπιστωθεί, τόσο in vitro όσο και in vivo 222·253·254·255. η περιοχή από -211 bp έως +40bp 

αποτελεί τη βασική περιοχή που είναι υπεύθυνη για την ενεργοποίηση του γονιδίου της 

hTERT μέσω της Ε6253. Έχει παρατηρηθεί ότι κυρίως η Ε6 ενεργοποιεί την έκφραση της 

τελομεράσης, ενώ η παρουσία και των δύο δεν αυξάνει επιπλέον τα επίπεδα έκφρασης 

της hTERT. Ακόμη, έχει διαπιστωθεί ότι η Ε7 ενεργοποιεί το μετασχηματισμό των 

κυττάρων και ότι η Ε6 ολοκληρώνει την κακοήθη εξαλλαγή. Επιπλέον, πειράματα σε 

μετασχηματισμένα κερατινοκύτταρα οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι η ογκοπρωτεΐνη Ε6 

προκαλεί την ενεργοποίηση της τελομεράσης στα αρχικά στάδια της καρκινογένεσης256. 

Η απώλεια του γονιδίου Ε2 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων οδηγεί στην 

ενεργοποίηση των υποκινητών και ενισχυτών που προκαλούν την έκφραση 

ογκογενετικών πρωτεϊνών Ε6 και Ε7 αυξάνοντας τα επίπεδα τους, οι οποίες με τη σειρά 

τους προκαλούν την ενεργοποίηση της τελομεράσης και διατηρούν την ικανότητα των 

κυττάρων για ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό257.

Στην παρούσα μελέτη παρατηρήσαμε επιπλέον συσχέτιση των μεταγράφων Ε6 

και Ε7 και με τα κυτταρολογικά ευρήματα. Τα ευρήματα αυτά συμφωνούν με 

προηγούμενες μελέτες στις οποίες αυξημένη μεταγραφική δραστηριότητα των ιϊκών 

ογκοπρωτεϊνών στην στοιβάδα των διαιρούμενων πλακωδών επιθηλιακών κυττάρων 

είχε ως αποτέλεσμα την ανάπτυξη δυσπλασιών. Έχει μάλιστα προταθεί ότι η ανίχνευση 

και πιθανότατα και η ποσοτικοποίηση των μεταγράφων μπορούν να αποτελέσουν μια 

πετυχημένη προγνωστική δοκιμασία258'262. Σε πρόσφατες μελέτες διαπιστώθηκε ότι η μη 

φυσιολογική έκφραση των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7 προκαλεί γενετική αστάθεια 

συμμετέχοντας σε σημαντικά μονοπάτια του κυτταρικού κύκλου. Αναλυτικότερα, έχει 

παρατηρηθεί ότι τόσο η επισωμική όσο και η ενσωματωμένη κατάσταση του ιϊκού 

γονιδιώματος επάγει την έκφραση των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7 που συνεργάζονται για
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να προκαλέσουν τη δημιουργία μη φυσιολογικού αριθμού κεντροσωματίων καθώς και μη 

φυσιολογική διαμόρφωση των πόλων της μιτωτικής ατράκτου με τελικό αποτέλεσμα τη 

γενετική αστάθεια263,264. Άλλωστε, δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι μεταλλάξεις 

ογκογονιδίων, ιδιαίτερα των c-myc και TERT έχουν παρατηρηθεί συχνότερα σε ιστούς 

μολυσμένους με τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων, τονίζοντας τη συσχέτιση της ιϊκής 

μόλυνσης με τη γενετική αστάθεια και την εμφάνιση δυσπλασιών του τραχήλου της 

μήτρας265.

2.3.9. Συσχέτιση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης με το πρότυπο 
μεθυλίωσης του DNA του υποκινητή του γονιδίου της.

Όπως αναφέρθηκε, η έκφραση της hTERT υπομονάδας, η οποία καθορίζει και 

την έκφραση του ολοενζύμου της τελομεράσης, ρυθμίζεται τόσο μέσω μεταγραφικών 

παραγόντων όσο και μέσω επιγενετικών μηχανισμών. Η διαλεύκανση του μηχανισμού 

που ελέγχει την έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης κρίνεται 

απαραίτητη για την κατανόηση της πολυπαραγοντικής διαδικασίας που οδηγεί στην 

ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της μήτρας.

Μεταξύ των επιγενετικών μηχανισμών που ελέγχουν την έκφραση γονιδίων κυριαρχεί η 

μεθυλίωση του DNA, η οποία αποτελεί και τον πιο γνωστό μηχανισμό επιγενετικής 

ρύθμισης και πραγματοποιείται σε περιοχές πλούσιες σε γουανίνη και κυτοσίνη. Στο 

γονίδιο της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης εδράζεται ένα CpG νησίδιο 

μεγάλου μεγέθους, περίπου 4kb. Το κεντρικό τμήμα του CpG νησιδίου περιλαμβάνει όλη 

την περιοχή του υποκινητή, το πρώτο και ένα τμήμα από το δεύτερο εξώνιο266.

Συνήθως η μεθυλίωση οδηγεί σε απενεργοποίηση γονιδίων, όπως για 

παράδειγμα η μεθυλίωση εντός της ρυθμιστικής περιοχής των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων ρΐδ και Rb, η οποία αναστέλλει την έκφρασή τους και οδηγεί σε καρκινογένεση, 

γενετική αστάθεια και μετάσταση των καρκινικών κυττάρων267. Σε αντίθεση με το 

γενικότερο πρότυπο που επικρατεί σχετικά με το ρόλο της μεθυλίωσης στην έκφραση 

των γονιδίων, τα μέχρι τώρα βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με το ρόλο της 

μεθυλίωσης στη ρύθμιση της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

είναι αμφιλεγόμενα 139·141·146'147·268 Τα αποτελέσματα αυτών των μελετών έδειξαν ότι ο 

υποκινητής του γονιδίου ήταν υπομεθυλιωμενος σε αδιαφοροποίητα και μη 

μετασχηματισμένα κύτταρα τα οποία δεν εξέφραζαν hTERT139,146,147,100. Αντιθέτως, σε 

διαφοροποιημένα κύτταρα καθώς και σε κύτταρα σε ηρεμία, ο υποκινητής βρέθηκε 

μεθυλιωμένος και δεν παρατηρήθηκε έκφραση της hTERT139,146. Επιπλέον, σε 

μετασχηματισμένα και καρκινικά κύτταρα παρατηρείται έκφραση της hTERT παρόλο που
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ο υποκινητής της είναι υπερμεθυλιωμένος141. Τέλος, σε άλλες μελέτες που έχουν γίνει 

πρόσφατα συγκρίνοντας τη μεθυλίωση του υποκινητή και την έκφραση του γονιδίου 

hTERT σε καρκινικές σειρές τραχήλου μήτρας, μαστού, πνεύμονα, παχέος εντέρου 

τραχήλου και εντέρου144,145,269 παρατηρήθηκε υπομεθυλίωση σε όλα τα φυσιολογικά 

δείγματα που δεν εμφάνιζαν δράση τελομεράσης, ενώ παρατηρήθηκε υπερμεθυλίωση 

σε όλους τους όγκους και τις καρκινικές σειρές.

Γνωρίζοντας, επομένως, ότι η μεθυλίωση του DNA καταστέλλει την έκφραση των 

γονιδίων, φαίνεται να υπάρχει μία αντιφατική σχέση μεταξύ της έκφρασης της hTERT και 

της μεθυλίωσης του υποκινητή της. Το αν τελικά θα μεταγράφει το γονίδιο hTERT 

εξαρτάται από την ισορροπία μεταξύ των μεταγραφικών παραγόντων, επιγενετικών 

μηχανισμών αλλά και από τον τύπο του κυττάρου270.

Μελέτες σχετικά με την κατάσταση μεθυλίωσης του DNA του υποκινητή του 

γονιδίου της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης σε τραχηλικά επιχρίσματα 

έδειξαν ότι μεθυλίωση ανιχνεύτηκε σε ποσοστό 58.6% των καρκινικών δειγμάτων ενώ 

δεν παρατηρήθηκε μεθυλίωση σε φυσιολογικά δείγματα144,271. Στην συγκεκριμένη 

διατριβή για πρώτη φορά μελετήθηκαν τα επίπεδα μεθυλίωσης σε τραχηλικά 

επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων. Παρατηρήσαμε ανίχνευση της 

μεθυλίωσης στο 26.6% των φυσιολογικών τραχηλικών επιχρισμάτων, στο 50% των 

ASCUS, στο 68.2% των LGSIL και στο 77.8% των HGSIL. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε 

χρησιμοποιώντας την πρωτοποριακή τεχνική ποσοτικού προσδιορισμού της μεθυλίωσης 

με τη χρήση της τεχνολογίας του Light Cycler. Παρατηρήσαμε αύξηση της μέσης τιμής 

των επιπέδων μεθυλίωσης του DNA του υποκινητή με την αύξηση του βαθμού 

δυσπλασίας. Επιπρόσθετα, τα επίπεδα μεθυλίωσης θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

στο διαχωρισμό των φυσιολογικών επιχρισμάτων από τα επιχρίσματα με υψηλού 

βαθμού δυσπλασία και των επιχρισμάτων με χαμηλού βαθμού από τα αντίστοιχα 

υψηλού.

Μέχρι σήμερα δεν έχει πραγματοποιηθεί καμία μελέτη με στόχο τη διερεύνηση 

της σχέσης ανάμεσα στη μεθυλίωση του υποκινητή και την έκφραση της hTERT σε 

τραχηλικά επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων. Τα ευρήματά μας 

έδειξαν ότι δεν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομέρασης και του ποσοστού μεθυλίωσης στον υποκινητή του 

γονιδίου hTERT. Μέχρι σήμερα, έχει πραγματοποιηθεί μία μελέτη μόνο σε καρκινικά 

τραχηλικά επιχρίσματα στα οποία επίσης δεν παρατηρήθηκε συσχέτιση της μεθυλίωσης 

του DNA του υποκινητή με την έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης271. Η αλληλουχία του υποκινητή που μελετήθηκε (-442 έως -221)
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περιλαμβάνει πολλές περιοχές πλούσιες σε γουανίνη και κυτοσίνη, γνωστές ως CpG 

sites και φαίνεται ότι η περιοχή αυτή διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον έλεγχο 

ρύθμισης του γονιδίου τόσο σε άλλου είδους ιστούς όσο και σε κυτταρικές σειρές141. Στα 

επιθηλιακά κύτταρα του τραχήλου της μήτρας, ωστόσο, δε φαίνεται μεθυλίωση του DNA 

του υποκινητή της hTERT να ελέγχει την έκφραση του γονιδίου.

Τα ευρήματα αυτά τονίζουν ότι τα φυσιολογικά κύτταρα, που γενικά δεν 

εκφράζουν την τελομεράση, διαθέτουν έναν ή περισσότερους μηχανισμούς καταστολής 

της έκφρασης της που δεν εξαρτώνται από τη μεθυλίωση του υποκινητή, ότι το γονίδιο 

hTERT μπορεί να μεταγράφεται από έναν υπερμεθυλιωμένο υποκινητή σε 

συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους, όπως στα επιθηλιακά κύτταρα των τραχηλικών 

επιχρισμάτων και ότι είναι δυνατό να έχουν ενεργοποιηθεί εναλλακτικοί μηχανισμοί 

διατήρησης των τελομερών (ALT)65. Ωστόσο το γεγονός ότι παρατηρήσαμε αύξηση των 

επιπέδων της μεθυλίωσης μπορεί να οφείλεται σε διαδικασίες που δεν σχετίζονται 

απαραίτητα με τον μεταγραφικό έλεγχο των γονιδίων. Συνοπτικά, η υπερμεθυλίωση που 

παρατηρήθηκε μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι οι CpG περιοχές μέσα στον 

υποκινητή μεθυλιώνονται κατά τη διαδικασία της ανάπτυξης νεοπλασιών όπως έχει 

παρατηρηθεί και στους υποκινητές των ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Ακόμη, η 

μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου δε συνεισφέρει στην ογκογένεση αλλά αντίθετα, 

θα μπορούσε να λειτουργήσει ως ένας μη πετυχημένος μηχανισμός προφύλαξης από 

την καρκινογένεση εμποδίζοντας μηχανισμούς αθανατοποιήσης που σχετίζονται με την 

τελομεράση268. Επιπρόσθετα, είναι πιθανή η ύπαρξη ενός άγνωστου μέχρι τώρα 

μηχανισμού που θα μπορούσε να ενεργοποιήσει την έκφραση της hTERT από τον 

υπερμεθυλιωμένο υποκινητή καθώς επίσης είναι γνωστό ότι σε πολλές αλληλουχίες 

υπάρχουν περιοχές πλούσιες σε γουανίνη και κυτοσίνη που όμως δεν έχουν κάποιο 

λειτουργικό ρόλο. Συμπεραίνουμε, λοιπόν, ότι πιθανότατα η έκφραση του hTERT να 

ελέγχεται από διαφορετικά φαινόμενα, όπως η μεθυλίωση, η σύνδεση μεταγραφικών 

παραγόντων, η ακετυλίωση των ιστονών αλλά και η παρουσία μη νοηματικών 

αληλουχιών RNA (micro RNAs).

Διαπιστώνουμε λοιπόν ότι πλήθος γενετικών και επιγενετικών αλλαγών 

πραγματοποιούνται στα επιθηλιακά κύτταρα του τραχήλου της μήτρας κατά τη 

διαδικασία ανάπτυξης δυσπλασιών και καρκίνου. Αυτό που μπορεί να διατυπωθεί με 

σαφήνεια είναι ότι η μόλυνση με το ιόν HPV δημιουργεί και το κατάλληλο μεταλλαξογόνο 

περιβάλλον το οποίο επάγει μια σειρά από γεγονότα που δημιουργούν κυτταρικές 

αλλαγές σε κάθε φυσιολογικό κύτταρο και που σε συνδυασμό με την κλινική εικόνα της 

γυναίκας είναι δυνατό να οδηγήσουν στην καρκινογένεση. Η κυτταρική εξαλλαγή είναι
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συνδυασμός της παρουσίας του ιού, της ποσότητας του ιϊκού φορτίου, της έκφρασης 

των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7, της ενεργότητας του ολοενζύμου της τελομεράσης, 

καθώς και της αύξησης των επιπέδων των μεταγραφών της καταλυτικής υπομονάδας 

της. Η μεθυλίωση στον υποκινητή της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης δε 

φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην παραπάνω διαδικασία, δεδομένου ότι 

δεν επηρεάζει την έκφρασή της. Στη συνέχεια παρουσιάζεται μια διαγραμματική 

απεικόνιση των πιθανών σταδίων που ενέχονται στην καρκινογένεση μετά από μόλυνση 

με τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων.

Καρκίνος του τραχήλου 
της μήτρας

Διάγραμμα 17: Μοντέλο που απεικονίζει τα πιθανά στάδια που ενέχονται στην καρκινογένεση 

μετά από μόλυνση με τον ιό των ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV).
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2.3.10. Κλινική χρησιμότητα των δοκιμασιών ανίχνευσης της τελομεράσης (TRAP), 
ανίχνευσης των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης, 
ποσοτικού προσδιορισμού της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης στην 

αντιμετώπιση γυναικών με δυσπλασίες του τραχήλου της μήτρας.
Η πιο διαδεδομένη κυτταρολογική εξέταση, γνωστή ως τεστ Παπανικολάου 

παρουσιάζει ευαισθησία 30-87% και ειδικότητα 86-100%. Η δοκιμασία της μοριακής 

ανίχνευσης του γονιδιώματος του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων, γνωστή ως HPV 

DNA τεστ, έχει ευαισθησία 65-98% και ειδικότητα: 52-74%184. Η ταυτόχρονη χρήση και 

των δύο δοκιμασιών στην παρακολούθηση των γυναικών με δυσπλασίες τραχήλου, έχει 

διαπιστωθεί ότι μειώνει τον κίνδυνο εκδήλωσης υψηλού βαθμού δυσπλασία272, χωρίς 

ωστόσο, ένα θετικό αποτέλεσμα στη μόλυνση με τον ιό HPV να αποτελεί απόλυτο δείκτη 

παρουσίας υψηλού βαθμού δυσπλασίας ή πιθανότητας ανάπτυξης. Για αυτό, άλλωστε, 

η χρήση μιας άλλης δοκιμασίας κρίνεται απαραίτητη.

Το ζήτημα της κλινικής χρησιμότητας της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης στην κλινική αντιμετώπιση των γυναικών έχει τεθεί σε αρκετές μελέτες, με 

τα αποτελέσματα να παραμένουν συγκεχυμένα και την ευαισθησία της πιο διαδεδομένης 

κλινικής δοκιμασίας για τη μελέτη του ολοενζύμου (μέθοδος TRAP) να κυμαίνεται από 

3.7% έως 100%211,213,215'221. Στην παρούσα διατριβή, η μελέτη της τελομεράσης με τη 

μέθοδο TRAP και η έκφραση των μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας με τη 

συμβατική μέθοδο της αντίστροφης -conventional RT-PCR- έδωσαν ευαισθησία 62.5% 

και 87.5% αντίστοιχα, ενώ η αντίστοιχη τιμή της ευαισθησίας της μεθόδου του ποσοτικού 

προσδιορισμού της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης βρέθηκε σημαντικά 

αυξημένη, στο 96%. Η αυξημένη ευαισθησία της παραπάνω μεθόδου τονίζει ότι ο 

ποσοτικός προσδιορισμός της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης μπορεί να 

αποτελέσει έναν πιο ευαίσθητο δείκτη για την ανίχνευση τραχηλικών επιχρισμάτων με 

υψηλού βαθμού δυσπλασία. Παρόλο που η ειδικότητα και η θετική προγνωστική τιμή 

(PPV-Positive Predictive Value) παραμένουν σχετικά χαμηλές και αποτελούν 

μειονέκτημα στην εκτεταμένη εφαρμογή της δοκιμασίας, η βελτίωση στην ευαισθησία και 

στην αρνητική προγνωστική τιμή (NPV-Negative Predictive Value) κατατάσσει τον 

ποσοτικό προσδιορισμό της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης ως έναν 

επιπλέον επικουρικό δείκτη στην κλινική αντιμετώπιση των γυναικών με υψηλού βαθμού 

δυσπλασία.

Αντίθετα, σχετικά με την κλινική χρησιμότητα του ποσοτικού προδιορισμού της 

καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης στην αντιμετώπιση γυναικών με ατυπία
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κυττάρων απροσδιορίστου σημασίας και χαμηλού βαθμού δυσπλασία, η χαμηλή 

ευαισθησία 33.6% που παρατηρήθηκε και η ανίχνευση της τελομεράσης στο 20% των 

φυσιολογικών τραχηλικών επιχρισμάτων τονίζει τη μειωμένη κλινική χρησιμότητα στις 

γυναίκες, Απαιτείται, ωστόσο, η παρακολούθηση των γυναικών με θετικές τιμές 

τελομεράσης προκειμένου να διαπιστωθεί αν ο βαθμός δυσπλασίας τους θα εξελιχθεί 

γρηγορότερα σε σύγκριση με τις γυναίκες που τα τραχηλικά τους επιχρίσματα ήταν 

αρνητικά στην ανίνχευση της τελομεράσης και της καταλυτικής της υπομονάδας.

Τέλος, οι τιμές της ευαισθησίας και της ειδικότητας της μεθόδου προσδιορισμού 

του ποσοστού μεθυλίωσης του DNA του υποκινητή της καταλυτικής υπομονάδας που 

παρατηρήθηκαν ήταν 77.8% και 43.5% αντίστοιχα, αμφισβητώντας την κλινική 

χρησιμότητας της μεθυλίωσης στην αντιμετώπιση γυναικών με δυσπλασίες τραχήλου 

της μήτρας.

Συμπερασματικά, λόγω της χαμηλής ειδικότητας του τεστ Παπανικολάου κρίνεται 

αναγκαία η χρησιμοποίηση επιπλέον διαγνωστικών δοκιμασιών με στόχο την καλύτερη 

πρόγνωση στις γυναίκες με χαμηλού βαθμού δυσπλασίες. Η χρήση του ποσοτικού 

προσδιορισμού της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης πιθανότατα θα 

μπορούσε να αποτελέσει διαγνωστικό δείκτη για την αντιμετώπιση των γυναικών με 

υψηλού βαθμού δυσπλασία. Μεγάλη σημασία ωστόσο πρέπει να δοθεί και στις γυναίκες 

με χαμηλού βαθμού δυσπλασία που είναι θετικές για τελομεράση, στις οποίες η συνεχής 

παρακολούθηση κρίνεται απαραίτητη. Η τελική εκτίμηση της αντιμετώπισης των 

γυναικών με δυσπλασίες του τραχήλου της μήτρας πρέπει να βασίζεται στην κλινική 

εικόνα σε συνδυασμό με το σύνολο των διαγνωστικών δοκιμασιών που υπάρχουν. Ο 

απώτερος στόχος όλων των αντίστοιχων μελετών είναι η ανάπτυξη τεχνικών που θα 

οδηγήσουν στην εξατομικευμένη διάγνωση αλλά και πρόβλεψη των δυσπλασιών του 

τραχήλου της μήτρας. Οι μελλοντικές πρακτικές εφαρμογές αυτών των μοριακών 

τεχνικών αλλά και η κατανόηση της δράσης της τελομεράσης στην διαδικασία της 

καρκινογένεσης ίσως τελικά να οδηγήσουν στη δημιουργία βελτιωμένων θεραπευτικών 

λύσεων έναντι του καρκίνου του τραχήλου της μήτρας.

128

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



Συμπεράσματα

■ Τα επίπεδα της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης 

συσχετίστηκαν με το βαθμό δυσπλασίας των κυτταρολογικών ευρημάτων. Η 

κλιμάκωση της έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης με την 

αύξηση του βαθμού δυσπλασίας καθώς και η ανίχνευση της σε τραχηλικά 

επιχρίσματα με χαμηλού βαθμού δυσπλασία τονίζουν ότι η ενεργοποίηση της 

έκφρασης της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης αποτελεί ένα γεγονός που 

συμβαίνει νωρίς κατά την πολύπλοκη διαδικασία της καρκινογένεσης του τραχήλου 

της μήτρας. Προτείνεται ότι η ενεργότητα του ενζύμου της τελομεράσης σε τραχηλικά 

επιχρίσματα με δυσπλασία αντανακλά την παρουσία ενός κυτταρικού φαινοτύπου ο 

οποίος χαρακτηρίζεται από απεριόριστες κυτταρικές διαιρέσεις είτε των 

ενδοθηλιακών ή των νεοπλασματικών επιθηλιακών κυττάρων.

■ Η παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων, και ειδικότερα του στελέχους 

HPV-16 συσχετίστηκε τόσο με την ενεργότητα της τελομεράσης, όσο και με την 

έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης. Η αύξηση των επιπέδων 

του ιϊκού φορτίου του HPV-16 καθώς και η έκφραση των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7 

φαίνεται να συμμετέχουν μεταξύ άλλων στη διαδικασία ενεργοποίησης τόσο της 

hTERT όσο και του ολοενζύμου της τελομεράσης, δημιουργώντας το κατάλληλο 

μεταλλαξογόνο περιβάλλον και προκαλώντας την κυτταρική εξαλλαγή των 

επιθηλιακών κυττάρων του τραχήλου της μήτρας.

■ Σχετικά με το ρόλο του επιγενετικού μηχανισμού της μεθυλίωσης στην ενεργοποίηση 

της hTERT παρατηρήθηκε ότι η μεθυλίωση στον υποκινητή της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομεράσης, παρόλο που αυξάνεται με το βαθμό δυσπλασίας, δε 

συσχετίζεται με την έκφρασή της, γεγονός που υποδηλώνει τη συμμετοχή άλλων 

γενετικών/επιγενετικών μηχανισμών στην ενεργοποίηση της hTERT.

■ Αναφορικά με την κλινική χρησιμότητα των παραμέτρων που μελετήθηκαν (HPV, 

hTERT, τελομεράση, μεθυλίωση) συμπεραίνουμε ότι ο ποσοτικός προσδιορισμός 

της hTERT, θα μπορούσε να αποτελέσει επιπρόσθετο διαγνωστικό δείκτη για την 

αντιμετώπιση γυναικών με υψηλού βαθμού δυσπλασία.
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Περίληψη

Τα φυσικά άκρα των χρωμοσωμάτων ονομάζονται τελομερή. Κατά τη διάρκεια 

αντιγραφής του DNA και λόγω του «προβλήματος ολοκλήρωσης της αντιγραφής» τα 

τελομερή χάνουν σταδιακά το μήκος τους. Το πρόβλημα αυτό επιλύει η τελομεράση που 

έχει την ικανότητα να προσθέτει επαναλήψεις νουκλεοτιδίων στα άκρα των 

χρωμοσωμάτων διατηρώντας το μήκος των τελομερών και παρέχοντας στα κύτταρα τη 

δυνατότητα για απεριόριστο αριθμό διαιρέσεων. Πρόκειται για ένα 

ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο, που αποτελείται από μία RNA υπομονάδα που 

λειτουργεί σαν εκμαγείο για τη σύνθεση συμπληρωματικού DNA (hTR), μία υπομονάδα 

με δράση αντίστροφης μεταγραφάσης (hTERT) και πλήθος άλλων πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν συμβάλλοντας στη δημιουργία ενός ενεργού ολοενζύμου. Παρόλο που η 

hTR εκφράζεται ανεξάρτητα από την ενεργότητα του ενζύμου, η hTERT διαδραματίζει 

θεμελιώδη ρόλο στην ενεργότητα του ολοενζύμου. Φυσιολογικά, έκφραση της 

τελομεράσης παρατηρείται στα γαμετικά κύτταρα, σε όλη τη διάρκεια της εμβρυϊκής 

ανάπτυξης καθώς και σε φυσιολογικά κύτταρα που διαιρούνται συνεχώς, όπως σε 

αιμοποιητικά αρχέγονα κύτταρα, σε ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα, σε κύτταρα του 

μυελού των οστών κ.ά. Επιπλέον, έχει βρεθεί έκφραση του ενζύμου σε 85-90% των 

περιπτώσεων καρκίνου, συμπεριλαμβάνοντας και τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. 

Η ρύθμιση της έκφρασης της hTERT και κατ'επέκταση και του ολοενζύμου 

πραγματοποιείται τόσο μέσω γενετικών όσο και επιγενετικών μηχανισμών. Ανάμεσά 

τους, σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασης της φαίνεται να διαδραματίζουν οι Ε6 

και Ε7 πρωτεΐνες του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων (HPV), ενώ η παρουσία μεγάλου 

αριθμού CpG νησιδίων τονίζει το πιθανό ρυθμιστικό ρόλο της μεθυλίωσης.

Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας αποτελεί το δεύτερο πιο συχνό καρκίνο 

παγκοσμίως και έχει συσχετιστεί με την παρουσία του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων 

(HPV) και ειδικότερα με τα στελέχη 16 και 18. Ο ιός HPV προσβάλει τα επιθηλιακά 

κύτταρα της βασικής στοιβάδας του εξωτραχήλου και πιθανότατα επάγει την 

ενεργοποίηση της τελομεράσης. Οι μέχρι τώρα μελέτες έχουν δείξει αντιφατικά 

αποτελέσματα όσον αφορά την έκφραση της τελομεράσης και της hTERT τόσο σε 

καρκινικά όσο και σε προκαρκινικά τραχηλικά επιχρίσματα. Η διάγνωση των 

κυτταρολογικών ανωμαλιών πραγματοποιείται με το τεστ Παπανικολάου και η κατάταξη 

σύμφωνα με το σύστημα Bethesda περιλαμβάνει τα άτυπα πλακώδη κύτταρα 

απροσδιορίστου σημασίας (ASCUS), τα τραχηλικά επιχρίσματα με χαμηλού βαθμού 

δυσπλασία (LGSIL) και με υψηλού βαθμού δυσπλασία (HGSIL). Ωστόσο, λόγω της 

μικρής ειδικότητας του κυτταρολογικού τεστ, κρίνεται αναγκαία η εύρεση νέων

131

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



διαγνωστικών δοκιμασιών που θα συμβάλλουν στην κλινική αντιμετώπιση των γυναικών 

με δυσπλασίες τραχήλου της μήτρας.

Στη συγκεκριμένη διατριβή μελετήθηκε η έκφραση της τελομεράσης και της 

καταλυτικής υπομονάδας της (hTERT) σε 45 φυσιολογικά και σε 280 παθολογικά 

τραχηλικά επιχρίσματα με ποικιλία κυτταρολογικών ευρημάτων και διερευνήθηκαν 

πιθανοί μηχανισμοί που ενέχονται στη ρύθμιση της καταλυτικής υπομονάδας της 

τελομεράσης (hTERT), όπως ο ρόλος του ιϊκού και των Ε6 και Ε7 μεταγράφων του ιού 

HPV-16 καθώς και η μεθυλίωση του DNA του υποκινητή του γονιδίου hTERT. Ακόμη, 

προκειμένου να ελεχθεί η διαγνωστική ή προγνωστική αξία των παραπάνω παραμέτρων 

υπολογίστηκαν τα χαρακτηριστικά των διαγνωστικών δοκιμασιών: ευαισθησία,

ειδικότητα, θετική προγνωστική τιμή και αρνητική προγνωστική τιμή.

Παρατηρήσαμε συσχέτιση της μεταξύ της τελομεράσης και των επιπέδων 

έκφρασης της hTERT με τα κυτταρολογικά ευρήματα, την παρουσία του ιού HPV, τα 

επίπεδα του ιϊκού DNA και την ανίχνευση των ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7. Επίσης, 

διαπιστώσαμε αύξηση της μέσης τιμής των επιπέδων μεθυλίωσης του DNA του 

υποκινητή με την αύξηση του βαθμού δυσπλασίας, ενώ για πρώτη φορά δεν 

παρατηρήθηκε καμία συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης της καταλυτικής 

υπομονάδας της τελομέρασης και του ποσοστού μεθυλίωσης στον υποκινητή του 

γονιδίου hTERT. Από όλα τα παραπάνω ευρήματα διαπιστώνουμε ότι η μόλυνση με το 

ιό HPV δημιουργεί το κατάλληλο μεταλλαξογόνο περιβάλλον και επάγει μια σειρά από 

γεγονότα όπως η αύξηση των επιπέδων του ιϊκού φορτίου του HPV-16, η έκφραση των 

ογκοπρωτεϊνών Ε6 και Ε7, η έκφραση της τελομεράσης καθώς και η αύξηση των 

επιπέδων των μεταγράφων της καταλυτικής υπομονάδας της, που δημιουργούν 

κυτταρικές αλλαγές και επάγουν την καρκινογένεση, ενώ η μεθυλίωση στον υποκινητή 

της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης δε φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στην παραπάνω διαδικασία. Πιθανότατα άλλοι γενετικοί ή και επιγενετικοί 

μηχανισμοί ελέγχουν τη ρύθμιση της hTERT.

Τέλος, σχετικά με την κλινική εφαρμογή των παραπάνω ευρημάτων, η χρήση του 

ποσοτικού προσδιορισμού της καταλυτικής υπομονάδας της τελομεράσης πιθανότατα 

θα μπορούσε να αποτελέσει διαγνωστικό δείκτη για την αντιμετώπιση των γυναικών με 

υψηλού βαθμού δυσπλασία, ενώ κρίνεται απαραίτητη η συνεχής παρακολούθηση των 

γυναικών με χαμηλού βαθμού δυσπλασία που είναι θετικές για τελομεράση. Η τελική 

εκτίμηση της αντιμετώπισης των γυναικών με δυσπλασίες του τραχήλου της μήτρας 

πρέπει να βασίζεται στην κλινική εικόνα σε συνδυασμό με το σύνολο των διαγνωστικών 

δοκιμασιών που ήδη υπάρχουν.
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Summary

The natural ends of chromosomes are called telomeres. During DNA replication 

telomeres are gradually shortened due to the “end replication problem”. This problem is 

being solved by telomerase, an enzyme which adds hexameric nucleotides repeats at 

the chromosome ends. The role of telomerase is to maintain the ends of chromosomes, 

so telomere lengths are extended or maintained and replicative senescence is avoided. 

Telomerase is composed of two major subunits contributing to its enzymatic activity, an 

RNA component (hTR) that serves as the template for the polymerase activity of the 

enzyme and a conserved catalytic subunit with reverse transcriptase activity (hTERT). A 

number of additional protein subunits, as well as a variety of proteins contributing to the 

assembly and maturation of the telomerase enzymatic complex have also been 

identified. Among these various telomerase components, hTR and hTERT are 

considered essential for reconstitution of telomerase activity. Although hTR is highly 

expressed in all tissues regardless of telomerase activity, with cancer cells having higher 

expression than normal cells, hTERT is presently considered to be the most important 

factor in the formation of functional telomerase and concomitant immortalization and is 

strongly associated with the enzyme’s activity. Most normal human somatic cells exhibit 

no detectable telomerase activity but highly proliferative cells and up to 85-90% of 

cancer cells, including cervical cancer cells show telomerase activity. Several genetic 

and epigenetic mechanisms exist which control the transcription of the hTERT gene, 

leading to repression or reactivation of telomerase activity in normal and cancer cells in 

a context-dependent manner. Among them several virus-encoded proteins have been 

suggested, which contribute to human cell transformation and carcinogenesis. Human 

papillomaviruses (HPV), especially high risk types 16 and 18, play an important role in 

immortalization and transformation of human ceratinocytes and their oncogenic activities 

are mainly attributed to the E6 and E7 oncoproteins. Also, analysis of the promoter 

region of hTERT gene has revealed the presence of a CpG island and a high overall GC 

content suggesting a possible role of methylation status in the regulation of hTERT 

expression.

Cervical cancer is a major cause of death and the second most common cancer 

in women worldwide, while certain types of human papillomavirus (HPV) being 

etiologically related to the development of most cases of cervical cancer. Cervical 

cytologic abnormalities are categorized in atypical squamous epithelial cells of 

undetermined significance (ASCUS), low-grade squamous intraepithelial lesions 

(LGSILs) including condylomata acuminata and mild dysplasia as well as high-grade
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squamous intraepithelial lesions (HGSIL) including moderate to severe dysplasias and 

carcinoma in situ.

In the present thesis telomerase and hTERT mRNA expression were studied in 

45 normal and 280 abnormal cervical specimens and possible mechanisms concerning 

hTERT regulation were investigated, as the role of HPV-16 DNA viral load, E6/E7 mRNA 

expression and hTERT DNA promoter methylation. Moreover, in order to examine the 

clinical utility of the above parameters sensitivity, specificity, negative and positive 

predictive values were evaluated.

Telomerase and hTERT mRNA expression levels were correlated with cytologic 

findings, HPV infection, HPV-16 DNA viral load and E6/E7 mRNA expression. Moreover, 

we observed an increase in hTERT DNA promoter methylation levels and the degree of 

dysplasia. In conclusion, our findings suggest that HPV infection either alone or in 

association with other insults activates the expression of the telomerase gene in the 

cervical mucosa. Telomerase activation and hTERT mRNA expression appears to be an 

early event in the malignant transformation of cervical epithelium, while, for the first time, 

we found that DNA promoter methylation does not seem to play any role in hTERT 

mRNA expression. Regarding the clinical utility of the above findings and based on our 

assessment values, we propose that quantitative hTERT mRNA could be used as an 

adjunctive marker to cervical cytology for HGSILs. However, it is suggested that the final 

evaluation of telomerase test performance must rely on a combination of all available 

test assessment data, cytologic and histologic diagnosis as well as the follow up of all 

women with low grade lesions that expressed telomerase activity.
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The Role of Human Telomerase Catalytic 
Subunit mRNA Expression 

in Cervical Dysplasias
A. TSEZOU,*’1 P. OlKONOMOU,* P. KOLLIA,* I. MaDEMTZIS,! E. KOSTOPOULOU,! I. MESSINIS,f

AND N. Vamvakopoulos*
*Departments of Biology, f Obstetrics and Gynecology, and f Pathology, University of Thessalia,

22 Papakyriazi str, 41222 Larissa, Greece

Telomerase activity and human telomerase reverse transcrip
tase (hTERT) mRNA expression were investigated in cervical 
specimens and were correlated with cytologic findings and the 
presence of human papilloma virus (HPV) infection. Telomerase 
activity was evaluated by the telomeric repeat protocol assay 
and hTERT mRNA expression was evaluated by reverse tran
scriptase polymerase chain reaction (PCR). HPV DNA was 
detected by PCR, as well as restriction endonuclease digestion. 
HPV DNA was detected in all 82 specimens with abnormal 
cytologic findings and in 4 of 34 normal samples. Low-grade 
squamous intraepithelial lesions (LGSILs) were present in 74 of 
82 specimens (90.2%) and high-grade squamous intraepithelial 
lesions (HGSILs) were present in 8 of 82 (9.75%) specimens. 
Seven of the eight HGSIL (87.5%) and 26 of 74 LGSIL (35.1%) 
specimens were hTERT positive, whereas all normal specimens 
were hTERT mRNA negative. Telomerase activity was detected 
in 21 of 74 (28.4%) LGSIL/atypical squamous epithelial cells of 
undetermined significance (ASCUS) and in five of eight (62.5%) 
HGSIL samples. A correlation was observed among telomerase 
activity, hTERT mRNA expression, and high-risk HPV infection 
in HGSIL samples (P < 0.001). High-risk HPV infection assess
ment showed 75% sensitivity and 72.2% specificity for HGSILs. 
Telomerase activity assessment in cervical smears showed 
sensitivity and negative predictive value (NPV) for HGSILs 62.5% 
and 96.7%, whereas specificity and positive predictive value 
(PPV) were 80.5% and 19.2%, respectively. hTERT mRNA 
expression assessment showed 87.5% sensitivity and 98.7% 
NPV for HGSILs, whereas specificity and PPV were 76% and 
21.2%, respectively. Based on the above-described telomerase 
assessment values, it is suggested that the telomerase system 
might not be an appropriate diagnostic marker for cytology, 
given that the final evaluation must rely on a combination of all 
available test assessment data, clinical diagnosis, as well as the
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follow-up of all LGSIL samples that were positive for telomerase 
activation. Exp Biol Med 230:263-270, 2005

Key words: telomerase activity; hTERT; HPV; cervical cytology; 
cervical samples; cervical dysplasia

Introduction
Cervical cancer is a major cause of death and the 

second most common cancer in women worldwide. 
Epidemiologic and molecular studies performed in women 
from various races and ethnic minority groups have 
demonstrated convincingly that certain types of human 
papillomavirus (HPV) are etiologically related to the 
development of most cases of cervical cancer (1, 2). More 
than 100 different HPV types have been characterized by 
nucleotide sequence analysis and more than 40 types have 
been found to infect the anogenital region. HPV types have 
been divided into low and high risk according to their 
oncogenic potential. Women infected with high-risk HPV 
types such as HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 
59, 61, 66, and 68 are considered to be at a higher risk for 
the development of cervical cancer than those who are not 
infected with HPV or are infected with low-risk HPV types 
such as HPV 6, 11, 42, 43, and 44 (3, 4). The majority of 
cervical cancers are squamous cell carcinomas, which are 
preceded by intraepithelial precursor lesions composed of 
atypical or dysplastic cells (5). Cervical cytologic abnor
malities are categorized in atypical squamous epithelial cells 
of undetermined significance (ASCUS), low-grade squa
mous intraepithelial lesions (LGSILs) including condylo- 
mata acuminata and mild dysplasia, and high-grade 
squamous intraepithelial lesions (HGSILs) including mod
erate to severe dysplasia and carcinoma in situ (6). Although 
high-risk HPV strains have been detected in cervical smears 
with HGSILs, a small proportion of women with cytologic 
abnormalities or who are infected with high-risk HPV 
strains will eventually progress to invasive carcinoma. 
Therefore, additional criteria are needed to predict more
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accurately the clinical outcome of cervical lesions in 
individual women (6).

Recent observations support the concept that a change 
of the enzyme telomerase may be a critical, if not obligate 
step in the development of cancer (7). Telomerase is a 
ribonucleoprotein DNA polymerase consisting of an RNA 
component, designated hTR, and a catalytic protein subunit, 
human telomerase reverse transcriptase (hTERT), involved 
in the synthesis of telomeric DNA repeats (8). Telomerase 
activity has been detected in high-grade cervical dysplasias 
as well as cervical carcinomas, whereas some investigators 
report telomerase activity in premalignant cervical lesions as 
well as normal cervical epithelial tissue (9-12). Given that 
HPV infection has been associated with the majority of 
cases of invasive cervical carcinoma, telomerase activation 
may be a central mechanism by which HPV infection results 
in malignant transformation of the cervical mucosa (11, 13). 
In recent reports telomerase activation has been detected in 
cervical biopsies infected with HPV types 16 and 18 (6, 11).

In the present study, we investigated telomerase activity 
and hTERT mRNA expression in cervical samples of 
different cytology. For the first time to our knowledge, 
hTERT mRNA expression was observed in cervical samples 
with low- and high-grade dysplasias infected with HPV types 
45,58, and 61 in addition to types 16 and 18, which have been 
reported previously. Furthermore, both telomerase activity 
and hTERT mRNA expression were observed in LGSILs and 
HGSILs and were absent in normal epithelial tissue. In the 
present study, we tested the specificity and sensitivity of 
telomerase activation and hTERT mRNA expression and 
correlated their detection with the presence of HPV infection 
in cervical samples with HGSILs and LGSILs.

Materials and Methods
Patients. A total of 116 cases were studied, including 

82 cases with abnormal cytologic findings and 34 normal 
cases. The mean age of women with abnormal findings was 
35 years (range, 19-54 years; SD, 8.35 years) and of control 
group was 38 years (range, 25-50 years; SD, 8.24 years). 
Cervical cytology samples were obtained at the colposcopy 
unit of University Hospital of Larissa (Larissa, Greece). All 
samples were collected at the time of colposcopic evaluation 
for management of previous abnormal cytology test result.

Two separate cervical specimens were obtained from 
each woman in appropriate collection vials using an 
endocervical cytobrush before the performance of colpo
scopic examination and cervical biopsy, and immediately 
after collection of the routine cervical sample. The study 
was double blind. The samples were kept on ice and were 
immediately processed in the laboratory (14). The first 
specimen was divided into equal parts; one for DNA 
extraction and subsequent genotyping of HPV-positive 
specimens, and another for telomeric repeat protocol assay 
(TRAP) analysis, which was placed in phosphate-buffered 
saline and was centrifuged at 3000 g for 5 min. Cells were

counted using a hematocytometer (Neubauer chamber) and 
2 X 105 cells were immediately stored at -80°C. The second 
cervical specimen was used for RNA extraction and hTERT 
mRNA expression. Cervical biopsies for histologic exami
nations were performed at the end of the colposcopy and 
were evaluated at the Pathology Laboratory of University 
Hospital of Larissa. The ethics committee of the University 
Hospital of Larissa approved the protocol.

HPV Analysis. Human genomic DNA was extracted 
from the scraped cervical cells using a proteinase K/phenol- 
chloroform protocol. HPV detection was performed by 
polymerase chain reaction (PCR) using the consensus primers 
MY 09 and MY 11 for the amplification of the L1 region of the 
HPV genome, with an expected product size of about 450 
base pairs (bp). A total of 40 cycles were performed with a 
thermal profile 1 min at 94°C, 1 min annealing at 55°C, and 1 
min at 72°C. A second round of amplification with general 
primers GP5 and GP6 positioned inside the MY09 and MY11 
primers was performed and amplified a 150-bp fragment (35 
cycles: 50 secs at 94°C, 50 secs annealing at 42°C, 50 secs at 
72°C). Amplified MY09/11 PCR products were typed by 
restriction endonuclease digestion, using BamHl, Ddel, 
HaeΙΠ, Hinfl, PstI, Rsal, and Sau3al enzymes for HPV types 
6,11,13,16, 18,26,31,32,33,34,35,39,40,42,44,45,51, 
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 
MM4(W13B), MM7(PAP291), MM8(PAP155), MM9(PA- 
P238A), LVX100, IS39, CP141, CP6108, CP8304, CP4173, 
and CP8061. Digestion products were electrophoretically 
separated on 3% agarose gels and visualized under UV light 
(15). Samples negative for MY09/11 that were positive with 
the GP5/6 PCR reaction were further processed with specific 
primers for HPV types 16, 18, 6/11, 31, and 33. Cloned 
plasmids with full HPV genomes (E1PV types 6, 11, 16, 18, 
31, and 33) served as positive PCR controls. Negative PCR 
controls were included in each experiment. PCR amplifica
tion of human β-globin gene fragment was used to determine 
the integrity of the specimens. Finally, samples that could not 
be typed with any of the above methods were processed with 
an HPV kit (Keymed S.r.l., Formello, Italy), which designates 
high- (16, 18, 31, 33, 35, 45, 42, and 58) and low-risk (6, 11, 
and 52) HPV types. Randomly selected PCR products, 
including the hTERT-positive sample infected with a low-risk 
HPV type (HPV-6), were sequenced to ensure the accuracy of 
the genotyping method being used.

TRAP Assay. TRAP assay is considered a sensitive 
and specific PCR-based functional enzyme assay. It was 
performed using TeloTAGGG telomerase PCR ELISAPUJS 
kit (Roche, Indianapolis, IN) in accordance with the 
manufacturer’s instructions. Briefly, each frozen pellet was 
homogenized in 200 μΐ lysis reagent. After 30 mins 
incubation on ice, the lysate was centrifuged at 16,000 g 
for 30 mins at 4°C and the supernatant was aliquoted. 
Control templates were included in the kit, which contain 
positive-telomerase template DNA with the same sequence 
as a telomerase product with eight telomeric repeats. Lysates 
from Hela cells were used as positive controls. The PCR-
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Table 1. Correlation of Cytology with HPV Infection3

HPV infection Biopsy findings

Cytology
findings

HPV
negative

HPV positive 
(low risk'3 and 
unclassified 
HPV types)

High riskc 
HPV positive

Negative for 
dysplasia CIN1 CIN2 CIN3

Normal 30/34 (88.2%) 3/34 (8.9%) 1/34 (2.9%) 34/34 (100%) — — ____

ASCUS — 3/5 (60%) 2/5 (40%) 4/5 (80%) 1/5 (20%) — —

LGSIL — 41/69 (55.4%) 33/69 (44.6%) — 69/69 (100%) — —

HGSIL — 2/8 (25%) 6/8 (75%) — — 5/8 (62.5%) 3/8 (37.5%)
Total 30/116 (25.9%) 46/116 (39.6%) 40/116 (34.5%) 38/116 (32.7%) 70/116 (60.3%) 5/116 (4.3%) 3/116 (2.6%)

0 HPV, human papilloma virus; CIN, cervical intraepithelial neoplasia; ASCUS, atypical squamous epithelial cells of undetermined significance; 
LGSIL, low-grade squamous intraepithelial lesions; HGSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion.

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 69. 
c 6, 11, 42, 43, 44, 53, 83.

based analysis was carried out in a 30-μ1 reaction mixture 
containing 2 μ] of cell extract. An internal standard was 
amplified by telomeric substrate primers, to avoid false
negative results. Telomerase-positive results were confirmed 
by repeat TRAP assay, with heat pretreatment (85°C for 15 
mins) of cellular lysates to monitor for false-positive results. 
Lysis buffer reagent controls were included in each reaction 
to monitor for the possibility of reagent contamination. 
Positivity was detected when the substrate turned blue and 
then yellow on addition of the stop reagent; the color 
conversion maximized the sensitivity of the readings. 
Sample absorbance was measured within 30 mins using a 
spectrophotometer at 450 nm against a blank (reference 
wave length at 650 nm). Samples were also electrophoreti- 
cally separated on a 12% polyacrylamide gel and samples 
were considered as positive when the difference between the 
absorbance of the sample and the absorbance of the negative 
control was higher than the 2-fold background activity and 
when they produced the characteristic 6-bp telomerase 
ladder. The sensitivity of the TRAP assay is extended to 10 
Hela cell equivalents.

hTERT mRNA Expression. Total cellular RNA was 
isolated by the guanidinium isothiocyanate method and 
transcribed to cDNA using the Moloney murine leukemia 
virus reverse transcriptase (RT) and random hexamers as 
primers. Retinoic acid receptor alpha cDNA sequences 
(RARa) were amplified in separate reactions as positive 
cDNA controls. Both in the RT reaction and in the ensuing 
amplification reactions, recommended measures to prevent 
cross-contamination of samples were followed. In addition, 
for each experiment, a control with no template was used to 
check for the presence of contaminants. hTERT cDNA 
sequences were amplified by PCR with the intron flanking 
primer pair A/B (A; 5'-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA- 
3’ and B: 5'-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3') spanning 
between exons 3 and 4 of the corresponding gene to exclude 
cross-reactivity with genomic DNA. In contrast to other 
segments of this gene, no splice variants of hTERT mRNA 
have been detected in the genomic region selected for 
hTERT cDNA amplification (16, 17). K562 erythroleukemic

cells, which express hTERT mRNA, served as positive PCR 
control. Direct DNA sequencing was used to identify 
specific PCR products.

Statistical Analysis. Diagnostic test characteristics 
(sensitivity, specificity, positive predictive value [PPV], 
negative predictive value [NPV]) were calculated by using 
the proportion of women with normal cytology, LGSIL, and 
HGSIL. All statistical analyses were performed by Fischer’s 
exact test to evaluate the significance of the differences 
using the statistical analysis program SPSS version 10 
(SPSS Inc., Chicago, IL). Only P values <0.05 were 
considered significant.

Results
HPV DNA was detected in all 82 specimens with 

abnormal cytologic findings (100%) and in 4 of 34 normal 
specimens (11.7%). A single genotype was detected in most 
HPV-positive specimens 77 of 82 (93.9%), whereas 5 of 82 
positive specimens (6%) had multiple HPV infections. 
High-risk HPV types 16, 18, 31, 33, 45, 61, or 58 were 
present in 39 of 82 specimens with abnormal cytologic 
findings (47.5%), and in 1 of 34 normal specimens (2.9%). 
Low-risk HPV types 6, 11, 53, 54, CP141, or CP8304 were 
detected in 24 of 82 cases with abnormal cytologic findings 
(29.3%) and in 3 of 34 normal samples (8.8%). Nineteen of 
the 82 cytologically abnormal specimens (23.2%) were 
HPV positive (nested PCR) with unclassified HPV types. 
ASCUS and LGSILs were present in 74 of 82 (90.2%) and 
HGSILs were present in 8 of 82 (9.75%) of the cytologically 
abnormal samples. When ASCUS samples were grouped 
together with LGSILs, there were no discrepancies between 
cytologic findings and histologic outcome. When ASCUS 
samples (n = 5) were evaluated separately, one of five 
samples (20%) was classified as CIN1. All remaining 69 
LGSIL samples were classified as CIN1, five of eight 
HGSILs (62.5%) were classified as CIN2, and three of eight 
HGSILs (37.5%) were classified as CIN3 (Table 1).

Telomerase activity was observed in 26 of 82 (31.7%) 
specimens analyzed, which were infected with HPV types 
16, 18, 61, and 31. hTERT mRNA expression was observed
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Figure 1. Telomeric repeat protocol assay of representative human papilloma virus (HPV)-infected and normal samples. M, marker. Lane 1, 
positive control high (provided by the kit); lane 2, positive control low (provided by the kit); lane 3, positive HPV-16 sample; lane 4, positive HPV- 
18 sample; lane 5, negative HPV-54 sample; lane 6, negative normal sample.

in 33 of 82 (40.2%) specimens analyzed, which were 
infected with HPV types 16, 18, 61, and 58, and in one case 
with HPV type 6, which was also positive for telomerase 
activity. All normal samples were negative for both 
telomerase activity and hTERT mRNA expression. Among 
the 33 samples positive for hTERT mRNA expression, 24 
were also positive for telomerase activity (72.7% concord
ance). Two samples positive for telomerase activity were 
found to be hTERT negative. Figure 1 shows telomerase 
activity in cervical samples revealing the progressive 6-bp 
ladder. Figure 2 shows hTERT mRNA expression relative 
to RARa mRNA control in a representative number of 
HPV-infected and normal samples.

Correlation Between HPV Infection Status and 
Cytology. HPV test results were compared with the 
cytology of the samples. Four of the 34 normal specimens 
(11.7%) and all of 82 LGSIL and ASCUS and HGSIL 
specimens (100%) were HPV positive. The proportion of 
HPV-infected specimens differed significantly between 
normal samples and samples with either LGSIL and ASCUS 
or HGSIL (P < 0.001; Table 1).

High-risk HPV types 16, 18, 31, 33, 45, 61, or 58 were

identified in one of 34 (2.9%) normal samples, in 33 of 74 
(44.6%) LGSEL and ASCUS, and in six of eight (75%) 
HGSIL samples. Low-risk HPV types 6, 11, 53, 54, CP141, 
or CP8304 were identified in 3 of 34 (8.9%) normal 
samples, 41 of 74 (55.4%) LGSIL and ASCUS, and two of 
eight (25%) HGSIL samples. The most common HPV types 
detected were types 16 and 18, which were detected in 15 of 
86 (18.6%) of positive cases. Among HPV-infected speci
mens, a significant difference was observed between viral 
risk type and cytologic findings. More specifically, a 
significant difference was observed between high-risk 
HPV types and HGSIL and low-risk HPV types and LGSIL 
(P < 0.05; Table 1).

Correlation Between Telomerase Activity, 
hTERT mRNA Expression, and Cytology. Telomer
ase activity was detected in five of eight HGSIL (62.5%) and 
21 of 74 LGSIL and ASCUS (28.4%) samples and was not 
detected in samples with normal cytology. Seven of eight 
HGSIL (87.5%) and 26 of 74 LGSIL and ASCUS (35.1%) 
specimens were positive for hTERT mRNA expression. 
Telomerase activity and hTERT mRNA expression differed

Table 2. Correlation of Telomerase Activity and hTERT mRNA Expression with Cytology3

Cytology Telomerase positive Telomerase negative hTERT positive hTERT negative

Normal 0/34 (0%) 34/34 (100%) 0/34 (0%) 34/34 (100%)
LGSIL 21/74 (28.4%) 53/74 (71.6%) 26/74 (35.1%) 48/74 (64.9%)
HGSIL 5/8 (62.5%) 3/8 (37.5%) 7/8 (87.5%) 1/8 (12.5%)
Total 26/116 (22.4%) 90/116 (77.6%) 33/116 (28.4%) 83/116 (71.6%)

a hTERT, human telomerase reverse transcriptase; LGSIL, low-grade squamous intraepithelial lesions; HGSIL, high-grade squamous 
intraepithelial lesion.
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Figure 2. Reverse transcriptase polymerase chain reaction (PCR) analysis of representative human papilloma virus (HPV)-infected and normal 
cervical specimens for the presence of human telomerase reverse transcriptase (hTERT) mRNA (panel A) relative to retinoic acid receptor alpha 
(RARa) mRNA control (panel B). Lanes 1 and 2, HPV-16 sample; lane 3, normal sample; lane 4, HPV-45; lane 5, HPV-58; lane 6, HPV-61; lane 
7, HPV-6b; lane 8, HPV-6. The PCR products of K562 positive control are shown below.

significantly between LGSIL and ASCUS and HGSIL (P = 
0.004 and P < 0.05, respectively; Table 2).

Correlation Between Telomerase Activity, 
hTERT mRNA Expression, and HPV Infection. The
results of telomerase detection and hTERT mRNA ex
pression were compared with the detection of HPV 
(Table 3). Telomerase activity was detected in 20 of 39 
(51.3%) cases infected with high-risk HPV types and in 6 of 
43 (14%) cases infected with low-risk types or with 
unclassified HPV types. hTERT mRNA expression was

observed in 25 of 39 (64.1%) cases positive for high-risk 
HPV type and in 8 of 43 cases (18.6%) positive for low-risk 
HPV types. A significant difference was observed between 
telomerase activity, hTERT mRNA expression, and HPV 
infection status (P < 0.001).

Assessment of Telomerase Activity, hTERT 
mRNA Expression, and HPV Infection Status for 
the Detection of HGSIL. Sensitivity and NPV for 
telomerase activity assessment for HGSILs were 62.5% and 
96.7%, respectively, whereas specificity and PPV were

Table 3. Correlation of Telomerase Activity and hTERT mRNA Expression with HPV Infection3

Infection type Telomerase positive Telomerase negative hTERT positive hTERT negative Total

Normal High-risk HPV — 1/1 (100%) — 1/1 (100%) 1
Other types'3 — 3/3 (100%) — 3/3 (100%) 3

Negative — 30/30 (100%) — 30/30 (100%) 30
LGSIL High-risk HPV 16/33 (48.5%) 17/33 (51.5%) 19/33 (57.6%) 14/33 (42.4%) 33

Other types'3 5/41 (12.2%) 36/41 (87.8%) 7/41 (17%) 34/41 (83%) 41
HGSIL High-risk HPV 4/6 (66.7%) 2/6 (33.4%) 6/6 (100%) — 6

Other types'3 1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%) 2
Total 26 90 33 83 116

a hTERT, human telomerase reverse transcriptase; HPV, human papilloma virus; LGSIL, low-grade squamous intraepithelial lesions; HGSIL, 
high-grade squamous intraepithelial lesion. 
b Low risk and unclassified HPV types.
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Table 4. Test Characteristics of Telomerase Components and HPV When Used for the Detection of HGSIL3

Telomerase components and HPV Sensitivity Specificity Positive predictive value Negative predictive value

TRAP 62.5% 80.5% 19.2% 96.7%
hTERT 87.5% 76% 21.2% 98.7%
High-risk HPV 75% 68.5% 15% 97.4%

3 HPV, human papilloma virus; HGSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion; TRAP, telomeric repeat protocol assay; hTERT, human 
telomerase reverse transcriptase.

80.5% and 19.2%, respectively. hTERT mRNA expression 
assessment showed a high sensitivity (87.5%), 98.7% NPV, 
76% specificity, and 21.2% PPV for HGSIL (Table 4)

Discussion
We investigated the relation between telomerase activ

ity, hTERT mRNA expression, HPV infection status, and 
cytologic findings in cervical epithelial cells and evaluated 
telomerase activity and hTERT mRNA expression assess
ment in cervical smears with low- and high-grade lesions.

We studied the overall telomerase activity as well as 
hTERT mRNA expression, which correlate closely to 
telomerase activity, and not the RNA component (hTR), 
or telomerase-associated proteins (TP1/TLP1), given that 
the latter are expressed in both normal cervical tissue and 
neoplastic samples, and therefore are nonspecific for 
clinically significant cervical disease (10).

HPV infections are the single most potent insult leading 
to the development of cervical cancer and are present in more 
than 90% of such cases (2, 5, 9). The mechanism of 
malignant transformation by HPV appears to involve the 
integration of HPV DNA into the host cellular genome, 
resulting in constitutive expression of oncoproteins E6 and 
E7, which in turn inactivate tumor suppressor proteins and 
lead to the development of immortalizing or transforming 
phenotypes (13,18-21). Testing for oncogenic types of HPV 
in cervical specimens is another possible method to triage 
women with low abnormalities on cytologic screening and 
has been found to have sensitivity and specificity ranging 
from 65% to 98% and from 52% to 74%, respectively, for 
detecting high-grade lesions (22). In our study, the 
sensitivity and specificity for high risk HPV types were 
75% and 68.5%, respectively, for the detection of HGSIL, 
which is in agreement with previous studies (22-24).

The tight connection between HPV infection and 
cervical neoplasia has been supported by the presence of 
hTERT transcripts in human keratinocytes expressing the 
E6 protein of HPV type 16. In some reports a negative 
association between telomerase activity and HPV infection 
has been observed (6, 9, 12, 25, 26), whereas other studies 
report a positive association between telomerase activity and 
high-risk HPV types in cervical lesions (13, 27).

Until now, the evaluation of telomerase activity and 
hTERT mRNA expression as potential predictors of cervical 
cancer has been inconclusive. Some reports have detected

telomerase activity in normal cervical tissues as well as in 
benign LGSIL and ASCUS (6, 11, 22, 23), whereas some 
others have detected telomerase activity in HGSIL only (25, 
28-31). hTERT mRNA expression has been observed in 
premalignant as well as in malignant lesions of cervical 
epithelium (6, 7,9, 26, 27, 32, 33). In our study we observed 
hTERT mRNA expression in the majority of HGSIL 
(87.5%) samples and in 35% of LGSIL and ASCUS 
samples, whereas telomerase activity was observed in 
62.5% of HGSIL and in 28.4% of LGSIL and ASCUS 
samples, in agreement with previous reports (6, 9, 10, 21,
26) . However, the number of HGSIL samples in our study 
was too small to allow definite conclusions. We also 
observed, for the first time, hTERT mRNA expression in 
cervical samples with low- and high-grade dysplasias, 
infected with HPV types 45, 58, and 61, in addition to 
previously reported types 16 and 18. In agreement with 
Cheah et al (25) and Kawai et al (27), who reported the 
presence of low telomerase activity in four cases infected 
with non-high-risk HPV types using the TRAP assay (8,
27) , we observed hTERT mRNA expression and telomerase 
activity in one specimen infected with low-risk HPV-6. The 
sample was sequenced and was found to be an HPV-6b 
variant. Overall, in our study a correlation was observed 
between telomerase activity, hTERT mRNA expression, and 
HPV infection status in cervical samples with low- and high- 
grade abnormalities.

Routine cervical cytology is the most effective screen
ing test for cancer, but the practice of cervical cytology is 
limited by problems of false-negative diagnosis of HGSILs 
because of errors of interpretation and of poor specificity for 
clinically significant lesions in ASCUS and LGSILs. 
Reports of false-negative rates in cervical cytology vary 
form 1.6% to 28%, with mean sensitivity of 58% and 
specificity of 69% (10, 34). Because of this low sensitivity 
and specificity, the use of a second test in parallel with the 
Papanicolaou smear might be very useful. The issue of the 
clinical utility of telomerase assay and hTERT mRNA 
expression in cervical samples with low- and high-grade 
abnormalities has been addressed in few recent reports and 
there are conflicting results, with sensitivity ranging from 
3.7% to 100% (12, 31, 35-37). Telomerase activity 
assessment in our study showed a relatively high sensitivity 
and a high specificity for HGSILs. hTERT mRNA assess
ment showed even higher sensitivity for HGSILs. More
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specifically, the sensitivity and NPV of telomerase activity 
were 62.5% and 96.7% for HGSILs, whereas specificity and 
PPV were 80.5% and 19.2%, respectively. hTERT mRNA 
sensitivity was 87.5% and NPV 98.7%, whereas specificity 
and PPV were 76% and 21.2%, respectively. Although the 
sensitivity and specificity values of telomerase activity and 
hTERT assessment for HGSILs were high, the observed 
high NPV suggests that the telomerase system might not be 
a useful marker for predicting biologic behavior of a 
cervical lesion.

In conclusion, our findings suggest that HPV infection 
either alone or in association with other insults activates the 
expression of the telomerase gene in the cervical mucosa. 
Telomerase activation appears to be an early event in the 
malignant transformation of cervical epithelium, and based 
on our telomerase assessment values, it is suggested that the 
final evaluation of telomerase test performance must rely on 
a combination of all available test assessment data, cytologic 
and histologic diagnosis, and the follow-up of all women 
with low-grade lesions that expressed telomerase activity.
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Summary Expression of human telomerase reverse transcriptase (hTERT) messenger RNA (mRNA) and 
human papillomavirus (HPV)-16 load were quantified using real-time polymerase chain reaction and 
correlated with cytological findings and the presence of HPV infection in cervical specimens. Human 
telomerase reverse transcriptase mRNA expression was evaluated in 15 (20.5%) of 73 specimens of 
atypical squamous epithelial cells of undetermined significance, in 62 (39.7%) of 156 low-grade 
squamous intraepithelial lesions (LGSILs), in 49 (96%) of 51 high-grade squamous intraepithelial 
lesions (HGSILs), and in 9 (20%) of 45 normal samples, whereas viral load was quantified in 52 (89.6%) 
of 58 samples infected with HPV-16. The mean levels of hTERT mRNA expression were 0.11 in normal 
tissue, 0.23 in atypical squamous epithelial cells of undetermined significance, 0.75 in LGSILs, and 
2.5 in HGSILs. Thus, a significant increase in hTERT mRNA expression was observed with increasing 
degrees of cervical dysplasia. The HPV-16 load was significantly higher in samples of HGSIL than in 
those of LGSILs (P < .001). A significant correlation was observed between viral load and quantitative 
hTERT mRNA expression (r = 0.65; P < .05). Quantitative hTERT mRNA assessment showed 96% 
sensitivity and 100% negative predictive value for high-grade dysplasia, whereas the specificity and 
positive predictive value were 72% and 36.2%, respectively, it is suggested that quantitative hTERT has 
a very high sensitivity and negative predictive value, whereas the observed specificity was moderate, 
indicating that it cannot be used as a diagnostic marker but may be an adjunct in the management of 
women with high-grade cervical dysplasia. However, the final diagnosis must rely on the inclusion of 
clinical evaluation and additional assessment data.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

The role of telomerase, the ribonucleoprotein responsible 
for maintaining the ends of chromosomes, has been the 
subject of intense investigation because of its association 
with cellular aging, immortalization, and cancer [ 1 j. 
Telomerase is composed of 2 major subunits contributing 
to its enzymatic activity: an RNA component (human 
telomerase RNA [hTR]) that serves as the template for the 
polymerase activity of the enzyme and a conserved catalytic 
subunit with reverse transcriptase activity (human telomer
ase reverse transcriptase [hTERT]). Several additional 
protein subunits (Est lp and Est 3p), as well as a variety 
of proteins contributing to the assembly and maturation of 
the enzymatic complex, have also been identified [2], 
Among the various components, hTR and hTERT are 
considered essential for reconstitution of telomerase activity 
[3], Although hTR is highly expressed in all tissues 
regardless of telomerase activity, with cancer cells having 
higher expression than normal cells, hTERT is considered to 
be the most important factor in the formation of functional 
telomerase and concomitant cell immortalization and is 
strongly associated with the enzyme’s activity [4-7].

Studies of both tumor cell lines and human tumor 
specimens have shown that, in contrast to normal somatic 
cells, more than 90% of malignant cells express increased 
telomerase activity [8]. Several investigators have suggested 
that there are quantitative differences in the level of hTERT 
messenger RNA (mRNA) expression in premalignant and 
malignant cervical lesions, indicating a role for hTERT in 
early cancer detection [9,10]. Regulation of hTERT, 
however, is a complex and dynamic process that is tightly 
linked to the regulation of cell proliferation. Several 
mechanisms control the transcription of the hTERT gene, 
leading to repression or reactivation of telomerase activity in 
normal and cancer cells in a context-dependent manner [11]. 
Among these mechanisms, several virus-encoded proteins, 
which contribute to human cell transformation and carcino
genesis, have been suggested [3]. Human papillomaviruses 
(HPV), especially high-risk types 16 and 18, play an 
important role in immortalization and transformation of 
human keratinocytes, and their oncogenic activities are 
attributable mainly to the E6 and E7 oncoproteins, which 
are able to abrogate the tumor-suppressive function of the 
p53 and Rb signaling pathways [11]. It has been suggested 
that the HPV load varies with the type of cervical disease 
and HPV genotype and, furthermore, that a high viral load 
resulting from productive replication increases the risk of 
cervical cancer [12,13].

The present study was designed to test the hypothesis 
that there are quantitative differences in hTERT mRNA 
expression between nonnal and abnonnal cervical mucosa 
and to evaluate the potential role of HPV load in the 
activation of hTERT and the development of cervical cancer. 
For the first time, to our knowledge, we used a real-time 
quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction

(RT-PCR) assay based on LightCycler technology (Roche 
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) to quantify 
hTERT mRNA in cervical samples with different cytolog- 
ical characteristics, as well as HPV-16 DNA load. A 
significant increase in quantitative hTERT mRNA expres
sion was observed with increasing degrees of cervical 
dysplasia. In addition, for the first time, a significant 
correlation was observed between increasing hTERT 
mRNA values and HPV-16 load. The specificity and 
sensitivity of hTERT mRNA expression were assessed to 
test the value of hTERT as a marker of cervical dysplasia.

2. Materials and methods

2.1. Patients

A total of 325 cases were studied, including 280 cases with 
abnormal cytological findings and 45 normal cases. Among 
the 280 abnonnal specimens, 73 were atypical squamous 
epithelial cells of undetermined significance (ASCUS). 
156 were low-grade squamous intraepithelial lesions 
(LGSILs), and 51 were high-grade intraepithelial lesions 
(HGSILs). Of the ASCUS samples, 15 (20.5%) were 
classified as cervical intraepithelial lesion (CIN) 1, whereas 
1 sample (1.4%) was classified as CIN 2. Most of the LGSIL 
samples (98% [153/156]) were classified as CIN 1, 2 (1.3%) 
as CIN 2, and 1 (0.6%) as CIN 3. Of the HGSIL, 40 (78.4%) 
were classified as CIN 2, and 11 (21.6%) as CIN 3. The mean 
age of the women with abnormal findings was 38.4 years 
(range, 19-58 years; SEM, 8.42 years) and that of the control 
group, 37.4 years (range, 24-50 years; SEM, 8.27 years).

Cervical cytology samples were obtained at the colpo
scopy unit of University Hospital of Larissa. All abnonnal 
samples were collected at the time of colposcopic evalu
ation for the management of previous abnormal cytology 
results, including repeat diagnosis of ASCUS or previous 
diagnosis of LGSIL or HGSIL. Two cervical specimens 
were obtained from each woman in appropriate collection 
vials using an endocervical cytobrush before the colpo
scopic examination and cervical biopsy and immediately 
after collection of the routine cervical sample. The study 
was double-blind. The samples were kept on ice and were 
immediately processed in the laboratory. The first specimen 
was collected in sodium chloride, Tris, EDTA, Triton (STE) 
buffer (Tris HC1 0.05 mol/L, NaCl 0.1 mol/L, and EDTA 
1 mmol/L; pH 7.5) and was used for DNA extraction and 
subsequent genotyping of FlPV-positive specimens, where
as the second specimen was collected in Trizol (Life 
Technologies, Inc, Paisley, UK) and was used for RNA 
extraction and quantitative hTERT mRNA evaluation. 
Cervical biopsies for histological examination were 
obtained at the end of the colposcopy and were evaluated 
by the Pathology Laboratory of Larissa University Hospital. 
The Ethics Committee of Larissa University Hospital 
approved the protocol.
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2.2. Human papillomavirus analysis

Human genomic DNA was extracted from the scraped 
cervical cells using a proteinase K/phenol-chloroform 
protocol. Detection and genotyping of HPV has been 
previously described using polymerase chain reaction 
(PGR) with the consensus primers MY09/11, HPV- 
specific primers, as well as restriction endonuclease 
digestion [14].

2.2.1. Total RNA isolation
Total RNA was extracted using Trizol reagent accord

ing to the manufacturer’s instructions. RNA was further 
purified using the RNase-free DNase kit (Qiagen, Hilden, 
Germany). Preservation of 28S and 18S ribosomal RNA 
species was used to assess RNA integrity. Only samples 
with prominent 28S and 18S ribosomal RNA components 
were included in the study. The yield was quantified 
spectrophotometri ca 1 ly.

2.2.2. Quantification of hTERT mRNA
A commercially available Telo TAGGG hTERT Quan

tification kit (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 
was used for RT-PCR amplification and quantification of 
hTERT mRNA according to the manufacturer’s instructions 
using LightCycler technology (Roche Molecular Biochem
icals). Briefly, the hTERT mRNA was reverse-transcribed, 
and a 198-bp fragment of the complementary DNA was 
amplified with the specific primers in a 1-step RT-PCR 
procedure. The amplicon was detected by fluorescence 
using a pair of specific probes consisting of 2 oligonucleo
tides that hybridize with an internal sequence of the 
amplified fragment during the annealing phase of the 
amplification cycle. In a separate 1-step RT-PCR, mRNA 
encoding porphobilinogen deaminase (PBGD) was pro
cessed for use as a housekeeping gene. The reaction product 
served as both a control for RT-PCR performance and a 
reference for relative quantification.

For each tested sample, 2 μΐ. of the eluate total RNA 
(200 ng) was used. Quantification was performed by real
time monitoring for identification of the exact time at which 
the logarithmic linear phase could be distinguished from the 
background. External standards containing 106, 10s, !04,
10'\ and 102 copies of hTERT mRNA per 2 μϊ, were used in 
each run. The cycle numbers of the logarithmic linear phase 
were plotted against the logarithm of concentration of 
hTERT mRNA. By comparing the crossing line intercept of 
an unknown sample with the standard curve, a quantitative 
estimate of the starting copy number of hTERT mRNA (as 
well as of the PBGD) was calculated. The normalized 
hTERT mRNA value (hTERT mRNA copies/PBGD cop
ies), a measure of hTERT mRNA quantity, was calculated 
by dividing the amount of hTERT transcript by the amount 
of endogenous housekeeping gene PBGD mRNA in the 
same sample and multiplying by 100. All hTERT determi
nations were performed at least twice, and the intra-assay 
variability was 0.1% x 100%. To monitor the reaction,

control RNA supplied with the kit was included as a 
positive control in each run. For appropriate negative 
controls, in each run, the RNA template was replaced with 
nuclease-free water, and the reverse transcriptase was 
omitted. hTERT levels can be specifically and quantitatively 
detected with a 10- to 100-copy sensitivity. To study the 
sensitivity of hTERT detection in cytology specimens, 
hTERT mRNA expression was analyzed in serial dilutions 
of hTERT-positive cells in a background of 100 ng of RNA 
from normal hTERT-negative cells. Amplified hTERT 
mRNA expression was detectable down to 100 pg of 
cells. Thus, assuming that 1 cell contains approximately 
10 pg of RNA, the quantitative RT-PCR method allowed the 
detection of hTERT mRNA in 10 cells of an abnormal 
specimen against a background of 10 000 hTERT mRNA- 
negative cells [6).

In contrast to other segments of this gene, no splice 
variants of hTERT mRNA have been detected in the region 
selected for complementary DNA amplification [15,16],

2.2.3. Viral load determination
The copy number of HPV-16 was determined using the 

LightCycler software (version 3.5; Roche Molecular Bio
chemicals). The sequences of the primers and probes were 
designed by TIB MOLBIOL (GmbH, Berlin, Gennany) and 
were the following: primer S TRYRKgYYYTAAAAC'- 
gAAAg, primer A/probe LC TTCCACTTCAgWAYAgC- 
CATA, and probe FL TATTTgAAAgCgAAgACAgCgggT 
X. The PCR was set up in a volume of 20 /rL. Each mixture 
contained 0.5 μιηοΙ/L of primer S and primer A/probe LC 
(5-end labeled with LC red—maximum emission at 
640 nm) and 0.15 pmol/L of probe FL (3-end labeled with 
fluorescein—maximum emission at 530 nm), 2 μΐ. of 
LightCycler Fast Start DNA Master Hybridization Probes 
mix (Roche Molecular Biochemicals), 3.5 pmol/L MgCL, 
and 1 μΐ. of template DNA. Real-time detection was 
performed in glass capillaries using a LightCycler instru
ment (Roche Molecular Biochemicals). The amplification 
conditions were as follows: initial denaturation at 95°C for 
5 minutes followed by 75 cycles of denaturation at 95°C 
for 5 seconds and annealing and extension at 55°C for 
10 seconds and at 72°C for 15 seconds. Fluorescence was 
measured at the end of the 55°C step. To confirm the HPV- 
16 type, melting-curve analysis was performed after the end 
of the PCR amplification. For melting-curve analysis, 
samples were subjected to 1 cycle of 20 seconds at 95°C, 
20 seconds at 50°C, and 1 second at 75°C. In each PCR 
run, plasmid HPV-16 DNA (provided by TIB MOLBIOL) 
was used as a positive control, and to minimize the chance 
of recording false-positive results, samples without template 
were used as negative controls.

Standard curves were created automatically by plotting 
the crossing point against the logarithm of the copy 
numbers of plasmid DNA standards, serially diluted 
10-fold from 107 to 101 copies of HPV-16 DNA. Copy 
numbers of each sample were calculated from the standard
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curve of HPV-16. Each sample was assayed at least twice. 
The number of genomes or cells input was calculated by 
dividing the DNA input by the weight of 1 genome 
equivalent (6.6 pg per cell). The viral load in each sample 
was expressed as the number of HPV copies per microgram 
of DNA [17].

2.3. Statistical analysis

Data were analyzed by the unpaired t test, Mann- 
Whitney U test, or Kruskal-Wallis test, as well as analysis 
of variance and the Fisher PLSD; the post hoc test corrected 
for multiple comparisons where applicable. A 2-sided 
P value below .05 was considered statistically significant. 
Statistical analysis was performed using SPSS 10 software. 
Diagnostic test characteristics (sensitivity, specificity, pos
itive predictive value [PPV], and negative predictive value 
[NPV]) were calculated by using the proportion of women 
with normal cytology, LGSIL, and HGSIL.

3. Results

Human papillomavirus DNA was detected in 190 
(67.8%) of 280 specimens with abnormal cytological 
findings and in 10 (22.2%) of 45 normal specimens. 
High-risk HPV types 16, 18, 31, 33, 45, 61, and 58 were 
present in 105 specimens (37.5%) with abnormal cytolog
ical findings and in 2 nonnal specimens (4.4%). Low-risk 
HPV types 6, 11, 53, 54, CP141, and CP8304 were detected 
in 80 cases (28.6%) with abnormal cytological findings and 
in 8 normal samples (17.7%). Thirty-five of the abnormal 
specimens (12.5%) were positive for unclassified HPV 
types, whereas 60 (21.4%) were negative for HPV infection.

3.1. Human telomerase reverse transcriptase mRNA 
expression in relation to cytological diagnosis

Human telomerase reverse transcriptase mRNA expres
sion was evaluated in 126 (45%) of the 280 abnormal

P<.001

HPV INFECTION

Fig. 2 Mean hTERT mRNA expression values (hTERT mRNA 
copies/PBGD copies) according to HPV infection status.

specimens: 49 (96%) of 51 HGSIL, 62 (39.7%) of 
156 LGSIL, and 15 (20.5%) of 73 ASCUS, as well as in 
9 (20%) of 45 nonnal samples. The mean nonnal ized 
hTERT mRNA expression differed significantly in the 4 
cytological groups, being 0.11 (SEM, 0.03; range, 0-0.8) in 
normal tissue, 0.23 (SEM, 0.04; range, 0-1.6) in ASCUS, 
0.75 (SEM, 0.1; range, 0-4.5) in LGSIL, and 2.5 (SEM, 
0.17; range, 0-5.2) in HGSILs. A significant difference in 
hTERT mRNA expression was observed between normal 
and LGSILs (P < .001), normal and HGSILs (P < .001), 
ASCUS and LGSILs (P < .05), ASCUS and HGSILs (P < 
.001, and LGSILs and HGSILs (P < .001) (Fig. 1). 
No difference was observed between the normal and 
ASCUS samples.

3.2. Correlation of quantitative hTERT mRNA 
expression and HPV infection

The levels of hTERT mRNA were compared with the 
type and extent of HPV infection. The mean hTERT mRNA 
expression levels were 0.62 (SEM, 0.13; range, 0-4.4) in 
specimens infected with low-risk HPV types, 2.35 (SEM, 
0.17; range, 0-5.2) in high-risk HPV-infected specimens,
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Fig. 1 hTERT mRNA expression in cervical samples of different 
cytological characteristics.

Fig. 3 Mean HPV-16 load in infected HGSIL and LGSIL 
specimens.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
25/04/2024 04:42:10 EEST - 3.138.69.146



hTERT mRNA expression in premalignant cervical lesions and correlation with HPV load 139

Minimize Error

Log Concentration

0.Ί , , , | , | , , , , , , I
40 45 50 55 60 65

Cycle Number

------ Linear Regression _

* Crossing Points

Slope- -8.140 15[|.
Intercept =94.98 ft
Error = 0.272 40-
r - 1.00

Fig. 4 Representative LightCycler run for quantification of HPV-16 load. Quantification was done on standard curve constructed 
from 7 standards with known HPV-16 copy numbers (107 to 101). Sample indicated by first arrow is HGSIL, whereas second arrow 
indicates LGSIL.

0.16 (SEM, 0.04; range, 0-1.3) in specimens infected with 
unclassified HPV types, and 0.04 (SEM, 0.01; range, 0-0.6) 
in HPV-negative specimens (Fig. 2). The mean hTERT 
mRNA expression levels in high-risk HPV-infected 
specimens were, on average, 4 times those in low-risk 
infected samples, 17 times those in specimens infected with 
unclassified HPV types, and 72 times those in HPV-negative 
specimens. A significant difference was observed in hTERT 
mRNA expression between the different types of HPV 
infection (P < .001). No difference in hTERT mRNA 
expression values was observed between uninfected tissues 
and those infected with unclassified HPV or between those 
infected with unclassified and low-risk types (Fig. 2).

3.3. Correlation between HPV load and 
cytological diagnosis

Viral load was measurable in 52 (89.6%) of the 58 
samples infected with HPV-16: 30 specimens were HGSIL,

V » ■ /<> - ; , , - «;

20 were LGSIL, and 2 were ASCUS. The other 6 samples 
were excluded from the viral load quantification because of 
the low yield of DNA. The quantity of HPV-16 DNA in 
each sample covered a range of 4 logs (103 to 107 copies).

Fig. 5
16 load.

Number of samples

Correlation of hTERT mRNA expression and HPV-
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The mean HPV-16 load per microgram was 0.76 x 106 
(SEM, 0.37 x 106; range, 0.0016 x 106 to 9.98 x 106). The 
mean copy number of HPV DNA in ASCUS was 0.03 x 
106 (SEM, 0.0004 x 106; range, 0.0016 x 106 to 0.0034 x 
106); that in LGSIL, 0.2 x 106 (SEM, 0.075 x 106; range, 
0.0028 x 106 to 1.24 x 106); and that in HGSIL, 1.18 x 106 
(SEM, 0.4 x 106; range, 0.04 x 106 to 9.98 x 106). The 
HPV-16 median copy values in the HGSIL samples were, 
on average, 6 times those in LGSIL and 60 times those in 
ASCUS. There was a significant increase in HPV-16 load as 
the cervical status changed from low-grade to high-grade 
dysplasia (P < .001 Kruskal-Wallis test) (Fig. 3).

3.4. Correlation between HPV load and quantitative 
hTERT mRNA expression

Expression of hTERT mRNA was observed in all 
52 HPV-16-positive samples, with a mean level of 
2.2 (SEM, 0.15; range, 0.45-5.2). A significant correlation 
was observed between viral load and hTERT mRNA 
expression in samples infected with HPV-16 (Pearson 
con-elation, r = 0.52, P < .001) (Figs. 4 and 5).

3.5. Assessment of quantitative hTERT mRNA 
expression and high-risk HPV infection for 
detection of HGSIL

Quantitative hTERT mRNA assessment showed a high 
sensitivity (96%) and high NPV (99%) for HGSIL. The 
specificity and PPV were 72% and 36.2%, respectively. 
High-risk HPV assessment showed 100% sensitivity and 
NPV for HGSIL, with the specificity and PPV being 79% 
and 52%, respectively.

4. Discussion

The malignant transformation of cervical epithelial cells 
resulting from high-risk HPV infection may be accom
plished to a great extent through telomerase activation by 
the interaction of E6 viral oncoproteins with the hTERT 
promoter [16,18], In addition, it has been suggested that the 
regions of the human DNA into which the vims integrates 
may contain important genes that are altered by the 
integration event and that participate in carcinogenesis [19].

In the present study, for the first time to our knowledge, 
we quantified hTERT mRNA expression in cervical speci
mens with normal and abnormal cytology using RT-PCR, 
and we investigated the relation between quantitative 
hTERT mRNA expression, HPV infection status, and 
cytological findings. Furthermore, we quantified the load 
of HPV-16 in infected samples and, for the first time, 
addressed the question whether viral load is correlated with 
quantitative hTERT mRNA expression and the development 
of cervical dysplasia. We observed hTERT mRNA expres
sion in 96% of HGSIL. 39.7% of LGSIL, 20.5% of ASCUS, 
as well as 20% of normal samples. Expression of hTERT

mRNA increased significantly with increasing degrees of 
dysplasia, suggesting that hTERT mRNA expression repre
sents an early event in the multi step process of cervical 
carcinogenesis. Most previous studies of hTERT mRNA 
used semiquantitative RT-PCR and revealed that 0% to 33% 
of normal cervices and 80% to 100% of cervical cancers 
exhibit hTERT mRNA expression [4,6,7.14,20-22], Expres
sion of hTERT mRN A has been observed by conventional 
RT-PCR in premalignant as well as in malignant lesions of 
cervical epithelium, whereas several studies report small or 
no differences in hTERT expression between normal, 
LGSIL, and HGSIL samples [8,14,17,20.23-27],

We also observed a significant correlation between 
quantitative hTERT mRNA levels and high-risk HPV types 
(P < .001), suggesting that HPV infection triggers genomic 
instability by either its integration into host genome or 
abrogation of checkpoints in pathways leading to telomerase 
activation. High levels of hTERT mRNA by conventional 
RT-PCR and high telomerase activity have been observed in 
samples infected mostly with high-risk HPV types 16 and 
18 [11,14,21,25,26,28], It has been suggested that high-risk 
HPV types may be more potent as carcinogens not because 
of the greater oncogenicity of their transforming proteins but 
because they are able to proliferate more efficiently, 
overwhelming the host’s immune response [29],

We also quantified, by RT-PCR, the load of ITPV-16 and 
observed significant correlations between viral load and 
grade of dysplasia in accordance with previous studies, 
suggesting that the presence of cervical neoplasia might be 
related to the presence of a high HPV-16 load [11,12,29,30]. 
The average HPV DNA copy number has been shown to 
increase with the grade of C1N only for HPV-16, indicating 
a genotype-specific association between HPV load and 
neoplastic progression [11],

Our report is the first in the literature indicating a significant 
positive linear correlation between HPV-16 load and the 
degree of hTERT mRNA expression, indicating that viral load 
is strongly involved in hTERT activation and the presence of 
cervical neoplasia. However, it cannot be concluded that all 
women with high numbers of HPV-16 DNA copies will 
eventually develop cervical carcinoma because malignant 
transformation might depend on other exogenous factors, 
perhaps in combination with impaired immune function with 
increasing age [29], When analyzing viral load, it is also 
important to consider that values are an average summed over 
many cells, a large proportion of which may not be infected, 
and also that the viral DNA may have become integrated, 
disrupting or deleting the probe target site [30].

The issue of the clinical utility of hTERT mRNA 
expression in cervical samples with low- and high-grade 
abnormalities has been addressed in a few recent reports with 
conflicting results and with sensitivity values ranging from 
3.7% to 100% [8,31-33]. Based on our previous results on 
telomerase activity measured by the telomeric repeat 
amplification protocol (TRAP) assay and hTERT mRNA 
expression measured by conventional RT-PCR, sensitivity
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values were 62.5% and 87.5%, respectively [14], whereas the 
sensitivity of quantitative hTERT was considerably higher 
(96%), indicating that quantitative hTERT mRNA expres
sion represents a more sensitive marker for TIGSIL. 
Although the moderate specificity of quantitative hTERT 
mRNA expression is a disadvantage for use in widespread 
cervical cancer screening, the improvement in sensitivity and 
NPV assessment indicates that quantitative hTERT mRNA 
expression could be an adjunctive marker for HGSIL.

Regarding the clinical utility of quantitative hTERT 
mRNA expression for the management of patients with 
ASCUS or LGSIL, the low observed sensitivity (33.6%), 
the detection of hTERT in 20% of nonnal specimens, as 
well as the low proportion of ASCUS and LGSIL cases with 
positive hTERT values that had an underlying high-grade 
dysplasia (CIN 2-3) on cervical biopsy point toward its 
limited practical utility for the management of women with 
low-grade abnormalities.

In conclusion, the direct association observed, for the 
first time to our knowledge, between quantitative hTERT 
mRNA expression and HPV load as well as increasing 
degrees of dysplasia suggests that hTERT activation might 
be a central mechanism by which HPV infection leads to 
malignant transformation. Based on our assessment, 
quantitative hTERT mRNA showed higher sensitivity than 
hTERT studied by conventional RT-PCR, indicating that 
quantitative hTERT could be used as an adjunct to cervical 
cytology for HGSIL. However, because of the only 
moderate observed specificity and the lack of clinical 
utility for low-grade lesions, quantitative hTERT is not a 
diagnostic marker, and the final diagnosis must rely on the 
inclusion of clinical features along with all available 
assessment data.
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