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 ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ  

 

Η επεξεργασία όλων των δειγµάτων και η διενέργεια όλων των πειραµάτων 

πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής του 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Λάρισας υπό την καθοδήγηση της Αναπληρώτριας 

Καθηγήτριας κ. Ασπασίας Τσέζου. 

 

Για την περάτωση της διδακτορικής µου διατριβής οφείλω να ευχαριστήσω ολόψυχα 

την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Ιατρικής Γενετικής κα. Τσέζου Ασπασία για την άρτια 

επιστηµονική καθοδήγηση, αλλά και για την κατανόηση και υποστήριξη καθόλη τη διάρκεια 

της διατριβής. Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω την Επίκουρο Καθηγήτρια Μοριακής 

Βιολογίας του Ανθρώπου κα. Κόλλια Παναγούλα και τον Καθηγητή Ιατρικής Φυσικής κ. 

Κάππα Κωνσταντίνο για την επίβλεψη της διατριβής, καθώς και τον Αναπληρωτή Καθηγητή 

Χειρουργικής κ. Αθανασίου Ευάγγελο για την παροχή των δειγµάτων καρκίνου του µαστού. 

Τέλος, ευχαριστώ τα µέλη της επταµελούς επιτροπής, τον Αναπληρωτή Καθηγητή 

Χειρουργικής κ. Αθανασίου Ευάγγελο, τον Καθηγητή Ιατρικής Φυσικής κ. Κάππα 

Κωνσταντίνο, την Επίκουρη Καθηγήτρια Μοριακής Γενετικής Ανθρώπου κα. Κόλλια 

Παναγούλα, τον Καθηγητή Παθολογικής-Ανατοµικής κ. Κουκούλη Γεώργιο, τον Καθηγητή 

Ορθοπαιδικής κ. Μαλίζο Κωνσταντίνο, τον Καθηγητή Καρδιολογίας κ. Τρυποσκιάδη Φίλιππο 

και την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Ιατρικής Γενετικής κα. Τσέζου Ασπασία. 

 

Ευχαριστώ θερµά όλους τους συναδέλφους Βιολόγους του Εργαστηρίου 

Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Λάρισας, µε 

τους οποίους συνεργάστηκα αρµονικά όλα αυτά τα χρόνια και ιδιαίτερα τους Νικόλαο 

Στεφάνου, Παγώνα Οικονόµου, Stéphanie Dubos, Μαρία Σάτρα, Θεοδώρα Σιµοπούλου, 

Τιµόκλεια Ορφανίδου, Ιωάννα Παπαθανασίου, Μαρία Σαµαρά, Ιωάννα Χιώτογλου, Χρήστο 

Χασανίδη, Ανδροµάχη Βαγενά, Φωτεινή Κωστοπούλου, Χριστίνα Γκουσγκούνη. Επιπλέον θα 

ήθελα να ευχαριστήσω τους ∆ηµήτρη Ηλιόπουλο, Ιωάννη Τσούγκο και Ιωάννη ∆ήµου µε 

τους οποίους συνεργάστηκα σε ένα τµήµα της συγκεκριµένης διατριβής. 

Τέλος ευχαριστώ πολύ την οικογένειά µου και για την αµέριστη συµπαράσταση και 

την συνεχή υποστήριξη και ενθάρρυνση καθ’ όλη τη διάρκεια της διατριβής.  

 

 

Παπανικολάου Βασίλης 

Βιολόγος 

 

Λάρισα, 2010. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Ο καρκίνος του µαστού αποτελεί την πιο κοινή µορφή κακοήθειας που εµφανίζεται 

µεταξύ των γυναικών των δυτικών χωρών, οι οποίες έχουν πιθανότητα 10% να εµφανίσουν 

επιθετικό καρκίνο του µαστού κατά τη διάρκεια της ζωής τους. Την τελευταία δεκαετία, ο 

καρκίνος του µαστού αποτελεί τη δεύτερη πιο συχνή µορφή καρκίνου στον κόσµο µε την 

εµφάνιση άνω του ενός εκατοµµυρίου νέων περιστατικών κάθε χρόνο. Παρά τις προόδους 

που έχουν σηµειωθεί στην έγκαιρη ανίχνευση, καθώς και στην κατανόηση των µοριακών 

βάσεων της βιολογίας του καρκίνου του µαστού, το 30% περίπου των ασθενών µε καρκίνο 

του µαστού σε αρχικό στάδιο, τελικά θα υποτροπιάσουν. Η επιλογή πιο αποτελεσµατικών και 

λιγότερο τοξικών θεραπευτικών σχηµάτων απαιτεί να λαµβάνονται υπόψη τόσο η κατάσταση 

της ασθενούς όσο και τα κλινικά και µοριακά χαρακτηριστικά του όγκου.  

Ο καρκίνος του µαστού παρουσιάζει µεγάλη βιολογική ετερογένεια σε ό,τι αφορά στην 

κλινική εικόνα και στην απόκριση στη θεραπεία. Μοριακοί δείκτες οι οποίοι χρησιµοποιούνται 

συχνά προκειµένου να προβλεφθεί η απόκριση σε χορηγούµενες θεραπείες, είναι οι 

υποδοχείς HER2/neu, οι οιστρογονικοί υποδοχείς (ER) και ο υποδοχέας της προγεστερόνης 

(PR). Η παρουσία ή η απουσία τους στα καρκινικά κύτταρα, σε συνδυασµό µε την 

ενεργοποίηση ογκογονιδίων ή την απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων, 

δηµιουργούν το χαρακτηριστικό φαινότυπο του κάθε καρκινικού τύπου, ο οποίος είναι 

υπεύθυνος για τον επιθετικό ή µη χαρακτήρα, την ανθεκτικότητα και την τελική απόκριση του 

όγκου στη θεραπεία. Η ανθεκτικότητα των καρκινικών κυττάρων στη θεραπεία αποτελεί ένα 

εκτεταµένο αντικείµενο έρευνας τα τελευταία χρόνια. Μία πληθώρα µοριακών δεικτών και 

µεταβολικών µονοπατιών, καθώς και συνδυασµοί αυτών θα µπορούσαν να είναι υπεύθυνοι 

για τον ανθεκτικό ή ευαίσθητο φαινότυπο που παρουσιάζουν τα καρκινικά κύτταρα στην 

ακτινοθεραπεία. Η εις βάθος κατανόηση αυτών των µηχανισµών θα αποτελέσει ένα χρήσιµο 

εργαλείο για τον καθορισµό της βέλτιστης θεραπευτικής αγωγής. 

 

Στα φυσικά άκρα των γραµµικών χρωµοσωµάτων παρατηρούνται εξειδικευµένες 

νουκλεοπρωτεϊνικές δοµές, οι οποίες ονοµάζονται τελοµερή και αποτελούνται από µικρές 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες DNA και από πρωτεΐνες. Κατά τη διαδικασία αντιγραφής 

του DNA δηµιουργείται το λεγόµενο «πρόβληµα ολοκλήρωσης της αντιγραφής» καθ’όσον oι 

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. Η τελοµεράση αποτελείται από δύο υποµονάδες, την RNA υποµονάδα, που 

ονοµάζεται hTR, και την καταλυτική υποµονάδα hTERT που έχει δράση αντίστροφης 

µεταγραφάσης και αποτελεί και τη βασική και απαραίτητη υποµονάδα για την έκφραση του 
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ολοενζύµου. Επιπλέον, στη δηµιουργία ενός ενεργού ολοενζύµου φαίνεται να συµµετέχουν 

πλήθος άλλων πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε την τελοµεράση. Αποτέλεσµα της δράσης 

και της αλληλεπίδρασής τους είναι να διατηρείται το µήκος των τελοµερών, παρέχοντας στα 

κύτταρα τη δυνατότητα για απεριόριστο αριθµό διαιρέσεων, ενώ η απουσία της τελοµεράσης 

έχει ως αποτέλεσµα τα κύτταρα να χάνουν την ικανότητα πολλαπλασιασµού. Η τελοµεράση 

δεν εκφράζεται στα περισσότερα φυσιολογικά σωµατικά κύτταρα, ωστόσο, παρατηρείται 

έκφρασή της σε κύτταρα µε µεγάλη ικανότητα πολλαπλασιασµού, 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 ενδοµητρίου κ.ά. Η τελοµεράση ανιχνεύεται στο 85-95% των κακοηθειών, 

συµπεριλαµβανοµένου και του καρκίνου του µαστού. Η µεταγραφική ρύθµιση της έκφρασης 

της καταλυτικής υποµονάδας επιτυγχάνεται τόσο µέσω µεταγραφικών παραγόντων όσο και 

µέσω επιγενετικών µηχανισµών.  

 

Αντικείµενο της παρούσας µελέτης αποτελεί η διερεύνηση της έκφρασης της 

τελοµεράσης, καθώς και των µηχανισµών που ρυθµίζουν την έκφρασή της σε διαφορετικούς 

τύπους καρκίνου του µαστού, µετά από επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας. 

Χρησιµοποιήθηκαν τόσο καρκινικές κυτταρικές σειρές όσο και δείγµατα από ασθενείς µε 

καρκίνο µαστού, τα οποία διέφεραν στα βασικά χαρακτηριστικά τους, όπως στην παρουσία 

των υποδοχέων οιστρογόνου, προγεστερόνης και  HER2 και στην παρουσία φυσιολογικής ή 

µεταλλαγµένης πρωτεΐνης p53. Η µελέτη χωρίζεται σε δύο κυρίως µέρη: το γενικό και το 

ειδικό. Στο γενικό µέρος γίνεται µια εκτενής ανασκόπηση και αναφορά σε ό,τι είναι ήδη 

γνωστό για τον καρκίνο του µαστού, τα χαρακτηριστικά και τη θεραπεία του, όπως επίσης και 

για την τελοµεράση και το ρόλο της στην αθανατοποίηση των κυττάρων.  

Στο ειδικό µέρος αναλύονται τα ακόλουθα : 

� ο φαινοτυπικός χαρακτήρας των δειγµάτων από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού και η 

πιθανή συσχέτιση των χαρακτηριστικών των καρκινικών κυττάρων µε την έκφραση της 

καταλυτικής µονάδας της τελοµεράσης και µε την ενεργότητα του ενζύµου της 

τελοµεράσης 

� η βιωσιµότητα των διαφορετικών κυτταρικών σειρών και καρκινικών δειγµάτων µετά από 

την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας 

� η ενεργότητα του ολοενζύµου της τελοµεράσης και ο ποσοτικός προσδιορισµός της 

έκφρασης της καταλυτικής υποµονάδας της τελοµεράσης, καθώς και η συσχέτισή τους µε 

τα χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων µετά από την επίδραση ιοντίζουσας 

ακτινοβολίας 
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� οι µεταγραφικοί παράγοντες που ενέχονται, καθώς και οι επιγενετικοί µηχανισµοί οι 

οποίοι ευθύνονται για τη ρύθµιση της έκφρασης της τελοµεράσης µετά από επίδραση 

ιοντίζουσας ακτινοβολίας 

� η εκτίµηση της αποσιώπησης της έκφρασης της τελοµεράσης στη βιωσιµότητα 

ανθεκτικών στην ακτινοβολία καρκινικών κυττάρων του µαστού. 

 

Στην παρούσα διατριβή παρατηρήθηκε αυξηµένη συχνότητα έκφρασης της 

τελοµεράσης στα δείγµατα καρκίνου του µαστού, καθώς και υψηλή συσχέτιση µεταξύ των 

επιπέδων έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της τελοµεράσης. Επιπλέον, 

παρατηρήθηκε σηµαντική συσχέτιση µεταξύ της έκφρασης και ενεργότητας της τελοµεράσης 

και της παρουσίας του υποδοχέα HER2/neu.  

Μετά από ακτινοβόληση καρκινικών κυττάρων από καρκινικές σειρές µαστού και 

δείγµατα βιοψιών όγκων ασθενών µε καρκίνο µαστού, διαπιστώθηκε αύξηση της έκφρασης 

της hTERT και αυξηµένη ενεργότητα του ενζύµου, αλλά και αυξηµένη ανθεκτικότητα των 

ακτινοβοληµένων κυττάρων που είχαν ως κοινό χαρακτηριστικό την υπερέκφραση του 

υποδοχέα HER2/neu. Η αποσιώπηση της έκφρασης της hTERT, οδήγησε σε αυξηµένη 

ευαισθησία των κυττάρων στην ακτινοβόληση, ενώ η αποσιώπηση της έκφρασης του 

υποδοχέα HER2/neu, προκάλεσε µείωση της έκφρασης της hTERT και αύξησε σηµαντικά 

την ευαισθησία των κυττάρων στην ακτινοβόληση. Ενώ παράγοντες όπως οι υποδοχείς 

οιστρογόνων, προγεστερόνης και η παρουσία φυσιολογικής ή µη πρωτεΐνης p53, δε φάνηκαν 

να διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της hTERT και στην απόκριση των 

καρκινικών κυττάρων του µαστού στην ακτινοβολία, ο υποδοχέας HER2/neu βρέθηκε να 

ρυθµίζει την έκφραση της hTERT, µέσω ενεργοποίησης του σηµατοδοτικού µονοπατιού 

PI3Κ/Akt και των µεταγραφικών παραγόντων NF-kB και c-myc. Συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι 

µετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας, τα θετικά ως προς τον υποδοχέα 

HER2/neu καρκινικά κύτταρα, µέσω του σηµατοδοτικού µονοπατιού HER2/neu, NF-kB, c-

myc, hTERT, υπερεκφράζουν την τελοµεράση και εµφανίζουν αυξηµένη ανθεκτικότητα στην 

ακτινοβολία.  

Συµπερασµατικά, προτείνεται ότι η παρουσία του υποδοχέα HER2/neu, θα 

µπορούσε να αποτελέσει δείκτη αυξηµένης ανθεκτικότητας των όγκων στην ακτινοθεραπεία, 

µέσω της ενεργοποίησης ογκογονιδίων όπως η τελοµεράση και ότι η χρήση τεχνολογιών 

καταστολής της έκφρασης της τελοµεράσης ή του υποδοχέα HER2/neu θα µπορούσαν να 

συντελέσουν στην αύξηση της αποτελεσµατικότητας θεραπευτικών σχηµάτων.  
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is the most common malignancy observed among women in western 

countries, who present an overall risk of 10% of developing aggressive breast cancer during 

lifetime. In the past decade, breast cancer is the second most frequent form of cancer 

worldwide, with the occurrence of more than a million new cases per year. Despite the 

progress in rapid detection, as well as the better understanding of the molecular basis of 

breast cancer biology, 30% of breast cancer patients will relapse. The choice of more 

efficient and less toxic therapies implies to take into consideration the patient’s general 

condition, as well as the clinical and molecular characteristics of the tumor.  

Breast cancer presents great heterogeneity in clinical terms and in response to 

therapy. Molecular biomarkers often used to predict tumor response to therapy are 

HER2/neu receptor, Estrogen receptors (ER) and progesterone receptor (PR). Their 

presence or absence on tumor cells in combination with oncogenes’ activation or tumor 

suppressors inactivation create the characteristic phenotype of each type of cancer, which is 

responsible for the level of aggressiveness, the resistance and the final response of the 

tumor to a given therapy. Breast cancer cells’ resistance to therapy is a large field of 

research during the last years. A great number of molecular biomarkers and signalling 

pathways, as well as their different combinations could be responsible for the radio-resistant 

or radio-sensitive cancer cells’ phenotype. Understanding of these mechanisms will be a 

useful tool for the determination of the optimal therapeutic regimen.  

 

On the natural ends of eukaryotic chromosomes there are specific nucleoprotein 

structures, called telomeres consisting of small repeated DNA sequences and proteins. 

During DNA replication, DNA polymerases don’t have the capacity to replicate the 

chromosomes’ ends, which is called the «end replication problem», resulting in constant 

reduction of telomere length. The solution to this problem is provided by a specific reverse 

transcriptase, an RNA-dependent DNA polymerase, called telomerase. Telomerase consists 

of two principal subunits, an RNA subunit called hTR and the catalytic hTERT subunit, which 

possesses reverse transcriptase activity and is responsible for the enzyme expression. 

Moreover, many other proteins, interacting with telomerase seem to participate to the 

formation of an active enzyme. As a result of their interaction and their action, telomere 

length is preserved, offering to these cells the possibility of an unlimited proliferative capacity. 

Telomerase is not expressed in the majority of normal somatic cells, while it is expressed in 

cells with great proliferative capacity, such as stem cells, germinal cells, activated 

lymphocytes, bone marrow cells, endometrial cells etc. Telomerase is detected in 85-95% of 
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malignancies, including breast cancer. The transcriptional regulation of the catalytic subunit 

of telomerase (hTERT) is achieved by both transcription factors and epigenetic mechanisms.  

 

In the present study, we investigated telomerase expression as well as the regulatory 

mechanism of its expression in different types of breast cancer, after treatment with ionizing 

radiation. We used breast cancer cell lines differing in their basic features, such as the 

presence of Estrogen, Progesterone and HER2 receptors and the presence of wild type or 

mutated p53 protein, as well as tissue samples derived from breast cancer patients. Our 

study consists of two principal parts. In the first part, a global review of what is already known 

about breast cancer, its characteristics and the therapies used, as well as about telomerase 

and its role in cells’ immortalization is described.  

In the second part we analyzed: 

� the phenotypic features of tissue samples from breast cancer patients and the possible 

correlation between breast cancer cells’ features and hTERT expression/ telomerase 

activity  

� cell viability of different breast cancer cell lines and tissue samples after treatment with 

ionizing radiation  

� telomerase enzyme activity as well as the quantitative measurement of hTERT 

expression and their association with breast cancer cells’ characteristics after irradiation  

� transcription factors and epigenetic mechanisms that could be responsible for the 

regulation of hTERT after irradiation  

� the effect of hTERT knockdown in the cell viability of radio-resistant breast cancer cells. 

 

We observed high incidence of telomerase expression in breast cancer tissue 

samples, as well as highly significant correlation between hTERT expression levels and 

telomerase activity. Moreover, we observed high correlation between hTERT/telomerase 

expression and the presence of HER2/neu receptor.  

After irradiation of breast cancer cell lines and tissue samples from breast cancer 

patients, we observed high hTERT expression and telomerase activity, as well as high radio-

resistance in HER2/neu overexpressing breast cancer cells. hTERT gene knockdown 

resulted in reduced radio-resistance of breast cancer cells, while HER2/neu knockdown in  

reduced hTERT expression and significant decrease in radio-resistance of breast cancer 

cells.  

Estrogen and progesterone receptors, as well as the presence of wild-type or mutated 

p53 protein did not play a significant role in hTERT expression regulation and in  the 

response of breast cancer cells to irradiation, while HER2/neu was found to regulate hTERT 

expression, through activation of the PI3Κ/Akt signalling pathway by the transcription factors 
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NF-kB and c-myc. More specifically, it was found that after ionizing radiation, HER2/neu 

positive breast cancer cells, through  NF-kB, c-myc overexpressed telomerase and 

presented increased radio-resistance.  

In conclusion, we propose that HER2/neu presence could be an indicator of increased tumor 

radio-resistance, through activation of oncogenes, such as telomerase. The use of 

knockdown technologies against hTERT or HER2/neu could contribute to the increase of 

therapeutic regimens’ effectiveness.  
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1.1 Τελοµερή, Τελοµεράση και αθανατοποίηση των κυττάρων 

 

1.1.1. ∆οµή 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 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 171,2 

(Εικόνα 1).  

 

Εικόνα 1: Τελοµερή και τελοµερική αλληλουχία στον άνθρωπο3. 

 

Το κύριο χαρακτηριστικό της δοµής των τελοµερών είναι ο τελοµερικός βρόχος (t-

loop) 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 

βρόχο4-9 (Εικόνα 2). 

Στη δηµιουργία και διατήρηση του τελοµερικού βρόχου 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 στον βρόχο εµποδίζοντας τη χρωµοσωµική 

σύντηξη και σταθεροποιώντας το άκρο του τελοµερούς, η TRF1 που διαδραµατίζει σηµαντικό 

ρόλο στην αναδίπλωση5-9, η πρωτεΐνη Pot1 που προσδένεται στη µονόκλωνη 3’ πλούσια σε 
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γουανίνη προεξοχή έχοντας πιθανώς προστατευτικό ρόλο, η πρωτεΐνη Rap1 που συµµετέχει 

στο σύµπλοκο µέσω της αλληλεπίδρασής της µε την TRF2, οι TIN2 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 τελοµερούς5,8,10.  

 
Εικόνα 2: ∆οµή τελοµερικού βρόχου11 

 

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, 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 

περιοχών5,7,9,12.  

Τα τελοµερή συµβάλλουν στην προστασία των χρωµοσωµικών άκρων µε τη 

διατήρηση της χρωµοσωµικής ακεραιότητας, µε 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 στη στοίχιση και στο διαχωρισµό τους κατά τη µείωση. 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 χρωµοσωµάτων13-15.  
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1.1.2. Πρόβληµα ολοκλήρωσης της αντιγραφής 

 

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 αντιγραφεί 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, για να ξεκινήσουν τη διαδικασία της αντιγραφής, οι DNA πολυµεράσες 

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 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 αλυσίδα16. Το φαινόµενο αυτό αναφέρεται ως 

«πρόβληµα ολοκλήρωσης της αντιγραφής» (end replication problem)8,17,18(Εικόνα 3). 

 

 

Eικόνα 3: Το πρόβληµα ολοκλήρωσης της αντιγραφής του DNA19. 
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Αποτέλεσµα του προβλήµατος ολοκλήρωσης της αντιγραφής είναι, σε κάθε 

διαίρεση, τα χρωµοσώµατα να χάνουν περίπου 20 – 200 ζεύγη βάσεων από τα τελοµερή 

τους. Κατ’ επέκταση, σε κάθε διαίρεση χάνονται συνεχώς αλληλουχίες τελοµερών µέχρι ένα 

συγκεκριµένο όριο πέραν του οποίου τα χρωµοσώµατα αποκτούν κολλώδη άκρα, 

αναδιατάσσονται και µεταλλάσσονται. Οι 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, λοιπόν, ένα περιορισµένο αριθµό διαιρέσεων τις οποίες µπορεί να υποστεί, γνωστό ως 

όριο Hayflick20. Το όριο Hayflick ταυτίζεται πρακτικά µε το σηµείο Μ1 (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 5-10kb17. 

αλλά παραµένει µεταβολικά ενεργό. Η κατάσταση αυτή περιγράφει την κυτταρική γήρανση21.  

 

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 αυτό22. Γενικά, η 

είσοδος των κυττάρων στο στάδιο Μ1 είναι µία µη αντιστρεπτή διεργασία. Σε ορισµένες, 

όµως περιπτώσεις, όπως κατά την απενεργοποίηση του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53 και 

του ρετινοβλαστώµατος (Rb) από ιϊκά ογκογονίδια, ο κυτταρικός πληθυσµός είναι δυνατόν να 

ξεπεράσει το φραγµό που δηµιουργεί το στάδιο Μ1 και να συνεχίσει τη διαίρεση23 οδηγώντας 

τα κύτταρα σε ένα στάδιο έντονης κρίσης που ονοµάζεται Μ2 (mortality stage 2). Το στάδιο 

αυτό χαρακτηρίζεται από εκτεταµένες χρωµοσωµικές ανωµαλίες και πολύ κοντά και 

δυσλειτουργικά τελοµερή που τελικά οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο. Η χρονική στιγµή 

εισόδου του κυττάρου στο στάδιο της κρίσης εξαρτάται από το αρχικό µήκος των τελοµερών, 

δεδοµένης της παρατήρησης ότι τα κύτταρα µε τελοµερή µεγάλου µήκους µεταπίπτουν στην 

απόπτωση αργότερα σε σχέση µε εκείνα µε µικρό µήκος τελοµερών16 (Εικόνα 4).  

 

Τα τελοµερή, εποµένως, λειτουργούν σαν το ρολόι της ζωής του κυττάρου, εφ’ όσον 

επιτρέπουν στα κύτταρα συγκεκριµένο αριθµό διαιρέσεων αποτρέποντας τη δηµιουργία 

¨αθάνατων¨ κυττάρων16. 
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Εικόνα 4: Απεικόνιση της σχέσης 

του µήκους των τελοµερών µε τον 

αριθµό των κυτταρικών διαιρέσεων. 

Αναλυτικότερα παρατηρείται η 

βράχυνση του µήκους των 

τελοµερών σχετικά µε τον αριθµό 

των κυτταρικών διαιρέσεων. 

Φαίνονται επίσης  τα στάδια της 

κυτταρικής (αντιγραφικής) γήρανσης 

(replicative senescence) και τις 

κρίσης (cellular crisis)24. 

 

 

1.1.3. Τελοµεράση 

 

Το «πρόβληµα ολοκλήρωσης της αντιγραφής» επιλύει µια ειδική αντίστροφη 

µεταγραφάση, η τελοµεράση, η οποία 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 γήρανση5,6,8,12,24,25. 

 

1.1.3.1 ∆οµή της τελοµεράσης  

 

Η τελοµεράση είναι ένα ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύµπλοκο µεγέθους περίπου 

1000kDa. 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, hTERC)26-28 και µία υποµονάδα µε δράση αντίστροφης 

µεταγραφάσης (human Telomerase Reverse Transcriptase, hTERT)29,30 (Εικόνα 5). 

∆ιαφορετικά 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 oλοκλήρωση της δραστικότητας του ενζύµου31. 
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Εικόνα 5: ∆οµή της τελοµεράσης28. 

 

1.1.3.1.1 RNA υποµονάδα τελοµεράσης 

 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την σύνθεση της RNA υποµονάδας της τελοµεράσης 

(hTR) εντοπίζεται στο µεγάλο βραχίονα του χρωµοσώµατος 3 (3q26)32. Το hTR συστατικό 

µεταγράφεται από την RNA πολυµεράση ΙΙ 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’ άκρο8,33. Η hTR διαθέτει µία αρκετά σταθερή δευτεροταγή 

δοµή που εµφανίζεται κατά µεγάλο ποσοστό διατηρηµένη µεταξύ εξελικτικά 

αποµακρυσµένων οργανισµών34. Επιπλέον, οι συντηρηµένες περιοχές στο hTR µόριο 

αποτελούν θέσεις αναγνώρισης για πρωτεΐνες που προσδένονται σε αυτό (hTR binding 

proteins)6,26. 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 

τελοµεράσης35,36.  
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 1.1.3.1.2 Καταλυτική υποµονάδα τελοµεράσης (hTERT) 

 

Το γονίδιο hTERT, που κωδικοποιεί τη σύνθεση της πρωτεϊνικής υποµονάδας της 

τελοµεράσης εδράζεται στον βραχύ βραχίονα του χρωµοσώµατος 5 (5p15.33), περίπου 2Μb 

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 η οποία 

παρουσιάζει πολλές οµοιότητες µε άλλες ανάστροφες µεταγραφάσες29,37. Αποτελείται από 

ένα σχετικά µικρό καρβοξυτελικό τµήµα, µία κεντρική, ιδιαίτερα συντηρηµένη περιοχή και ένα 

αρκετά µεγάλο αµινοτελικό άκρο38. Πιθανότατα, η κεντρική µαζί µε την καρβοξυτελική 

περιοχή σχηµατίζουν χαρακτηριστική δοµή στις πολυµεράσες και στις ανάστροφες 

µεταγραφάσες που περιβάλει το άκρο του χρωµοσώµατος για να προσθέσει τις µονόκλωνες 

επαναλήψεις στα τελοµερή39,40. Στο µεγάλο αµινοτελικό τµήµα της πρωτεΐνης πρόσφατα 

αναγνωρίσθηκε µία περιοχή, η Ν-GQ, η οποία παίζει σηµαντικό ρόλο κατά την πρόσδεση του 

ενζύµου στο 5’ άκρο του DNA41. Έχει διαπιστωθεί τόσο σε in vivo όσο σε in vitro µελέτες ότι 

η περιοχή N-GQ θεωρείται απαραίτητη για τη δράση της hTERT42. Μελέτες έχουν δείξει ότι η 

έκφραση του mRNA που κωδικοποιεί για την hTERT σχετίζεται άµεσα µε τη δραστικότητα 

της τελοµεράσης43-45, 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 τελοµερών5,46, ενώ επίσης έχει προταθεί και η αντι-αποπτωτική της δράση στο 

κύτταρο47-49. Επιπλέον, η hTERT αυξάνει τη σταθερότητα του γενετικού υλικού 

υποβοηθώντας, αν όχι συµµετέχοντας, στους επιδιορθωτικούς µηχανισµούς50.  

 

 
 

Εικόνα 6 : Οργάνωση του γονιδίου hTERT51. 
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1.1.3.2 Λειτουργία 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 kb2,52. Αναλυτικότερα, δηµιουργούνται ζεύγη βάσεων µεταξύ των 

συµπληρωµατικών περιοχών της RNA υποµονάδας και των τελοµερών (binding). Στη 

συνέχεια επιµηκύνεται το χρωµοσωµικό τµήµα χρησιµοποιώντας το ¨καλούπι¨ του RNA 

(polymerization) και τελικά το ένζυµο προχωρά (translocation) προς την 3’ κατεύθυνση για να 

πραγµατοποιήσει ξανά την 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 την 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 3’5,8,53.  

 

1.1.3.3 Έκφραση της τελοµεράσης 

 

Η τελοµεράση εκφράζεται στα γαµετικά κύτταρα, καθ’ όλη τη διάρκεια της εµβρυϊκής 

ανάπτυξης καθώς και σε φυσιολογικά κύτταρα που διαιρούνται συνεχώς48. 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 ενδοµητρίου κ.ά54. Στα υπόλοιπα 

σωµατικά κύτταρα που δεν έχουν µεγάλη ικανότητα πολλαπλασιασµού η τελοµεράση 

εκφράζεται πολύ λίγο ή και καθόλου µε αποτέλεσµα τη συνεχή βράχυνση των τελοµερών, 

την κυτταρική γήρανση και την απώλεια ικανότητας πολλαπλασιασµού55,56.  Η τελοµεράση 

έχει ανιχνευθεί στο 85-90% των περιπτώσεων καρκίνου, γεγονός που αποδεικνύει ότι η 

αύξηση της έκφρασης της τελοµεράσης είναι απαραίτητη για την εξασφάλιση των κυτταρικών 

διαιρέσεων συνδέοντας την αναπόσπαστα µε την αθανατοποίηση των κυττάρων και την 

καρκινογένεση6,33,44,57-59. 

Αναλυτικότερα, η hTERC παρουσιάζει σταθερή έκφραση σε όλους τους ιστούς, 

εµβρυονικούς και σωµατικούς, φυσιολογικούς και παθολογικούς35,60, γεγονός που οδήγησε 

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 ενεργότητας της 

τελοµεράσης36. Αντίθετα, η έκφραση της hTERT είναι στενά ελεγχόµενη και δεν παρατηρείται 

στα περισσότερα σωµατικά κύτταρα38,44. H έκφραση της καταλυτικής υποµονάδας της 
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τελοµεράσης παραλληλίζεται στενά µε τις αλλαγές της έκφρασης της τελοµεράσης, τόσο κατά 

τη διάρκεια της φυσιολογικής διαφοροποίησης των κυτταρών61 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 αποτελεσµατική για την ενεργοποίηση της τελοµεράσης σε 

κυτταρικές σειρές αρνητικές στην έκφραση της τελοµεράσης62. 

 

 1.1.3.4 Ρύθµιση της έκφρασης της τελοµεράσης 

 

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 

ρύθµισής της33. 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  

πιθανότητα ρύθµισής της µέσω επιγενετικών µηχανισµών. Aναλυτικότερα 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 µετάφρασης 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 0,8763.  

 

1.1.3.4.1 Μεταγραφικοί παράγοντες 

 

Στο σύνολο των µεταγραφικών παραγόντων που ελέγχουν τη ρύθµιση, 

περιλαµβάνονται οι καταστολείς της hTERT, όπως η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p53, η 

Mad1, η πρωτεΐνη MZF-2 (myeloid-specific zinc finger protein 2), οι πρωτεΐνες WT1 (προϊόν 

του ογκοκατασταλτικού γονιδίου WT1 στον όγκο Wilms), ο αυξητικός παράγοντας 

µετασχηµατισµού TGF-β, η Menin και οι ενεργοποιητές της µεταγραφής της hTERT όπως οι 

στεροειδείς ορµόνες (οιστρογόνα και προγεστερόνη), οι πρωτεΐνες c-Myc και ο Sp164.  

Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 7) απεικονίζονται οι µεταγραφικοί παράγοντες που 

ενεργοποιούν και καταστέλλουν µέσω διαφόρων µονοπατιών την έκφραση της καταλυτικής 

υποµονάδας της τελοµεράσης (hTERT). 
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Αναλυτικότερα, σχετικά µε το ρόλο της p53 στον µεταγραφικό έλεγχο της hTERT 

έχει παρατηρηθεί ότι υπάρχει µια αντιστρόφως ανάλογη σχέση µεταξύ των επιπέδων 

έκφρασης της p53 και της τελοµεράσης. Μελέτες σε καρκινικά κύτταρα του τραχήλου (SiHa) 

έδειξαν ότι η υπερέκφραση του p53 καταστέλλει άµεσα τη µεταγραφή της hTERT65 ενώ η 

αναστολή του p53 µε µεθόδους siRNA ή µε απαλοιφή του γονιδίου, δεν επαναφέρει την 

έκφραση της hTERT66, γεγονός που αναδεικνύει το p53 ως ένα µη αναστρέψιµο αναστολέα 

της hTERT. 

 

Εικόνα 7: Απεικόνιση µεταγραφικών παραγόντων που ενεργοποιούν ή καταστέλουν την  έκφραση της 

καταλυτικής υποµονάδας της τελοµεράσης (hTERT)67. 

 

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

καταστέλλει τη µεταγραφή της µέσω του µονοπατιού TGF-β/Smad. Επιπλέον, η παρουσία 

της πρωτεΐνης MZF-2 καταστέλλει τη µεταγραφή της hTERT, αλλά φαίνεται ότι η επίδραση 

της στη ρύθµιση της hTERT είναι αµελητέα68. Σε κύτταρα µε όγκο Wilms βρέθηκε ότι η 

πρόσδεση της πρωτεΐνης WT1 στον υποκινητή της hTERT καταστέλλει τη µεταγραφή της 

hTERT69 . 

Για τον µεταγραφικό παράγοντα Sp1 έχουν εντοπιστεί δύο κανονικές και τρεις 

εκφυλισµένες θέσεις πρόσδεσης του πάνω στον υποκινητή της hTERT, 100 βάσεις πριν το 

σηµείο έναρξης της µετάφρασης. Ο Sp1 συνεργάζεται µε τον παράγοντα c-Myc µε στόχο να 

προκαλέσουν την µεταγραφή του γονιδίου, ενώ η σύνδεση του µε την οµόλογη του πρωτεΐνη 

Sp3 είναι δυνατό να προκαλέσει την απακετυλίωση των ιστονών και την καταστολή της 

έκφρασης της hTERT. 
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Στον υποκινητή της hTERT έχουν ανιχνευθεί δύο περιοχές πλούσιες σε CpG, 

γνωστές ως E-boxes που περιέχουν θέσεις πρόσδεσης για τους µεταγραφικούς παράγοντες 

Myc/Max/Mad. Ο Max µπορεί να οµοδιµεριστεί και να ετεροδιµεριστεί µε τον Myc ή Max. 

Ανάλογα µε το 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 Max. 

Το πρωτο-oγκογονίδιο c-Myc εκφράζεται σε υπό πολλαπλασιασµό κύτταρα και σε πολλά 

νεοπλαστικά 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 

τελοµεράσης70. 

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 hTERT35,71. 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 

της35,71. Η άλλη θέση πρόσδεσης του ER εδράζει δίπλα στη θέση αναγνώρισης του 

µεταγραφικού παράγοντα Sp1 και αυτή η γειτονική τοποθέτηση επιτρέπει στον ER και τον 

Sp1 να δεσµεύονται συνεργατικά στο DNA72. 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 hTERT73. Τα ανδρογόνα επίσης φαίνεται να προκαλούν θετική 

ρύθµιση στον υποκινητή και να ενισχύουν τη δράση της τελοµεράσης σε καρκινικά κύτταρα 

του προστάτη, χωρίς όµως άµεση πρόσδεση στον υποκινητή74. Εποµένως οι στεροειδείς 

ορµόνες φαίνεται πως επάγουν την έκφραση της hTERT σε διάφορους ορµονο-

εξαρτώµενους όγκους, ενώ αντίθετα, ο πυρηνικός υποδοχέας της βιταµίνης D, έχει βρεθεί να 

ρυθµίζει αρνητικά τον υποκινητή της hTERT75,76. 

Οι πρωτεΐνες ETS είναι µία οικογένεια µεταγραφικών παραγόντων µε 

χαρακτηριστικές διατηρηµένες περιοχές πρόσδεσης στο DNA. Οι κυριότερες της οικογένειας 

είναι οι Ets1 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 του77,78. Συνεπώς η πρόσδεση του EGF ενισχύει τη 

µεταγραφή της hTERT και θεωρείται ότι οι Ets1 και Ets2 διαµεσολαβούν στον έλεγχο της 

hTERT από τον EGF µε το να προσδένονται στα E-boxes79.  
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Μελέτες έχουν δείξει ότι πολλές ιϊκές πρωτεΐνες είναι δυνατό να προκαλέσουν 

αναστολή ή ενεργοποίηση της έκφρασης της τελοµεράσης. Το ιϊκό DNA ενσωµατώνεται στο 

γονιδίωµα του κυττάρου ξενιστή σε διάφορες θέσεις και στη συνέχεια, προαγωγείς του ιού 

µεταγράφουν το γειτνιάζον γονίδιο του ξενιστή. Αυτού του είδους η ενεργοποίηση της hTERT 

έχει περιγραφεί στην περίπτωση του ιού της ηπατίτιδας B (HBV), ο οποίος είναι σηµαντικός 

παράγοντας για την ανάπτυξη καρκίνου του ήπατος και στην περίπτωση του ιού των 

ανθρώπινων θηλωµάτων (HPV) που αποτελεί την κυριότερη αιτία καρκίνου τραχήλου της 

µήτρας80-83. 

 

 1.1.3.4.2 Επιγενετικοί µηχανισµοί ρύθµισης της hTERT 

 

Eπιγενετικές ονοµάζονται οι αλλαγές στο µοτίβο έκφρασης των γονιδίων οι οποίες 

επιτυγχάνονται µε µηχανισµούς που δεν αλλάζουν την αρχική αλληλουχία του DNA. Αυτοί οι 

µηχανισµοί αλλάζουν την δεκτικότητα του DNA στους µεταγραφικούς παράγοντες µέσα από 

διαδικασίες που περιλαµβάνουν α) τη µεθυλίωση των κυτοσινών σε CpG περιοχές του 

DNA84-87, β) τις αλλαγές στο αµινοτελικό άκρο των ιστονών στα νουκλεοσώµατα που 

συνήθως είναι γνωστές ως ”κώδικας ιστόνης”88,89, γ) την αναδιαµόρφωση του συµπλόκου 

SW1/SNF µέσω ενός αδενοτριφωσφορικά εξαρτώµενου τρόπου90 και δ) τη µεταγραφική ή 

µετα-µεταγραφική ”σιωπηλή” ρύθµιση των γονιδίων µέσω µικρών ρυθµιστικών µη 

νοηµατικών µορίων RNA (micro RNAs)91.  

 

Μεθυλίωση του DNA  

 

Η µεθυλίωση του DNA προέκυψε σχετικά αργά κατά την εξελικτική διαδικασία και 

ενέχεται στη σταθερή και µακράς διάρκειας απενεργοποίηση της έκφρασης των 

περισσότερων γονίδιων92. 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 Kbp93. Yπολογίζεται ότι το 60% των 

ανθρώπινων γονιδίων περιέχουν τουλάχιστον ένα CpG νησίδιο94.  

Κατά τη διάρκεια της µεθυλίωσης πραγµατοποιείται µια βιοχηµική µετατροπή κατά 

την οποία προστίθεται µια µεθυλοµάδα (s-αδενοσυλ-µεθειονίνη) στον 5’ άνθρακα της 

κυτοσίνης που βρίσκεται σε αλληλουχίες CpG95,96. (Εικόνα 8). Οι CpG περιοχές του DNA 

µεθυλιώνονται από τα ένζυµα της οικογένειας των DNA µεθυλοτρανσφερασών (DNMT1, 

DNMT3A και DNMT3B). H απαλοιφή αυτών των ενζύµων σε διαγονιδιακά (knock-out) 

ποντίκια, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι είναι απαραίτητα για τη φυσιολογική ανάπτυξη του 

οργανισµού97,98. 
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Eικόνα 8: Βιοχηµκή µετατροπή του DNA κατά τη µεθυλίωσή του από τις µεθυλοτρανσφεράσες99. 

 

Υπάρχουν πιθανότατα πολλοί µηχανισµοί που συµµετέχουν στην απορρύθµιση της 

έκφρασης των γονιδίων µέσω της µεθυλίωσης. Παρόλο που η µεθυλίωση 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, αληλεπιδρούν άµεσα µε τις απακετυλάσες 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 µεθυλίωση µέσα ή γύρω από τον υποκινητή ενός γονιδίου και όχι 

µέσα στο ίδιο το γονίδιο ρυθµίζει την έκφραση του γονιδίου. Επίσης, είναι δυνατό η 

µεθυλίωση του DNA από µόνη της να µην είναι ικανή να προκαλέσει την καταστολή της 

έκφρασης ενός γονιδίου και η απορρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων να πραγµατοποιείται 

µόνο µε την επίδραση πρωτεϊνών που διαµορφώνουν τη χρωµατίνη γύρω από τις 

µεθυλιωµένες περιοχές. 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 γονιδίων85,87.  

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 στην ρύθµιση της έκφρασης της τελοµεράσης. Σε αντίθεση µε 

το γενικότερο µοτίβο στο οποίο η µεθυλίωση του DNA σε περιοχές πλούσιες σε GC  
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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 αποσαφηνιστεί63. 

 

 Ορισµένες έρευνες έχουν δείξει ότι η υπερµεθυλίωση του υποκινητή της hTERT 

οδηγεί στην καταστολή της έκφρασης της καταλυτικής υποµονάδας της τελοµεράσης100,101, 

ενώ άλλες σε µετασχηµατισµένα και νεοπλαστικά κύτταρα δείχνουν ότι η hTERT εκφράζεται 

παρόλο που ο υποκινητής της είναι υπερµεθυλιωµένος102. 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), παρατηρήθηκε ότι η υπερµεθυλίωση του υποκινητή της hTERT 

υποµονάδας αυξάνει και την έκφρασή της102-107. 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 δε 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 

υποκινητή107,108. 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 εξαρτάται τόσο από 

τον κυτταρικό τύπο όσο και από την παράλληλη παρουσία και δράση µεταγραφικών 

παραγόντων ή άλλων επιγενετικών µηχανισµών102. 

 

Επιγενετική απορρύθµιση της έκφρασης της hTERT 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 τυλιγµένα 

γύρω από ένα οκταµερές ιστονών. Κάθε οκταµερές αποτελείται από 2 µόρια από κάθε 
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πυρηνική ιστόνη Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4. Τα νουκλεοσώµατα συνδέονται µεταξύ τους µε µια 

µικρή αλληλουχία DNA 80-100 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 

νουκλεοσωµάτων µέσω της επίδρασης συµπλόκων που έχουν δράση ΑΤPάσης και 

ενεργοποιούν τα νουκλεοσώµατα προκαλώντας µικρή µετακίνηση αυτών πάνω στο DNA. O 

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 Η3.388. 

Οι πυρηνικές ιστόνες έχουν αµινοτελικά άκρα πλούσια σε λυσίνη τα οποία λόγω του 

ότι είναι θετικά φορτισµένα προεξέχουν από το νουλεόσωµα. Μετα-µεταγραφικές 

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/απακετυλίωση των λυσίνων και θρεονινών, την 

ουµπικουϊτιλίωση των λυσίνων και την ΑDP-ριβοζυλίωση των γλουταµινικών 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 τη 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 ιστονών” (”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 την µεταγραφική ενεργότητα, η µεθυλίωση 

τους, αντίθετα, µπορεί να συσχετιστεί τόσο µε την ενεργοποίηση όσο και µε την καταστολή 

της έκφρασης γονιδίων89 (Εικόνα 9).  

Οι ακετυλοτρανσφεράσες (Histone acetyl transferases-HATs) και 

απακετυλοτρανσφεράσες (HDACs) των ιστονών αποτελούν δύο οµάδες ενζύµων που 

καταλύουν την ακετυλίωση και την απακετυλίωση αντίστοιχα, στις λυσίνες των 

συντηρηµένων αµινοτελικών άκρων των πυρηνικών ιστονών. Η κατάσταση της ακετυλίωσης 

της χρωµατίνης καθορίζεται από την ισορροπία µεταξύ των ακετυλασών και απακετυλασών. 

Γενικά, ενώ η αύξηση της ακετυλίωσης σχετίζεται µε αποσυσπειρωµένη και ενεργή 

χρωµατίνη καθώς και αυξηµένη µεταγραφικότητα, η απακετυλίωση των ιστονών συνδέεται µε 

συσπειρωµένη µορφή χρωµατίνης και µε καταστολή της γονιδιακής έκφρασης. Οι 
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ακετυλοτρανσφεράσες διαιρούνται σε τρεις υποοικογένειες, ανάλογα µε την παρουσία των 

συντηρηµένων µοτίβων, όπως οι GNAT, MYST και p300/CBP. Παροµοίως, οι απακετυλάσες 

διακρίνονται σε τρεις τάξεις: τάξη Ι, τάξη ΙΙ και τάξη ΙΙΙ. Επιπρόσθετα, οι ακετυλάσες και 

απακετυλάσες επηράζουν την κατάσταση ακετυλίωσης των λυσίνων που βρίσκονται και 

στους µεταγραφικούς παράγοντες p53, E2F1, GATA1, RelA, YY1, Mad/Max, TFIIE και TFIIF, 

υποδοχείς ορµονών µε αποτέλεσµα να επηρεάζουν την πρόσδεση µε το DNA89.  

Σε ότι αφορά στην έκφραση της hTERT, έχει βρεθεί ότι η εκτοπική έκφραση 

ακετυλοτρανσφερασών ή απακετυλοτρανσφερασών επηρεάζει την έκφραση του µορίου, ενώ 

έχει βρεθεί ότι η φυσιολογική ενεργοποίηση της hTERT σε ενεργοποιηµένα T λεµφοκύτταρα 

συνδέεται µε τοπική υπερακετυλίωση των ιστονών στην περιοχή του υποκινητή του 

γονιδίου109. Επιπρόσθετα, µετά από διαφοροποίηση των λευκαιµικών κυττάρων HL60, 

βρέθηκε πως η ποσότητα των ακετυλιωµένων ιστονών στον υποκινητή της hTERT µειώθηκε 

σηµαντικά, ενώ παρατηρήθηκε ταυτόχρονη µείωση της έκφρασης της hTERT110. Η αναστολή 

της απακετυλίωσης των ιστονών από τη χηµική ουσία TSA (Τριχοστατίνη Α) 

απενεργοποίησε την καταστολή της hTERT στα διαφοροποιηµένα κύτταρα110. Εποµένως, η 

υπερακετυλίωση ή η υποακετυλίωση των ιστονών µπορεί να διαραµατίζουν σηµαντικό ρόλο 

στην ενεργοποίηση ή καταστολή της hTERT αντίστοιχα.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 9:  
Συνεργασία ακετυλίωσης 

και µεθυλίωσης στον έλεγχο της 

έκφρασης ενός γονιδίου. Η 

ακετυλίωση και η υποµεθυλίωση 

της χρωµατίνης ενεργοποιούν τη 

µεταγραφή του γονιδίου, ενώ 

αντίθετα, η αποακετυλίωση και 

µεθυλίωσή της προάγουν την 

καταστολή της έκφρασής του111.  

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/07/2024 03:11:54 EEST - 3.145.66.41



29 
 

Επιγενετική ρύθµιση της έκφρασης της hTERT µέσω µικρών ρυθµιστικών 

συµπληρωµατικών µη νοηµατικών µορίων RNA 

 

Έχει παρατηρηθεί ότι ο ρόλος των µη νοηµατικών µορίων RNA (microRNAs) στη 

δοµική δυναµική της χρωµατίνης και στην καταστολή της γονιδικής έκφρασης είναι ιδιαίτερα 

σηµαντικός. Σχετίζονται µε την απενεργοποίηση του χρωµοσώµατος Χ, µε την πρόσδεση της 

HP1 στην 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 τεµαχίζεται σε µικρά τµήµατα 23 νουκλεοτιδίων 

(small interfering RNA). Τα τελευταία µπορούν να προκαλέσουν την αποικοδόµηση των 

συµπληρωµατικών RNA, καθώς και την έναρξη της καταστολής των γονιδίων, µεταξύ των 

οποίων και της hTERT, µέσω ενός µηχανισµού που εξαρτάται από τις ιστόνες91.  

 

1.2 Καρκίνος του µαστού και τελοµεράση      

     

1.2.1. Επιδηµιολογία και πρόγνωση καρκίνου του µαστού  

 

Ο καρκίνος του µαστού είναι η πιο κοινή µορφή κακοήθειας που εµφανίζεται µεταξύ 

των γυναικών των περισσότερων δυτικών χωρών, καθώς έχουν πιθανότητα 10% να 

εµφανίσουν επιθετικό καρκίνο του µαστού κατά τη διάρκεια της ζωής τους112. Το 2002, ο 

καρκίνος του µαστού ήταν η δεύτερη πιο συχνή µορφή καρκίνου στον κόσµο, µε πάνω από 

ένα εκατοµµύριο νέα περιστατικά. Στη χώρα µας, σύµφωνα µε τα στατιστικά στοιχεία της Γ' 

Χειρουργικής Κλινικής-Χειρουργικής Μαστού του Θεαγενείου Νοσοκοµείου Θεσσαλονίκης, ο 

καρκίνος του µαστού είναι πρώτος σε συχνότητα εµφάνισης, αποτελώντας το 25% όλων των 

καρκίνων στις γυναίκες. Κάθε χρόνο 1.200 Ελληνίδες πεθαίνουν χτυπηµένες από τη νόσο, η 

οποία στη χώρα µας αποτελεί τη δεύτερη αιτία θανάτου µετά τα τροχαία. Κάθε χρόνο 3.000 

Ελληνίδες προσβάλλονται από καρκίνο του µαστού, ενώ κάθε χρόνο παρατηρείται αύξηση 

των κρουσµάτων κατά 3-4%. Παρά τις προόδους που έχουν σηµειωθεί στην έγκαιρη 

διάγνωση, καθώς και στην κατανόηση των µοριακών βάσεων της βιολογίας του καρκίνου του 

µαστού, το 30% περίπου των ασθενών µε καρκίνο του µαστού σε αρχικό στάδιο, θα 

υποτροπιάσουν. Η επιλογή πιο αποτελεσµατικών και λιγότερο τοξικών θεραπευτικών 

σχηµάτων απαιτεί να λαµβάνονται υπόψη τόσο η κατάσταση της ασθενούς και τα κλινικά 

δεδοµένα όσο και τα µοριακά χαρακτηριστικά του όγκου113.  
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Ο καρκίνος του µαστού έχει µεγάλη βιολογική ετερογένεια στην κλινική του εικόνα 

και στην απόκριση στη θεραπεία114, η οποία προκύπτει από τη γονιδιακή ποικιλότητα τόσο 

των ασθενών όσο και των όγκων. Παρόλα αυτά, η απόφαση για το είδος της θεραπείας που 

θα χρησιµοποιηθεί σε γυναίκες µε διαγνωσµένο καρκίνο του µαστού, εξακολουθεί να 

βασίζεται στην κλασική ιστοπαθολογική εικόνα και σε ανοσοϊστοχηµικούς δείκτες που δίνουν 

λίγες πληροφορίες για τη βιολογία του όγκου και την εν δυνάµει απόκριση στη 

θεραπεία114,115.  

    

Η πρόγνωση του καρκίνου του µαστού επηρεάζεται από διάφορους βιοχηµικούς 

δείκτες. Από το 1896 ήταν ήδη γνωστό από τον Beatson ότι η αµφοτερόπλευρη χειρουργική 

οωθηκεκτοµή µπορεί να οδηγήσει σε υποχώρηση προχωρηµένου καρκίνου του µαστού. Το 

1967 ο Jensen ανακαλύπτει τους υποδοχείς οιστρογόνων και το 1971 η παρουσία τους 

χρησιµοποιείται ως προγνωστικός παράγοντας. Το 1978 ο McGuire επιτυγχάνει τη µέτρηση 

των επιπέδων των υποδοχέων των οιστρογόνων, τα οποία το 1979 θα αρχίσουν να 

χρησιµοποιούνται ως δείκτες για τη θεραπεία. Τέλος, το 1980 προσδιορίζονται τα επίπεδα 

των υποδοχέων της προγεστερόνης και χρησιµοποιούνται επικουρικά. Αν και ο ρόλος των 

στεροειδών ορµονών είχε απασχολήσει τους ερευνητές από το 1950, ο ρόλος των αυξητικών 

παραγόντων δεν είχε προσδιοριστεί µέχρι το 1980. Το πρωτο-ογκογονίδιο HER2/neu (c-

erb2) ανακαλύφθηκε τη δεκαετία του '80 από τρεις ανεξάρτητες και διαφορετικές µεταξύ τους 

ερευνητικές προσεγγίσεις. Το 1990 ανακαλύφθηκαν τα γονίδια που προκαλούν οικογενείς 

τύπους καρκίνου του µαστού, όπως το BRCA1 στο χρωµόσωµα 17q21, το BRCA2 στο 

χρωµόσωµα 13, το p53 στο χρωµόσωµα 17p13 και ο υποδοχέας των ανδρογόνων του Υ 

χρωµοσώµατος, η µετάλλαξη του οποίου έχει συσχετισθεί µε καρκίνο του µαστού στον 

άνδρα. Όταν µία γυναίκα έχει µετάλλαξη στα BRCA1 και BRCA2 διατρέχει αυξηµένο κίνδυνο 

ανάπτυξης καρκίνου του µαστού. Η πιθανότητα να υπάρχει µετάλλαξη σε κάποιο από τα δύο 

γονίδια είναι µεγάλη όταν ο καρκίνος µαστού εµφανίζεται σε µικρή ηλικία, όταν πολλοί 

συγγενείς έχουν προσβληθεί από τη νόσο και όταν υπάρχει ιστορικό άλλων τύπων καρκίνου 

στην οικογένεια, και ιδίως οωθηκών. Ο καρκίνος του µαστού που αναπτύσσεται σε αυτές τις 

γυναίκες είναι συνήθως αµφοτερόπλευρος116. 

 

Οι µοριακοί δείκτες που χρησιµοποιούνται ευρέως και έχουν προγνωστική σηµασία 

είναι οι εξής : 

- Ανοσοϊστοχηµική ανίχνευση των υποδοχέων οιστρογόνου και προγεστερόνης : 

παρέχει τη δυνατότητα συσχέτισης της θετικότητας στους υποδοχείς οιστρογόνων / 

προγεστερόνης µε την ανταπόκριση στην ορµονική θεραπεία 
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- Ανοσοϊστοχηµική ανίχνευση των υποδοχέων EGFR (επιδερµικός αυξητικός 

παράγοντας) : HER-2/neu (c-erb2), HER-1/neu (c-erb1), HER-3/neu (c-erb3), HER-

4/neu (c-erb4). 

 

Στο καρκίνωµα του µαστού η ενίσχυση του πρωτο-ογκογονιδίου HER-2/neu 

θεωρείται σηµαντικής προγνωστικής σηµασίας βιολογικός δείκτης µε εξέχοντα επιπλέον 

προγνωστικό ρόλο, αφού µπορεί να καθορίζει το βαθµό ανταπόκρισης στην επικουρική 

θεραπεία. Επίσης, η ανίχνευσή του φαίνεται να αποτελεί µονόδροµο, γιατί η χορήγηση του 

όλο και περισσότερο χρησιµοποιούµενου φαρµάκου trastusumab (Herceptin), που 

συνίσταται σε µονοκλωνικά αντισώµατα εναντίον του εξωκυττάριου τµήµατος του 

πρωτεϊνικού προϊόντος του HER-2/neu, είναι αποτελεσµατική µόνο σε ασθενείς µε 

υπερέκφραση του υποδοχέα (Hercep-test). Η υπερέκφραση του HER-2/neu αποτελεί 

ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα, σχετιζόµενο µε την ανθεκτικότητα ή ευαισθησία σε 

ορισµένες µορφές επικουρικής θεραπείας, µε βραχύ χρονικό διάστηµα χωρίς νόσο και µε 

βραχύ χρόνο επιβίωσης σε ασθενείς µε θετικούς ή αρνητικούς λεµφαδένες. Επιπλέον, 

θεωρείται αντικειµενικός δείκτης για την έντονη πυρηνική ατυπία, το υψηλό αντικειµενικό 

βαθµό, την αυξηµένη µεταστατική ικανότητα και γενικά την επιθετική βιολογική συµπεριφορά 

του καρκινώµατος του µαστού. Κατά προσέγγιση, 10-34% των διηθητικών καρκινωµάτων 

του µαστού παρουσιάζουν υπερέκφραση ή ενίσχυση του HER-2/neu116. 

Σχεδόν στο 1/3 των καρκινωµάτων του µαστού υπάρχουν µεταλλάξεις του 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53, οι οποίες σχετίζονται µε υψηλό ιστολογικό βαθµό και 

επιθετική βιολογική συµπεριφορά. Η χρησιµοποίηση του γονιδίου p53 ως προγνωστικού 

δείκτη µπορεί να φανεί χρήσιµη, ιδιαίτερα στις ασθενείς µε αρνητικούς λεµφαδένες. Από την 

άλλη πλευρά, αναφέρεται ότι η υπερέκφρασή του µπορεί να έχει προγνωστική σηµασία όσον 

αφορά στην ανταπόκριση των ασθενών στη χηµειοθεραπεία και στην ακτινοθεραπεία. Όµως, 

δεν υπάρχει πλήρης αποδοχή σχετικά µε τη χρησιµότητά του και, ως εκ τούτου, η 

ανοσοϊστοχηµική του ανίχνευση δε θεωρείται αναγκαία στην καθηµερινή πράξη. 

Από τους καρκινικούς δείκτες, τα CEA, CA 27.29 και CA 15-3 χρησιµοποιούνται για 

την εκτίµηση της ανταπόκρισης στη θεραπεία σε προχωρηµένη νόσο115. 
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1.2.2. Τελοµεράση και καρκίνος του µαστού    

        

1.2.2.1 Η τελοµεράση ως διαγνωστικός στόχος στον καρκίνο του µαστού 

 

Η ανάπτυξη του πρωτοκόλλου TRAP (Telomeric repeat Amplification Protocol) 

ανίχνευσης της δραστικότητας της τελοµεράσης, οδήγησε στην καλύτερη ανίχνευση της 

δραστικότητας της τελοµεράσης στα ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα117. Αυτή η ευαίσθητη 

τεχνική που βασίζεται στην αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης, µπορεί να ανιχνεύσει 

έως και 1 µε 10 θετικά κύτταρα ή 0,01 % σε έναν ανάµικτο πληθυσµό θετικών και αρνητικών 

κυττάρων. Παρότι κάποιες πρώτες µελέτες έδειξαν θετικό TRAP σε περίπου 88% όλων των 

σταδίων καρκινώµατος του µαστού117, ένας πιο προσεκτικός χειρισµός των δειγµάτων 

αποκάλυψε ότι αυτό το ποσοστό µπορεί να αγγίζει το 95%118. Σύµφωνα µε τους Shay και 

Bacchetti, το 75% των καρκινωµάτων µαστού in situ, το 88% των πορογενών και λοβιακών 

καρκινωµάτων, και το 5% των παρακείµενων ιστών, βρέθηκαν θετικοί ως προς τη 

δραστικότητα της τελοµεράσης χρησιµοποιώντας τη µέθοδο TRAP, ενώ δεν παρατηρήθηκε 

δραστικότητα τελοµεράσης σε φυσιολογικούς ιστούς117. Οι Yashima et al ανίχνευσαν µία 

προοδευτική αύξηση των µέσων επιπέδων τελοµεράσης σε σχέση µε τη σοβαρότητα της 

ιστοπαθολογικής αλλαγής: το 14% των καλοήθων βλαβών του µαστού, το 92% των 

καρκινωµάτων in situ, και το 94% των διηθητικών καρκίνων του µαστού βρέθηκαν θετικοί ως 

προς τη δραστικότητα του ενζύµου119. Η έκφραση του mRNA της καταλυτικής υποµονάδας 

hTERT της τελοµεράσης µπορεί επίσης να ανιχνευθεί χρησιµοποιώντας την τεχνική της 

ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (real-time 

quantitative reverse transcriptase-PCR), η οποία αποκάλυψε στατιστικά σηµαντική σχέση 

µεταξύ των επιπέδων  mRNA της hTERT και της επιθετικότητας των καρκίνων του 

µαστού120. Τόσο ο ποσοτικός προσδιορισµός της hTERT όσο και η δοκιµασία TRAP 

αποτελούν ικανοποιητικές µεθόδους για τη διάγνωση του καρκίνου του µαστού, αλλά θα 

πρέπει να χρησιµοποιούνται σε συνδυασµό µε άλλες διαγνωστικές µεθόδους ώστε να 

αποκλειστούν τα ψευδή αποτελέσµατα. Η ανίχνευση δραστικότητας της τελοµεράσης σε 

προεγχειριτικά παρασκευάσµατα, όπως σε δείγµατα από αναρρόφηση µε λεπτή βελόνα 

(fine-needle aspirates FNAs), θα µπορούσε να βελτιώσει τη διαγνωστική ακρίβεια121,122. Η 

FNA είναι γνωστή για την ακρίβειά της, την αποτελεσµατικότητά της σε σχέση µε το κόστος 

και την ελάχιστη επικινδυνότητα121, ωστόσο, εξακολουθούν να προκύπτουν δυσκολίες από 

την αποκλειστική της χρήση. ∆ύο επιστηµονικές οµάδες σύγκριναν χωριστά τη διαγνωστική 

χρησιµότητα δοκιµασιών που αφορούν την τελοµεράση σε δείγµατα από FNA121,122. Οι 

Poremba et al έδειξαν ότι το 92% των FNA από ασθενείς καρκίνου του µαστού ήταν θετικά 

ως προς την τελοµεράση, το 94% των FNA από ασθενείς µε καλοήθεις βλάβες στο µαστό 

ήταν αρνητικά ως προς την τελοµεράση (τα θετικά περιστατικά ήταν όλα ιναδενώµατα), και 
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υπήρχε σηµαντική συσχέτιση µεταξύ των αποτελεσµάτων της δοκιµασίας TRAP και της 

ιστολογικής διάγνωσης κάποιας ατυπίας122. Οι Hiyama et al παρατήρησαν ότι όλα τα άτυπα 

ή ενδιάµεσα περιστατικά από FNA στα οποία ανιχνευόταν δραστικότητα τελοµεράσης, 

βρέθηκαν να είναι καρκινώµατα µετά από χειρουργική αφαίρεση121. Επιπλέον, έξι από τους 

επτά όγκους χωρίς δραστικότητα τελοµεράσης διαγνώστηκαν τελικά ως καλοήθεις, ενώ τα 

µισά περιστατικά µε ανιχνεύσιµη δραστικότητα τελοµεράσης, τα οποία έιχαν χαρακτηριστεί 

αρχικά ώς καλοήθη, διαγνώστηκαν συνακόλουθα ως καρκίνοι. Η ανίχνευση της 

δραστικότητας της τελοµεράσης σε δείγµατα FNAs είναι εποµένως ισάξια, εάν όχι καλύτερη, 

από την κυτταρολογική ανίχνευση121, και µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε συνδυασµό µε άλλες 

διαγνωστικές µεθόδους. Τέλος, η ανίχνευση RNA της τελοµεράσης που προέρχεται από τους 

όγκους, στον ορό των ασθενών µε καρκίνο του µαστού, θα µπορούσε επίσης να 

χρησιµοποιηθεί στη διάγνωση καθώς και στην παρακολούθηση των ασθενών123. 

 

1.2.2.2 ∆ραστικότητα τελοµεράσης και πρόγνωση καρκίνου του µαστού   

 

Καθώς αυξάνεται ο αριθµός των καρκίνων του µαστού που ανιχνεύονται µε 

απεικονιστικές µεθόδους, είναι απαραίτητη η ύπαρξη ενός δείκτη για την αξιολόγηση του 

κινδύνου επακόλουθου µεταστατικού καρκίνου. Οι Hoos et al βρήκαν σηµαντική συσχέτιση 

µεταξύ της δραστικότητας της τελοµεράσης και του µεγέθους του όγκου, της κατάστασης των 

λεµφαδένων και της σταδιοποίησης124. Βρέθηκε επίσης µία σηµαντική συσχέτιση µεταξύ 

θετικών ως προς την τελοµεράση διηθητικών καρκινωµάτων του µαστού και διήθησης του 

λεµφαγγειακού συστήµατος, ένα πρωταρχικής σηµασίας και ενδεικτικό της επιβίωσης στάδιο 

στη µετάσταση του καρκίνου του µαστού, που καθιστά την τελοµεράση ένα χρήσιµο 

προγνωστικό δείκτη125. Οι Clark et al ανέφεραν, σε µία προγνωστική µελέτη που αφορούσε 

398 ασθενείς µε καρκίνο του µαστού µε διήθηση στους λεµφαδένες, ότι η αυξηµένη 

δραστικότητα της τελοµεράσης συσχετίστηκε µε µειωµένη επιβίωση ελευθέρας νόσου126. Η 

υψηλή δραστικότητα της τελοµεράσης στον καρκίνο του µαστού συσχετίζεται περισσότερο µε 

γενετικές αλλοιώσεις στις χρωµοσωµικές περιοχές 3q (προσθήκη), 8q (προσθήκη), και 17p 

(έλλειψη). Αυτές οι αλλοιώσεις είναι κοινές στους καρκίνους του µαστού και αφορούν τα 

γονίδια hTR (στο 3q), c-myc (στο 8q), και p53 (στο 17p), τα οποία έχουν συνδεθεί όλα µε τη 

ρύθµιση της τελοµεράσης127. Η κατανόηση της σχέσης µεταξύ της δραστικότητας της 

τελοµεράσης και των γενετικών αλλαγών που συνδέονται µε τον καρκίνο του µαστού 

παραµένει ένα σηµαντικό πεδίο έρευνας σήµερα128. 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/07/2024 03:11:54 EEST - 3.145.66.41



34 
 

1.3 Ρόλος της ακτινοβόλησης και της τελοµεράσης στη θεραπεία του καρκίνου του 

µαστού 

 

1.3.1. Σταδιοποίηση και θεραπεία του καρκίνου του µαστού 

 

Η θεραπεία του καρκίνου του µαστού είναι πολυδιάστατη και οι θεραπευτικές 

επιλογές περιλαµβάνουν τη χειρουργική επέµβαση, την ακτινοθεραπεία, τη χηµειοθεραπεία 

καθώς και την ορµονοθεραπεία129.Την τελευταία εικοσαετία έχουν σηµειωθεί επαναστατικές 

µεταβολές σε ό,τι αφορά στην τοπική περιοχική αντιµετώπιση του καρκίνου του µαστού, οι 

οποίες προήλθαν κυρίως από τυχαιοποιηµένες δοκιµές, οδήγησαν σε επαναθεώρηση της 

βιολογίας της νόσου και συνηγόρησαν υπέρ της διατήρησης του µαστού για τοπικό-περιοχικό 

έλεγχο και της χηµειοθεραπείας για συστηµατικό έλεγχο.  

Σε καρκίνωµα in situ, το οποίο αποτελεί σήµερα το 30% των περιπτώσεων, αν είναι 

πορογενές (75%) γίνεται αφαίρεση του όγκου σε υγιή όρια και ακολουθεί ακτινοβολία, 

εφόσον ο όγκος είναι µικρός και επιθυµείται η διατήρηση του µαστού. Μαστεκτοµή 

εφαρµόζεται σε όγκο αρκετά µεγάλου µεγέθους µε διηθηµένα χειρουργικά όρια, ώστε να µην 

είναι εφικτή η εξαίρεσή του σε υγιή όρια, µε ποσοστά θεραπείας µεγαλύτερα από 90%130. 

Σε περιορισµένη τοπική νόσο σταδίου Ι-ΙΙ δεν υπάρχει διαφορά στα ποσοστά 

επιβίωσης µεταξύ τροποποιηµένης ριζικής µαστεκτοµής και περιορισµένης χειρουργικής 

εκτοµής του όγκου ή τεταρτεκτοµής, ακολουθούµενης από ακτινοβολία για την τοπική 

θεραπεία.  

Στο στάδιο ΙΙΙΑ, που θεωρείται εγχειρίσιµο, ακολουθείται η χειρουργική θεραπεία για 

έλεγχο της τοπικής υποτροπής131. Σε µερικές ασθενείς ίσως θα αρκούσε και η τοπική 

θεραπεία µε ακτινοβολία, αλλά τα ποσοστά τοπικής υποτροπής και θανάτου από 

µεταστατική νόσο είναι υψηλά. Γι'αυτό σε ασθενείς µε καρκίνο µαστού και συρρέοντες 

οµόπλευρους λεµφαδένες, χορηγείται χηµειοθεραπεία που ακολουθείται από ολική 

µαστεκτοµή µε αφαίρεση των µασχαλιαίων λεµφαδένων132.  

Από το στάδιο ΙΙΙΒ, ο όγκος κρίνεται ανεγχείρητος, αν και σε µερικές περιπτώσεις 

χορηγείται χηµειοθεραπεία για τέσσερις µήνες µε CMF (cyclophosphamide, methotrexate, 5-

fluorouracil) ή CA (cyclophosphamide, adriamycin), ή FAC (5-fluorouracil, adriamycin, 

cyclophosphamide) µετά από ακτινοθεραπεία που ακολουθείται από µαστεκτοµή και µετά 

από συστηµατική χηµειοθεραπεία και ορµονοθεραπεία σε όγκο µε θετικούς ορµονικούς 

υποδοχείς132. 

Σε µεταστατική νόσο (στάδιο IV), για την επιλογή της κατάλληλης θεραπείας 

αξιολογείται η εµµηνοπαυσιακή κατάσταση της ασθενούς, η ύπαρξη ή όχι ορµονικών 

υποδοχέων και οι θέσεις των µεταστάσεων. Ο αρνητικός για υποδοχείς οιστρογόνου 

καρκίνος του µαστού, η πνευµονική καρκινωµατώδης λεµφαγγειίτιδα και οι ηπατικές 
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µεταστάσεις, σπάνια ανταποκρίνονται στην ορµονική αγωγή και αντιµετωπίζονται µε 

χηµειοθεραπεία133. Οι µεταστάσεις µε θετικούς υποδοχείς οιστρογόνων αντιµετωπίζονται µε 

ορµονική αγωγή. Στις γυναίκες προεµµηνοπαυσιακής ηλικίας εφαρµόζεται αµφοτερόπλευρη 

οωθηκεκτοµή ή ορµονοθεραπεία, ενώ στις ασθενείς µετεµµηνοπαυσιακής ηλικίας, 

ορµονοθεραπεία. Το µονοκλωνικό αντίσωµα αντι-HER-2 µε ή χωρίς άλλους 

χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες είναι χρήσιµο σε ασθενείς µε υπερέκφραση του 

HER2/neu. Η µεταστατική νόσος συνήθως αντιµετωπίζεται µε συστηµατική θεραπεία, αν και 

µερικά τοπικά προβλήµατα µπορούν να βελτιωθούν µε την τοπική ακτινοβολία. Οι γυναίκες 

µε µεταστατικό καρκίνο µαστού έχουν µέση επιβίωση περίπου 2 χρόνια132. 

Γενικά, η επικουρική ορµονοθεραπεία µε ταµοξιφένη χορηγείται για 5 χρόνια σε 

ασθενείς µε πρώιµο καρκίνο του µαστού και µειώνει σαφώς τα ποσοστά υποτροπής της 

νόσου (50-60%), ενώ βελτιώνει τα ποσοστά δεκαετούς επιβίωσης ανεξάρτητα από την 

ηλικία, την εµµηνοπαυσιακή κατάσταση και τη συνοδό χηµειοθεραπεία134. 

 

1.3.2. Ρόλος της ακτινοθεραπείας στην αντιµετώπιση του καρκίνου του µαστού 

 

Η ριζική µαστεκτοµή που εφαρµόστηκε από τον Halsted στηριζόταν στη θεωρία της 

"φυγοκέντρου διασποράς". Ο Halsted πίστευε ότι η επέκταση του καρκίνου του µαστού 

γίνεται κατά συνέχεια ιστού και µε φυγόκεντρο λεµφογενή διασπορά. Η θεωρία αυτή όµως 

µετά το 1950 παραχώρησε τη θέση της στην άποψη που επικρατεί και σήµερα και πιο 

συγκεκριµένα ότι οι αιµατογενείς µεταστάσεις είναι ανεξάρτητες της διήθησης των 

λεµφαγγείων. Ετσι, σταδιακά οι επεµβάσεις έγιναν λιγότερο ριζικές για να φτάσουµε τα 

τελευταία χρόνια σε ελάχιστα ακρωτηριαστικές επεµβάσεις όπως η τµηµατεκτοµή και η 

ογκεκτοµή. ∆εδοµένου όµως οτι οι επεµβάσεις αυτές συνοδεύονται από µεγάλο ποσοστό 

τοπικής υποτροπής, που µπορεί να φτάνει και το 35-40%, είναι απαραίτητoς ο συνδυασµός 

τους µε ακτινοθεραπεία. Οι κυριότερες κλινικές µελέτες που συγκρίνουν τη µαστεκτοµή µε 

την συντηρητική αντιµετώπιση είναι του Veronezi και του Fisher. Και οι δύο απέδειξαν την 

σπουδαιότητα της συµπληρωµατικής ακτινοθεραπείας µειώνοντας το ποσοστό της τοπικής 

υποτροπής σε 2-7% Ετσι λοιπόν τα τελευταία χρόνια στα αρχικά στάδια Ι και ΙΙ η 

τµηµατεκτοµή και η ογκεκτοµή ακολουθούµενη από ακτινοθεραπεία έγινε η θεραπεία 

επιλογής129,135. 

Στο τοπικά προχωρηµένο στάδιο χωρίς όµως εµφανείς αποµακρυσµένες µεταστάσεις, 

η σύγχρονη θεραπευτική αντιµετώπιση περιλαµβάνει πρώτα χηµειοθεραπεία (neo-adjuvant) 

ακολουθούµενη από χειρουργική επέµβαση - αν είναι εφικτό - και ακτινοθεραπεία, ή µόνο 

ακτινοθεραπεία136. 

Ενώ όµως η ακτινοθεραπεία είναι αναπόσπαστο µέρος της αντιµετώπισης όταν 

πρόκειται για ογκεκτοµή ή τµηµατεκτοµή, στις περιπτώσεις µαστεκτοµής γίνεται µόνο υπό 
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ορισµένες προϋποθέσεις και πιο συγκεκριµένα σε όγκο ≥ 5 cm, αν τα χειρουργικά όρια δεν 

είναι ελεύθερα, αν υπάρχει διήθηση του θωρακικού µυός και αν υπάρχουν περισσότεροι από 

4 διηθηµένοι µασχαλιαίοι λεµφαδένες. Ολες οι συνθήκες που αναφέρθηκαν αποτελούν 

παράγοντες υψηλού κινδύνου για τοπική υποτροπή. 

Στις περιπτώσεις µεταστάσεων η συµβολή της ακτινοθεραπείας σαν παρηγορική 

θεραπεία είναι ιδιαίτερα µεγάλη. Σηµαντική ανακούφιση επιτυγχάνεται στο µεγαλύτερο µέρος 

των ασθενών µε µεταστάσεις στα οστά, µε συµπίεση του νωτιαίου σωλήνα όπως και στις 

περιπτώσεις εγκεφαλικών µεταστάσεων. Αν εµφανιστεί τοπική υποτροπή σε µαστό που είχε 

υποβληθεί σε συντηρητική επέµβαση και ακτινοθεραπεία, θεραπεία εκλογής είναι η 

µαστεκτοµή. Σε περιπτώσεις τοπικών υποτροπών µετά την µαστεκτοµή, αν η περιοχή δεν 

έχει ακτινοβοληθεί στο παρελθόν, η ακτινοθεραπεία κατέχει ένα σηµαντικό ρόλο ενώ σε 

υποτροπές εντός του ακτινοθεραπευτικού πεδίου οι δυνατότητές της είναι ιδιαίτερα 

περιορισµένες137,138. 

Οι επιπλοκές της ακτινοθεραπείας είναι σε γενικές γραµµές περιορισµένες και 

εξαρτώνται από την τεχνική της ακτινοθεραπείας, την Ηµερήσια ∆όση Όγκου και την 

Συνολική ∆όση Όγκου και τον συνδυασµό µε χηµειοθεραπεία. Οι πιο συχνές επιπλοκές είναι 

το ερύθηµα του µαστού, το οίδηµα του µαστού, το οίδηµα του βραχίονα, κυρίως στις 

περιπτώσεις ακτινοβόλησης της µασχάλης µετά από λεµφαδενικό καθαρισµό, ενώ 

σπανιότερες είναι οι πνευµονίτις, η ασυµπτωµατική ίνωση στην κορυφή του πνεύµονα και η 

καρδιακή τοξικότητα. Οι περισσότερες από τις επιπλοκές είναι δυνατόν να αποφευχθούν ή 

να ελαχιστοποιηθούν µε καλά σχεδιασµένη ακτινοθεραπευτική τεχνική και προσεκτική 

εφαρµογή της139,140. 

Η ακτινοθεραπεία αποτελεί ένα σηµαντικότατο όπλο στην αντιµετώπιση του καρκίνου 

του µαστού και οτι οι θεραπευτικές επιλογές και οι συνδυασµοί τους θα πρέπει να 

καθορίζονται αµέσως µετά την διάγνωση µε τη συνεργασία του χειρουργού, του παθολόγου 

ογκολόγου και του ακτινοθεραπευτή ογκολόγου στα πλαίσια ογκολογικού συµβουλίου140. 

 

1.3.3. Τελοµεράση και ακτινοθεραπεία  

 

Η έκθεση στην ιοντίζουσα ακτινοβολία, προκαλεί βλάβες στο DNA οι οποίες έχουν 

συνδεθεί τόσο µε τον κυτταρικό θάνατο, όσο και µε τη νεοπλαστική µεταµόρφωση των 

κυττάρων141. Σε διάφορες περιπτώσεις, η ευαισθησία των κυττάρων στην επίδραση 

ιοντίζουσας ακτινοβολίας έχει συσχετισθεί µε τη µειωµένη ικανότητά τους να επιδιορθώσουν 

τις δίκλωνες θραύσεις (double strand breaks) στο DNA. Πολλά γονίδια ενέχονται στην 

επιδιόρθωση των δίκλωνων θραύσεων στο DNA συµπεριλαµβανοµένων των XRCC5, Ku80, 

XRCC6, Ku70 και XRCC7142. Επιπρόσθετα, υπάρχουν διάφορες γονιδιακές ασθένειες, τα 

υπεύθυνα γονίδια των οποίων έχουν συνδεθεί µε τη διατήρηση της σταθερότητας του 
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γονιδιώµατος και µε την ευαισθησία στην ακτινοβολία143. Παραδείγµατα κληρονοµικών 

συνδρόµων τα οποία συνδέονται µε αυξηµένη ευαισθησία στην επίδραση ακτινοβολίας είναι 

η αταξία τηλεγγειεκτασία, το σύνδροµο Cocayne, το σύνδροµο Down, η αναιµία Fanconi, το 

σύνδροµο Gardner, το σύνδροµο Nijmegen και το σύνδροµο Usher143. Υπάρχουν ενδείξεις 

ότι πρωτεΐνες γνωστές για το ρόλο τους στα τελοµερή των χρωµοσωµάτων, µπορεί να 

ενέχονται και στην επιδιόρθωση των δίκλωνων θραύσεων στο DNA144,145. Το γονίδιο ΑΤΜ 

της αταξίας τηλεγγειεκτασίας, κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη κινάση, η οποία ενέχεται στο 

µεταβολισµό των τελοµερών146,147. Στα τελοµερή των ζυµών εντοπίζονται οι πρωτεΐνες yKu80 

και Sir3p, οι οποίες µετά από την πρόκληση δίκλωνων θραύσεων µετατοπίζονται από τα 

τελοµερή στις περιοχές όπου υπάρχουν βλάβες στο DNA148,149. Στα θηλαστικά, η πρωτεΐνη 

Ku προσδένεται στα τελοµερή παρεµποδίζοντας τη σύντηξή τους150,151. Μεταλλάξεις σε 

πρωτεΐνες που ενέχονται στην επιδιόρθωση του DNA, όπως στις πρωτεΐνες yKu80, yKu70, 

Mre11, rad50, Xrs2, Sir2, Sir3 οδηγούν σε αλλοιωµένη κατασκευή των τελοµερών και 

αυξηµένη ευαισθησία των κυττάρων στην επίδραση ακτινοβολίας152. Τέλος σε mTR-/- επίµυες 

έχει αναφερθεί συσχέτιση µεταξύ µικρού µήκους τελοµερών και υπερευαισθησίας του 

οργανισµού στην επίδραση ακτινοβολίας153.  

 

Χρήση της δραστικότητας της τελοµεράσης ως µέτρο για την αποτελεσµατικότητα της 

ακτινοθεραπείας στον καρκίνο. 

 

Καθώς η ακτινοθεραπεία διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη θεραπεία διαφόρων 

µορφών καρκίνου, ο προσδιορισµός του ποσοστού των εναποµεινάντων καρκινικών 

κυττάρων µετά από την επίδραση ακτινοβόλησης, είναι µεγάλης σηµασίας σε ό,τι αφορά 

στην αξιολόγηση της επιτυχίας της ακτινοθεραπείας. Τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν 

διάφορες φαινοτυπικές ανωµαλίες, όπως την απώλεια διαφοροποίησης, την αυξηµένη 

θνησιµότητα και την αυξηµένη ανθεκτικότητα σε φάρµακα. Παρότι διάφοροι µοριακοί δείκτες 

έχουν χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν για τον προσδιορισµό της υπολειπόµενης νόσου, δεν 

υπάρχει κάποιος µοριακός δείκτης που να µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε όλους τους τύπους 

καρκίνου. Καθώς η δραστικότητα της τελοµεράσης ανευρίσκεται σε σχεδόν όλα τα 

καρκινώµατα117,154, και το επίπεδο δραστικότητάς της συσχετίζεται µε το στάδιο της 

καρκινογένεσης155-157, ο προσδιορισµός της δραστικότητας της τελοµεράσης έχει µεγάλο 

δυναµικό χρησιµοποίησης στην κλινική διάγνωση αλλά και στην παρακολούθηση υποτροπής 

διαφόρων κακοηθειών µετά από ακτινοθεραπεία157.  

Σε υψηλές δόσεις ιοντίζουσας ακτινοβολίας, έχει βρεθεί συσχέτιση µεταξύ αύξησης 

του κυτταρικού θανάτου και µείωσης της δραστικότητας της τελοµεράσης158,159. Αυτή η 

συσχέτιση βασίζεται σε µελέτες όπου η επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας στη δραστικότητα 

της τελοµεράσης και στην κυτταρικής βιωσιµότητα, προσδιορίστηκαν σε κύτταρα θετικά ως 
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προς την τελοµεράση. Κύτταρα HeLa και RKO, τα οποία ακτινοβολήθηκαν µε δόσεις από 0 

έως 40 Gy και µελετήθηκαν έως και 168 ώρες µετά από την ακτινοβόληση, παρουσίασαν 

µείωση της κυτταρικής τους βιωσιµότητας, η οποία συσχετίσθηκε µε τη δόση της 

ακτινοβολίας και µε το χρόνο µετά από την ακτινοβόληση. Σηµαντική µείωση στη 

δραστικότητα της τελοµεράσης και την κυτταρική βιωσιµότητα βρέθηκε από τις 120 ώρες και 

έπειτα και σε δόσεις µεγαλύτερες των 10 Gy, ενώ δεν ανιχνεύθηκε δραστικότητα 

τελοµεράσης 168 ώρες µετά από την ακτινοβόληση σε δείγµατα που δέχθηκαν δόσεις 

µεγαλύτερες των 20 Gy. Παρόµοια αποτελέσµατα βρέθηκαν σε επίµυες όπου τα επίπεδα 

δραστικότητας της τελοµεράσης µελετήθηκαν πριν και µετά από ακτινοβόληση όγκων158. Οι 

µη ακτινοβοληµένοι όγκοι δεν παρουσίασαν αλλαγές στη δραστικότητα της τελοµεράσης, 

ενώ οι ακτινοβοληµένοι παρουσίασαν µείωση στα επίπεδα δραστικότητας του ενζύµου. Σε 

όγκους οι οποίοι δεν υποτροπίασαν, δεν ανιχνεύθηκε δραστικότητα τελοµεράσης, ενώ σε 

όγκους που επρόκειτο και τελικά υποτροπίασαν, η δραστικότητα της τελοµεράσης δε 

µηδενίστηκε ποτέ158. Όλα αυτά τα αποτελέσµατα εδραίωσαν µία σηµαντική συσχέτιση µεταξύ 

του κυτταρικού θανάτου µετά από την επίδραση ακτινοβολίας και µείωσης στη δραστικότητα 

της τελοµεράσης157. 

Μελέτες in vitro και in vivo έδειξαν ότι µπορούµε να συλλέξουµε σηµαντικές 

πληροφορίες από τα εναποµείναντα καρκινικά κύτταρα όγκων µετά από ακτινοβόληση, 

συγκρίνοντας τα επίπεδα δραστικότητας της τελοµεράσης158. Παρότι υπάρχουν δεδοµένα 

που προτείνουν ότι η δραστικότητα της τελοµεράσης µπορεί να διαφέρει ανάµεσα σε θετικές 

ως προς την τελοµεράση κυτταρικές σειρές, η µείωση της δραστικότητας του ενζύµου σε 

πειράµατα in vitro και in vivo µετά από ακτινοβόληση, φαίνεται να παραλληλίζει τον κυτταρικό 

θάνατο. Συµπερασµατικά, το ένζυµο της τελοµεράσης µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως δείκτης 

της αποτελεσµατικότητας ενός σχήµατος ακτινοθεραπείας157. 

 

1.3.4. Θεραπεία – Στόχευση της τελοµεράσης 

 

Το µέσο µήκος των τελοµερών στα κύτταρα του καρκίνου του µαστού είναι 

συνήθως αρκετά µικρότερο από αυτό των φυσιολογικών κυττάρων. Αυτή η διαφορά στο 

µήκος των τελοµερών αν συνδυαστεί µε το γεγονός ότι ο ρυθµός κυτταρικής διαίρεσης των 

καρκινικών κυττάρων είναι πολύ µεγαλύτερος σε σχέση µε εκείνο των φυσιολογικών, 

καθιστούν την καταστολή της τελοµεράσης έναν ελκυστικό εν δυνάµει θεραπευτικό στόχο του 

καρκίνου του µαστού. Η θεραπεία µε αναστολείς της τελοµεράσης θα µπορούσε να µην 

εµφανίζει την τοξικότητα που εµφανίζουν άλλοι χηµειοθεραπευτικοί παράγοντες, από τη 

στιγµή που η τελοµεράση δεν ανιχνεύεται στα περισσότερα σωµατικά κύτταρα (Εικόνα 10). 

Ενώ υπάρχουν στον οργανισµό φυσιολογικά κύτταρα θετικά ως προς την τελοµεράση που 

πολλαπλασιάζονται διαρκώς, όπως τα αρχέγονα κύτταρα (stem cells) τα οποία θα 
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µπορούσαν αρχικά να επηρεαστούν, το µήκος των τελοµερών τους είναι πολύ υψηλότερο 

από το κρίσιµο µικρό µήκος που ενεργοποιεί το µηχανισµό αναστολής της κυτταρικής 

αύξησης λόγω βλάβης στο DNA. Επιπλέον, τα περισσότερα αρχέγονα κύτταρα είναι σε 

στάδιο ηρεµίας, ενώ η µείωση του µήκους των τελοµερών προκύπτει κατά την κυτταρική 

διαίρεση. Από τη στιγµή που τα περισσότερα καρκινικά κύτταρα του µαστού έχουν πολύ 

µικρά τελοµερή, η θεραπεία µε αναστολείς της τελοµεράσης θα µπορούσε να οδηγήσει στην 

αναστολή της κυτταρικής αύξησης και σε κυτταρικό θάνατο128. 

 

 
 

Εικόνα 10: Επίδραση των αναστολέων της τελοµεράσης στη θεραπεία του καρκίνου του µαστού 

σύµφωνα µε τις ανασκοπήσεις των Krupp et al160 και White et al161.  

 

Πρόοδος στην ανάπτυξη αναστολέων της τελοµεράσης 

 

Το πρωτεϊνικό σύµπλοκο της τελοµεράσης περιέχει πολλαπλές περιοχές που 

επιτρέπουν την αναστολή του. Η σύγχρονη έρευνα περιλαµβάνει τη στόχευση του RNA 

συστατικού της τελοµεράσης (µη πληροφοριακά ολιγονουκλεοτίδια, hammerhead 

ribozymes), αναστολή της καταλυτικής υποµονάδας (µεταλλαγµένη επικρατή αρνητική 
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hTERT, αναστολείς της αντίστροφης µεταγραφάσης), την ανοσοθεραπεία, και τους µικρούς 

µοριακούς αναστολείς161. Καταρχήν, οι αναστολείς της τελοµεράσης θα πρέπει να µην έχουν 

άµεση τοξικότητα στο κύτταρο, να µειώνουν τη δραστικότητα της τελοµεράσης χωρίς να 

επηρεάζουν αρχικά τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων. Επιπλέον, χωρίς ενεργή 

τελοµεράση, τα τελοµερή θα πρέπει να µικραίνουν σταδιακά µετά από κάθε κυτταρική 

διαίρεση. Τα κύτταρα θα πρέπει τελικά να πεθαίνουν ή να σταµατούν την αύξησή τους και ο 

απαιτούµενος χρόνος για να συµβεί αυτό θα πρέπει να σχετίζεται µε το αρχικό µήκος των 

τελοµερών.  

 

Τα µη πληροφοριακά ολιγονουκλεοτίδια, η χρήση µεταλλαγµένης επικρατούς 

αρνητικής hTERT και οι αναστολείς της αντίστροφης µεταγραφάσης έχουν ήδη µελετηθεί 

στην περίπτωση του καρκίνου του µαστού161-163. Ο πιο συχνά χρησιµοποιηµένος αναστολέας 

της αντίστροφης µεταγραφάσης είναι η 3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT)161. Οι Melana et al 

παρατήρησαν ότι η AZT ανέστειλε την αύξηση καρκινικών κυττάρων µαστού καθώς και τη 

δραστικότητα της τελοµεράσης σε πολύ µικρότερες δόσεις σε σχέση µε φυσιολογικά κύτταρα 

του µαστού162. Οι Multani et al, ωστόσο, έδειξαν ότι η AZT µείωσε το τελοµεριδιακό σήµα, 

όπως αυτό ανιχνεύεται µε φθορίζοντα in situ υβριδισµό, στην ανθρώπινη καρκινική κυτταρική 

σειρά MCF-7 µέσα σε 72 h163, χρόνος πολύ µικρός για να εξηγήσει την αναστολή της 

τελοµεράσης και την προοδευτική µείωση του µήκους των τελοµερών. Η επίδραση της AZT, 

ενώ είναι αποτελεσµατική στην αναστολή της αύξησης των κυττάρων καρκίνου του µαστού 

σε αυτές τις µελέτες, δε µπορεί να οφείλεται σε ειδικό µηχανισµό εξαρτώµενο από τα 

τελοµερή, και η αναστολή της τελοµεράσης µπορεί να είναι απλώς µία παρενέργεια161. 

Καθώς επιπλέον έρευνες είναι απαραίτητες για να αποδειχθεί η ειδικότητα της AZT, µελέτες 

που χρησιµοποιούν µη πληροφοριακά ολιγονουκλεοτίδια, όπως το 2'-O-methyl RNA που 

κατευθύνεται κατά του τµήµατος hTR, αλλά και τη µεταλλαγµένη επικρατή αρνητική hTERT 

έχουν βρεθεί να είναι αποτελεσµατικοί και ειδικοί αναστολείς της τελοµεράσης σε 

αθανατοποιηµένα επιθηλιακά κύτταρα του µαστού και σε κύτταρα καρκινώµατος του µαστού 

in vitro161.  

 

Επίσης, άλλοι παράγοντες έχουν βρεθεί να διαδραµατίζουν ρόλο στην αναστολή 

της τελοµεράσης και στον έλεγχο του καρκίνου του µαστού. Συγκεκριµένα το ρετινοϊκό οξύ 

και η ταµοξιφένη έχουν ήδη βρεθεί να αναστέλλουν τη δραστικότητα της τελοµεράσης σε 

κύτταρα καρκίνου του µαστού164,165, πιθανώς ως δευτερεύουσα συνέπεια της αναστολής του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Ενώ αυτοί οι παράγοντες είναι γνωστοί για τις 

αντιπολλαπλασιαστικές τους ικανότητες, λίγα είναι γνωστά σε σχέση µε την επίδρασή τους 

στην αθανατοποίηση των κυττάρων, η οποία αποτελεί ένα σηµαντικό βήµα της εξέλιξης του 

καρκίνου του µαστού166.  
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1.4 Σκοπός της διατριβής  

 

Στη συγκεκριµένη διατριβή µελετήθηκε η επίδραση της ιοντίζουσας ακτινοβολίας στην 

έκφραση της καταλυτικής υποµονάδας (hTERT) της τελοµεράσης, καθώς και στη 

δραστικότητα του ολοενζύµου της τελοµεράσης σε κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού 

και σε δείγµατα όγκων από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού που διέφεραν µεταξύ τους ως 

προς τον φαινότυπό τους (παρουσία ή απουσία υποδοχέων HER2/neu, ERα και παρουσία 

λειτουργικής ή µεταλλαγµένης πρωτεΐνης p53), µε στόχο να ταυτοποιηθούν τα πιθανά µόρια 

ή/και τα πιθανά σηµατοδοτικά µονοπάτια τα οποία ενέχονται στη ρύθµιση του συστήµατος 

hTERT/τελοµεράσης και στην ανταπόκριση των καρκινικών κυττάρων στη θεραπεία. 

 Τόσο οι κυτταρικές σειρές όσο και οι καρκινικοί ιστοί, ακτινοβολήθηκαν µε 10 και 20 

Gy ιοντίζουσας ακτινοβολίας και στη συνέχεια διερευνήθηκαν τα ακόλουθα: 

• η κυτταρική βιωσιµότητα και η ανθεκτικότητα ή ευαισθησία των κυτταρικών σειρών και 

καρκινικών δειγµάτων στην ακτινοβολία  

• η µεταβολή της κατανοµής των καρκινικών κυττάρων στον κυτταρικό κύκλο 

• η µεταβολή της ενεργότητας του ενζύµου της τελοµεράσης και της έκφρασης της 

καταλυτικής υποµονάδας της ανθρώπινης τελοµεράσης (hTERT) 

• ο ρόλος του κυτταρικού φαινότυπου του καρκίνου του µαστού, όπως η παρουσία 

οιστρογονικών υποδοχέων (ER), η παρουσία HER2 και η ύπαρξη φυσιολογικής ή 

µεταλλαγµένης πρωτεΐνης p53 στην έκφραση της τελοµεράσης και στην απόκριση των 

κυττάρων στην ακτινοβόληση 

• η επίδραση της αποσιώπησης των γονιδίων hTERT και HER2 στην ανθεκτικότητα των 

κυττάρων µετά την ακτινοβόληση 

• ο ρόλος των µεταγραφικών παραγόντων myc, mad, max, NF-κB και της ακετυλίωσης της 

ιστόνης Η3 στη ρύθµιση της έκφρασης της τελοµεράσης και στην ανθεκτικότητα των 

καρκινικών κυττάρων µετά από ακτινοβόληση. 
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2.1 Υλικά και µέθοδοι          

 

2.1.1 Κυτταρικές σειρές και καλλιέργεια 

 

Στη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν 6 κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού µε διαφορές 

σε ό,τι αφορά στην έκφραση του ενδοκυττάριου υποδοχέα των οιστρογόνων α (ERα), του 

επιφανειακού υποδοχέα HER2/neu και στην παρουσία φυσιολογικού ή µεταλλαγµένου 

γονιδίου p53. Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι MCF-7, MCF-7/HER2, 

MDA-MB-231, HBL100, SK-BR-3 και BT-474. Οι 6 κυτταρικές σειρές επιλέχθηκαν λόγω του 

ότι παρουσιάζουν διαφορετικούς συνδυασµούς των βασικών αυτών φαινοτυπικών 

χαρακτηριστικών ενώ χρησιµοποιήθηκε κι ένα ζευγάρι κυτταρικών σειρών (MCF-7 και MCF-

7/HER2, όπου η δεύτερη αποτελεί θυγατρική σειρά της πρώτης και διαφέρει από αυτήν µόνο 

στην παρουσία του υποδοχέα HER2). Τα χαρακτηριστικά των άνωθι κυτταρικών σειρών 

απεικονίζονται στον πίνακα 1. 

 

Κυτταρική σειρά HER2/neu ERα p53 

MCF-7 + +++ φυσιολογικό 

MCF-7/HER2 +++ +++ φυσιολογικό 

MDA-MB-231 + - µετάλλαξη R280K 

HBL100 + - φυσιολογικό 

SK-BR-3 +++ - µετάλλαξη R175H 

BT-474 +++ +++ µετάλλαξη E285K 

 

Πίνακας 1: Χαρακτηριστικά των έξι κυτταρικών σειρών της µελέτης 

 

Όλες οι κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν µε καλλιεργητικό θρεπτικό υλικό RPMI 

1640 (Gibco, Paisley, Scotland, UK) εµπλουτισµένο µε 10% ορό εµβρύων βοός (Gibco, 

Paisley, Scotland, UK), L-Γλουταµίνη σε συγκέντρωση 2mM (Gibco, Paisley, Scotland, UK), 

και µε αντιβιοτικά πενικιλλίνη σε συγκέντρωση 100 IU/ml και στρεπτοµυκίνη σε συγκέντρωση 

100 µg/ml (Gibco, Paisley, Scotland, UK).  

Η καλλιέργεια των κυτταρικών σειρών πραγµατοποιήθηκε σε φλάσκες των 25 ml, σε 

κλίβανο µε 5% CO2, υγρασία 100%, στους 37°C. Όταν η περιεκτικότητα της φλάσκας σε 

κύτταρα φτάσει το 80 µε 90% τότε ακολουθείται η εξής διαδικασία: 

1. το θρεπτικό υλικό της φλάσκας αποµακρύνεται 

2. τα κύτταρα ξεπλένονται 2 φορές µε 5 ml PBS (Biochrom) 
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3. προστίθεται στη φλάσκα 1 ml θρυψίνης (Biochrom) προθερµασµένης στους 

37°C. Σε αυτό το στάδιο το πώµα της φλάσκας σφραγίζεται και η φλάσκα 

τοποθετείται στον κλίβανο για 3-5 λεπτά περίπου. 

4. η αποκόλληση των κυττάρων από τη φλάσκα ελέγχεται στο µικροσκόπιο 

5. στα κύτταρα προστίθενται 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού ώστε να σταµατήσει 

η δράση της θρυψίνης. 

6. ακολουθεί µεταφορά των κυττάρων σε σωληνάριο των 15 ml και φυγοκέντρηση 

στις 800 στροφές για 5 λεπτά 

7. µετά το τέλος της φυγοκέντρησης το υπερκείµενο αποµακρύνεται και τα κύτταρα 

ξεπλένονται µε 10 ml PBS. Σε αυτό το στάδιο γίνεται µέτρηση των κυττάρων σε 

αιµοκυτταρόµετρο: 20 µl από το κυτταρικό εναιώρηµα αναµειγνύονται µε 20 µl 

Trypan Blue και τοποθετούνται σε αιµοκυτταρόµετρο και προσµετρώνται στο 

µικροσκόπιο. Το Trypan Blue βάφει µπλε τα κύτταρα των οποίων η κυτταρική 

µεµβράνη έχει υποστεί αλλοιώσεις, όπως τα αποπτωτικά και νεκρωτικά 

κύτταρα. Τα υγιή κύτταρα δε βάφονται από το Trypan Blue και µόνο αυτά 

µετρώνται στο αιµοκυτταρόµετρο. Με τον τρόπο αυτό, υπολογίζεται η 

συγκέντρωση του κυτταρικού εναιωρήµατος. 

8. κατά τη διάρκεια της µέτρησης των κυττάρων και του υπολογισµού της 

συγκέντρωσής τους, το σωληνάριο µε τα κύτταρα φυγοκεντρείται στις 800 

στροφές για 5 λεπτά. 

9. µετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείµενο αποµακρύνεται και τα 

κύτταρα επαναδιαλύονται σε 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού 

10. µε βάση τη συγκέντρωση που υπολογίστηκε σε ζωντανά κύτταρα έπειτα από τη 

µέτρηση στο αιµοκυτταρόµετρο, µία ποσότητα από το εναιώρηµα των κυττάρων 

που να περιέχει 105 κύτταρα τοποθετείται σε µία νέα φλάσκα των 25 ml και η 

ποσότητα αυτή συµπληρώνεται µέχρι τα 10 ml µε φρέσκο πλήρες θρεπτικό 

υλικό. 

11. η φλάσκα τοποθετείται στον κλίβανο µε ελαφρώς ανοιγµένο το πώµα και 

ελέγχεται τις επόµενες ηµέρες για τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων. 

 

Τα κύτταρα µπορούν να διατηρηθούν µετά από ψύξη στους -150°C. Η διαδικασία της 

ψύξης των κυττάρων γίνεται ως εξής: όταν µία φλάσκα των 25 ml γεµίσει κατά 90 µε 100%, 

τα κύτταρα αποκολλώνται µε θρυψίνη, όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Η δράση της 

θρυψίνης σταµατά µε την προσθήκη 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού και τα κύτταρα 

φυγοκεντρούνται. Κατά τη διάρκεια της φυγοκέντρησης ετοιµάζεται το θρεπτικό της ψύξης 

των κυττάρων που αποτελείται από 60% θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικά, 30% ορό 

εµβρύου και 10% Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma Aldrich). Το DMSO συντελεί στην αργή 
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ψύξη των κυττάρων και του θρεπτικού υλικού, αποφεύγοντας τη δηµιουργία κρυστάλλων 

που θα κατέστρεφαν την κυτταρική µεµβράνη των κυττάρων. Μετά από τη φυγοκέντρηση, τα 

κύτταρα επαναδιαλύονται σε 2 ml από το θρεπτικό υλικό της ψύξης των κυττάρων και στη 

συνέχεια τοποθετούνται σε ειδικά κρυοφιαλίδια. Η κατάψυξη των κυττάρων γίνεται διαδοχικά. 

Τα κρυοφιαλίδια τοποθετούνται αρχικά στους -20°C για 4 ώρες περίπου, κατόπιν στους -

80°C για 24 ώρες και στη συνέχεια στους -150°C.  

Σε αντίθεση µε τη διαδοχική ψύξη των κυττάρων, η απόψυξή τους γίνεται γρήγορα 

µε την τοποθέτηση του κρυοφιαλιδίου σε υδατόλουτρο στους 37°C και άµεση µεταφορά του 

περιεχοµένου του φιαλιδίου σε σωληνάριο των 15 ml που περιέχει 5 ml πλήρους θρεπτικού 

υλικού. Το σωληνάριο φυγοκεντρείται για 5 λεπτά στις 800 στροφές, το υπερκείµενο 

αποµακρύνεται, τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού και 

τοποθετούνται σε φλάσκα των 25 ml.  

 

 

2.1.2 Αποµόνωση κυττάρων από δείγµατα πρωτογενών καρκίνων του µαστού 

και επεξεργασία 

 

Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκαν έξι δείγµατα από καρκινικό ιστό ασθενών 

µε καρκίνο του µαστού. Οι καρκινικοί ιστοί συλλέγησαν κατά τη διάρκεια χειρουργικής 

αφαίρεσης καρκινωµάτων του µαστού. Από τα δείγµατα αυτά, µε τη βοήθεια χειρουργικών 

λεπίδων, αποµακρύνθηκαν οι υγιείς, φυσιολογικοί ιστοί, ώστε να παραµείνουν οι 

παθολογικοί ιστοί προς καλλιέργεια. 

Στη συνέχεια, µε τη βοήθεια των χειρουργικών λεπίδων, πραγµατοποιήθηκε 

κατάτµηση των χειρουργικών παρασκευασµάτων και ανάδευσή τους µε φυσιολογικό ορό και 

τη βοήθεια πιπέτας Pasteur, µε στόχο τη µέγιστη δυνατή απελευθέρωση κυττάρων. Μία 

µικρή ποσότητα από το εναιώρηµα των κυττάρων µεταγγίστηκε σε καλλιεργητική φλάσκα 

των 25 ml και προστέθηκαν σε αυτή 8 ml πλήρους θρεπτικού καλλιεργητικού υλικού RPMI 

1640 και 2 ml θρεπτικού υλικού Chang προς ενίσχυση της καλλιέργειας. Οι φλάσκες 

τοποθετήθηκαν σε κλίβανο στους 37°C και µελετήθηκαν ως προς την προσκόλληση και την 

αύξηση των κυττάρων. Μόνο δείγµατα µε κύτταρα που είχαν ρυθµούς ανάπτυξης 

αντίστοιχους των κυτταρικών σειρών που µελετήθηκαν συµµετείχαν στη µελέτη. 

Τα υπόλοιπα κύτταρα του εναιωρήµατος χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση mRNA και 

πρωτεϊνών, προς αξιολόγηση του φαινοτύπου των κυττάρων. Οι µέθοδοι αυτές θα 

αναλυθούν στη συνέχεια.  
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2.1.3 Ακτινοβόληση κυττάρων 

 

Η ακτινοβόληση των κυττάρων που βρίσκονταν σε εκθετική φάση ανάπτυξης 

πραγµατοποιήθηκε µε αυξανόµενη δόση 0, 10 και 20 Gy, µε τη χρήση γραµµικού επιταχυντή 

φωτονίων ενέργειας 6MV και ρυθµό δόσης 4,76 Gy/min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Επαναλήφθηκαν τουλάχιστον τρία διαφορετικά πειράµατα. 

Για να διασφαλιστεί οµοιόµορφη ακτινοβόληση, τα κύτταρα τοποθετήθηκαν στο 

ισόκεντρο δύο εφαπτόµενων αντίθετων πεδίων φωτονίων, µε διαστάσεις 20x20 cm2. 

Για τη σωστή τοποθέτηση και ακινητοποίηση των πλακών καλλιέργιεας και των φλασκών, 

κατασκευάστηκε ένα πρότυπο οµοιογενές οµοίωµα από πλέξιγκλας (polymethyl methacrylate 

C5H8O2 ή PPMA). Το οµοίωµα αυτό αποτελείται από δύο ίδια τµήµατα µεγέθους 20x20x5 

cm3, στα οποία έχει γίνει κατάλληλη επεξεργασία του εσωτερικού τους µε εφαρµογή ακτίνας 

λέιζερ, ώστε να µπορούν να τοποθετούνται µε ακτίβεια και απόλυτη επαναληψιµότητα οι 

πλάκες καλλιέργειας και οι φλάσκες. 

Το οµοίωµα αυτό συνοδεύεται επίσης από PPMA πλάκες 30x30 cm, του µισού 

εκατοστού, οι οποίες τοποθετούνται πρόσθια και οπίσθια του κυρίως µέρους 

διαµορφώνοντας το πάχος του υλικού αλλά και αντίστοιχα του υλικού οπισθοσκέδασης, 

διασφαλίζοντας δευτερεύουσα ηλεκτρονιακή ισορροπία.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11. Το πρωτότυπο οµοίωµα πολυστυρενίου (ΡΜΜΑ-C5H8O2) που κατασκευάστηκε για να 

διασφαλίσει κατάλληλες συνθήκες ακτινοβόλησης και επαναληψιµότητα των µετρήσεων. 
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Η τοποθέτηση του οµοιώµατος πραγµατοποιήθηκε σε απόσταση SSD 95 εκ. 

(Source to Skin Distance) από το ικρίωµα του επιταχυντή, οπότε τα κύτταρα 

ακτινοβολήθηκαν σε 5 εκ. ισοδύναµο βάθος νερού, αφού θεωρήθηκε ότι κείτονταν στην κάτω 

επιφάνεια των πλακών. 

Η επαλήθευση της απόλυτης δοσιµετρίας εξασφαλίστηκε µε ∆οσίµετρα 

θερµοφωταύγειας (Thermo Luminescence Dosimetry-TLD), κυβικού τύπου (1x1x1mm3) 

LiF:Mg,Ti, της εταιρείας Harshaw/Bicron. Πριν από κάθε πείραµα τα TLDs πυρακτώνονταν 

στους 400°C για µία ώρα, και στη συνέχεια διατηρούντο σε παύση για περίπου 2 ώρες στους 

100°C, σε προγραµµατισµένο PTW TLDO κλίβανο. Ακριβώς πριν τη µέτρηση 

επαναπυρακτώνονταν στους 100°C για 10 min. Το σήµα φωταύγειας υπολογίστηκε στους 

µετρητές Harshaw 2000Α και 2080Β. 

 

2.1.4 Μελέτη της κυτταρικής βιωσιµότητας 

 

Η µελέτη της βιωσιµότητας των κυττάρων µετά από την ακτινοβόληση 

πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του kit MTT της TACS (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA). Η δοκιµασία ΜΤΤ κυτταρικού πολλαπλασιασµού και βιωσιµότητας είναι µία ασφαλής, 

ευαίσθητη in vitro τεχνική για τη µέτρηση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού ή όταν 

µεταβολικά γεγονότα οδηγούν σε απόπτωση ή νέκρωση, για τη µέτρηση της µείωσης της 

κυτταρικής βιωσιµότητας. Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλάκες µε 96 υποδοχές µε επίπεδο 

πάτο. Το πρώτο στάδιο στη µελέτη της κυτταρικής βιωσιµότητας µε το ΜΤΤ είναι ο 

προσδιορισµός των χρόνων επώασης µε τα αντιδραστήρια του kit για τον κάθε κυτταρικό 

τύπο και το κάθε σύστηµα. Η µέθοδος στηρίζεται στο συστατικό tetrazolium του ΜΤΤ (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) το οποίο προστίθεται στις ειδικές 

υποδοχές και τα κύτταρα επωάζονται σε κλίβανο στους 37°C. Κατά τη διάρκεια της 

επώασης, το ΜΤΤ αναγάγεται από τα κύτταρα µε ενεργό µεταβολισµό σε αδιάλυτους µωβ 

κρυστάλλους formazan. Στη συνέχεια, στις υποδοχές προστίθεται ουσία µε απορρυπαντική 

δράση, η οποία διαλυτοποιεί τους κρυστάλλους ώστε η απορρόφηση να µπορεί να µετρηθεί 

µε κατάλληλο φασµατοφωτόµετρο. Η απορρόφηση των δειγµάτων µπορεί να µετρηθεί 

απευθείας µέσα στις ειδικές υποδοχές. Το ιδανικό µήκος κύµατος απορρόφησης είναι τα 570 

nm, αλλά µπορεί να χρησιµοποιηθεί οποιοδήποτε φίλτρο που απορροφά µεταξύ 550 και 600 

nm. Τα δεδοµένα αναλύονται σε διάγραµµα που παρουσιάζει τον κυτταρικό αριθµό σε σχέση 

µε την απορρόφηση. Ο ρυθµός της αναγωγής του tetrazolium είναι ανάλογος του ρυθµού του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού. 

Πιο αναλυτικά, η διαδικασίες προσδιορισµού του κυτταρικού αριθµού και της 

χρησιµοποίησης του ΜΤΤ για δείγµατα είναι οι εξής : 
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∆οκιµασία ΜΤΤ για τον προσδιορισµό του αριθµού των κυττάρων που πρέπει να 

χρησιµοποιηθούν. 

 

1. Τα κύτταρα αποκολλώνται από τις φλάσκες στις οποίες καλλιεργούνται µε τη 

χρησιµοποίηση θρυψίνης. Μετά την αποκόλλησή τους, τα κύτταρα ξεπλένονται 2 

φορές µε PBS και µετρώνται σε αιµοκυτταρόµετρο.  

2. 5x106 κύτταρα /ml επαναδιαλύονται σε πλήρες θρεπτικό καλλιεργητικό υλικό. 

Προετοιµάζουµε 10 φιαλίδια για σειριακή διάλυση των κυττάρων. 

3. Οι συγκεντρώσεις που προτείνονται για τη σειριακή διάλυση των κυττάρων 

κυµαίνονται από 5x106 έως 5x103 κύτταρα/ml. 100 µl από την κάθε συγκέντρωση 

τοποθετούνται σε διαφορετικές υποδοχές. Προκειµένου να εξασφαλιστεί η 

επαναληψιµότητα, προτείνεται να προετοιµαστούν 3 τουλάχιστον υποδοχές για την 

κάθε συγκέντρωση, ώστε να πραγµατοποιηθούν 3 τουλάχιστον µετρήσεις και να 

υπολογιστεί ο µέσος όρος της απορρόφησης. Σε άλλες 3 τουλάχιστον υποδοχές της 

πλάκας, τοποθετείται σκέτο θρεπτικό υλικό. Οι υποδοχές αυτές θα αποτελέσουν τα 

αρνητικά δείγµατα ελέγχου. 

4. Τα κύτταρα επωάζονται σε κλίβανο στους 37°C για 6-48 ώρες. Τα κύτταρα 

χρειάζονται χρόνο για να προσκολληθούν (εφόσον είναι προσκολλώµενα). Ο χρόνος 

αυτός είναι διαφορετικός για τον κάθε κυτταρικό τύπο. 12-18 ώρες είναι αρκετές για 

τους περισσότερους τύπους κυττάρων. 

5. Στην κάθε υποδοχή προστίθενται 10 µl από το αντιδραστήριο ΜΤΤ. 

6. Η πλάκα επωάζεται στους 37°C για 2-4 ώρες. Κατά τη διάρκεια της επώασης, 

ελέγχουµε τα κύτταρα περιοδικά στο ανάστροφο µικροσκόπιο, για να 

παρακολουθήσουµε την εµφάνιση στικτού ενδοκυτταρικού ιζήµατος. Κάποιοι 

κυτταρικοί τύποι µπορεί να απαιτήσουν µεγαλύτερο χρόνο επώασης, που µπορεί να 

φτάσει και τις 24 ώρες.  

7. Όταν τα µωβ στίγµατα διακρίνονται ευκρινώς στο µικροσκόπιο, προστίθενται στα 

κύτταρα 100 µl του αντιδραστηρίου µε την απορρυπαντική δράση, χωρίς ανάδευση, 

ακόµη και στις υποδοχές που περιέχουν σκέτο θρεπτικό υλικό. 

8. Η πλάκα επωάζεται κλειστή, στο σκοτάδι σε θερµοκρασία 18-24°C για τουλάχιστον 2 

ώρες έως ολονύκτια. Η απορρόφηση των δειγµάτων µπορεί να µετρηθεί µετά από 2 

ώρες, αλλά εάν οι µετρήσεις είναι πολύ χαµηλές και παραµένουν κρύσταλλοι στο 

θρεπτικό, τότε η πλάκα θα πρέπει να επωαστεί για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα. Η 

επώαση της πλάκας στους 37°C µπορεί να επιταχύνει τη διαδικασία διαλυτοποίησης 

των κρυστάλλων. 

9. Το κάλυµµα της πλάκας αφαιρείται και µετράται η απορρόφηση των δειγµάτων και 

των αρνητικών δειγµάτων ελέγχου στα 570 nm καθώς και στα 650 nm, το δεύτερο 
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µήκος κύµατος χρησιµοποιείται ως µήκος κύµατος αναφοράς. Τα αρνητικά δείγµατα 

θα πρέπει να δίνουν τιµές απορρόφησης µεταξύ 0+/-0.1 µονάδες οπτικής 

πυκνότητας. 

10. Προσδιορίζεται ο µέσος όρος για την κάθε συγκέντρωση και αφαιρείται από τον κάθε 

ένα, η µέση τιµή που θα έχει προκύψει από τα αρνητικά δείγµατα ελέγχου. 

Σχεδιάζεται διάγραµµα, στον κατακόρυφο άξονα του οποίου τοποθετούνται οι τιµές 

της απορρόφησης και στον οριζόντιο ο αριθµός των κυττάρων ανά ml. Επιλέγεται 

ένας αριθµός κυττάρων που δίνει απορρόφηση µεταξύ των τιµών 0.75 και 1.25. Ο 

κυτταρικός αριθµός που θα επιλεχθεί θα πρέπει να βρίσκεται στο γραµµικό τµήµα της 

καµπύλης.  

 

∆οκιµασία ΜΤΤ για δείγµατα 

1. Τα κύτταρα τοποθετούνται σε πλάκες στη συγκέντρωση που θα έχει προκύψει από 

την ανωτέρω διαδικασία. Για την κάθε συνθήκη, πραγµατοποιούνται τρεις 

τουλάχιστον µετρήσεις και στην κάθε υποδοχή τοποθετούνται 100µl κυτταρικού 

εναιωρήµατος. Πάντα συµπεριλαµβάνουµε υποδοχές µε σκέτο θρεπτικό υλικό χωρίς 

κύτταρα. 

2. Τα κύτταρα επωάζονται ώστε να προσκολληθούν. 

3. 24 ώρες µετά από τον εµβολιασµό των κυττάρων, οι πλάκες ακτινοβολούνται. Για τη 

διαδικασία της ακτινοβόλησης, οι υποδοχές γεµίζονται µε θρεπτικό υλικό, 

προσπαθώντας να µην υπάρχουν καθόλου φυσαλίδες όταν το καπάκι της πλάκας 

επανατοποθετηθεί. Μετά την ακτινοβόληση, το ακτινοβοληµένο θρεπτικό υλικό 

αποµακρύνεται από τις υποδοχές και αντικαθίσταται από 100 µl θρεπτικού υλικού. 

4. Στις χρονικές στιγµές που έχουν επιλεγεί για τη µελέτη, προστίθενται σε κάθε 

υποδοχή 10 µl ΜΤΤ στα 100 µl του θρεπτικού υλικού. 

5. Η πλάκα επωάζεται στους 37°C για 2-4 ώρες. Κατά τη διάρκεια της επώασης, 

ελέγχουµε τα κύτταρα περιοδικά στο ανάστροφο µικροσκόπιο, για να 

παρακολουθήσουµε την εµφάνιση στικτού ενδοκυτταρικού ιζήµατος.  

6. Όταν τα µωβ στίγµατα διακρίνονται ευκρινώς στο µικροσκόπιο, προστίθενται στα 

κύτταρα 100 µl του αντιδραστηρίου µε την απορρυπαντική δράση, χωρίς ανάδευση, 

ακόµη και στις υποδοχές που περιέχουν σκέτο θρεπτικό υλικό. 

7. Η πλάκα επωάζεται κλειστή, στο σκοτάδι σε θερµοκρασία 18-24°C για τουλάχιστον 2 

ώρες έως όλο το βράδυ. Η απορρόφηση των δειγµάτων µπορεί να µετρηθεί µετά από 

2 ώρες, αλλά εάν οι µετρήσεις είναι πολύ χαµηλές και παραµένουν κρύσταλλοι στο 

θρεπτικό, τότε η πλάκα θα πρέπει να επωαστεί για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα. Η 

επώαση της πλάκας στους 37°C µπορεί να επιταχύνει τη διαδικασία διαλυτοποίησης 

των κρυστάλλων. 
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8. Το κάλυµµα της πλάκας αφαιρείται και µετράται η απορρόφηση των δειγµάτων και 

των αρνητικών δειγµάτων ελέγχου στα 570 nm καθώς και στα 650 nm. Το δεύτερο 

µήκος κύµατος χρησιµοποιείται ως µήκος κύµατος αναφοράς. Τα αρνητικά δείγµατα 

θα πρέπει να δινουν τιµές απορρόφησης µεταξύ 0+/-0.1 µονάδες οπτικής 

πυκνότητας. 

 

Ανάλυση αποτελεσµάτων 

Το διάγραµµα απορρόφησης-συγκέντρωσης των κυττάρων που σχεδιάζεται µετά 

από σειριακή διάλυση των κυττάρων δίνει µία καµπύλη που περιέχει ένα ευθύγραµµο τµήµα. 

Η επιλογή µίας κυτταρικής συγκέντρωσης µέσα στο ευθύγραµµο τµήµα επιτρέπει τη µέτρηση 

τόσο της διέγερσης όσο και της αναστολής του κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Εάν οι τιµές 

απορρόφησης ενός δείγµατος µετά από επίδραση ακτινοβόλησης είναι µεγαλύτερες από 

αυτές των δειγµάτων χωρίς επίδραση, αυτό υποδεικνύει αύξηση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού. Αντίθετα, εάν οι τιµές απορρόφησης των δειγµάτων µετά από 

ακτινοβόληση είναι µικρότερες από αυτές των δειγµάτων χωρίς επίδραση, αυτό υποδεικνύει 

µείωση του ρυθµού του κυτταρικού πολλαπλασιασµού ή µείωση της συνολικής κυτταρικής 

βιωσιµότητας. 

 

2.1.5 Μελέτη του κυτταρικού κύκλου µε κυτταροµετρία ροής 

 

Η µελέτη του κυτταρικού κύκλου των κυτταρικών σειρών και των δειγµάτων από 

ασθενείς µε καρκίνο του µαστού, πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του κυτταροµέτρου ροής 

FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Μετά την αποκόλλησή τους από τις 

καλλιεργητικές φλάσκες, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε 5ml PBS και φυγοκεντρήθηκαν για 5 min 

στις 800 rpm. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το πλεονάζον PBS αποµακρύνθηκε και τα 

κύτταρα παρέµειναν σε 100µl PBS. Στο κυτταρικό εναιώρηµα προστέθηκαν 100 µl DNA 

PREP LPR (Beckman Coulter, Inc. Fulerton, CA, USA) το οποίο επιτρέπει την αύξηση της 

διαπερατότητας της κυτταρικής µεµβράνης και 2ml DNA PREP Stain (Propidium Iodide) 

(Beckman Coulter, Inc. Fulerton, CA, USA). Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε σκοτεινό µέρος 

για 15 min, ώσπου το Propidium Iodide να εισχωρήσει στα κύτταρα και να επισηµάνει το 

γενετικό τους υλικό και στη συνέχεια η φάση του κυτταρικού κύκλου του κάθε κυττάρου 

προσδιορίστηκε µε τη βοήθεια του κυτταροµέτρου ροής. Η φάση του κυτταρικού κύκλου στην 

οποία βρίσκεται το κάθε κύτταρο προσδιορίζεται από την ποσότητα γενετικού υλικού του 

κάθε κυττάρου, καθώς τα κύτταρα που βρίσκονται σε φάση µίτωσης (G2/M) περιέχουν 

διπλάσιο γενετικό υλικό σε σχέση µε τα κύτταρα που βρίσκονται στη µεσόφαση (G1) ή σε 

φάση ηρεµίας (G0). Τα κύτταρα σε φάση διπλασιασµού του DNA (S) περιέχουν ενδιάµεση 

ποσότητα γενετικού υλικού, σχηµατίζοντας µία «κοιλάδα» κυττάρων ανάµεσα στις δύο 
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κορυφές G0/G1 και G2/M, που σχηµατίζονται στο ιστόγραµµα που προκύπτει µετά από 

ανάλυση του κυτταρικού κύκλου ενός κυτταρικού εναιωρήµατος. Εφόσον στην καλλιέργεια 

υπάρχουν και αποπτωτικά κύτταρα, τα οποία έχουν µπει σε διαδικασία απώλειας γενετικού 

υλικού, τότε στην ανάλυση απεικονίζονται ως subG0 κύτταρα, στην αρχή του ιστογράµµατος. 

Για την ανάλυση του κυτταρικού κύκλου του κάθε δείγµατος, συγκεντρώθηκαν τουλάχιστον 

10000 κύτταρα, ώτε να γίνεται αποδεκτό το στατιστικό αποτέλεσµα. Η ανάλυση 

πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του λογισµικού WinMDI (Salt Institute, La Jolla, CA, USA). 

 

2.1.6 Aποµόνωση ολικού κυτταρικού RNA 

 

Η αποµόνωση ολικού RNA έγινε µε την µέθοδο του ισοθειοκυανικού γουανιδινίου 

ως εξής: 

 

Ι. Οµογενοποίηση 

Προσθήκη 1-3 ml Trizol (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) και επώαση για 5 λεπτά στους 15-

30°C ή φύλαξη στους -80°C. Για κάθε ml Trizol προστίθενται 200 µl χλωροφόρµιο στα 

κύτταρα και πραγµατοποιούνται διαδοχικές αναρροφήσεις µε πιπέτα και χρήση του Vortex µε 

στόχο την λύση των κυττάρων. 

ΙΙ.∆ιαχωρισµός φάσεων 

Μετά την οµογενοποίηση, κάθε δείγµα επωάζεται για 2-3 λεπτά στους 15-30°C, µεταγγίζεται 

σε σωληνάριο των 2 ml και πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση για 15min στις 3500rpm στους 

40C. Μετά την φυγοκέντρηση σε κάθε σωληνάριο υπάρχουν τρεις φάσεις: η υποκείµενη 

φάση που περιέχει φαινόλη/χλωροφόρµιο, η µεσόφαση και η ανώτερη υδατική φάση στην 

οποία έχει αποµονωθεί και το RNA. 

ΙΙΙ. Κατακρήµνιση 

Η ανώτερη υδατική φάση που περιέχει το RNA, µεταφερεται σε νέο σωληνάριο των 2 ml. 

Πραγµατοποιείται κατακρήµνιση του RNA µε προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπυλικής 

αλκοόλης, καλή ανάδευση και επώαση για 10 λεπτά στους 15-300C. 

IV. Έκπλυση του RNA 

Στη συνέχεια, πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 12000rpm στους 40C. 

Αφαιρείται το υπερκείµενο και στο ίζηµα προστίθεται 1ml κρύας αιθανόλης 70%. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 5 min στις 10000rpm στους 40C.  

V. Επαναδιάλυση του RNA 

Αφαιρείται το υπερκείµενο και το ίζηµα αφού στεγνώσει πολύ καλά διαλυτοποιείται. Η 

διαλυτοποίηση του ιζήµατος γίνεται µε προσθήκη 80-100µl ddΗ2Ο και επώαση για 10 λεπτά 

στους 55-60 °C. Στη συνέχεια, το κάθε δείγµα αποθηκεύεται στους -800C. 
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VI. Φωτοµέτρηση-Έλεγχος ποσότητας 

Για να ελεγχθεί η ποσότητα του RNA πραγµατοποιείται φωτοµέτρηση σε κάθε δείγµα. 

Αραιώσεις κάθε δείγµατος (1:100) φωτοµετρούνται στα 260 και 280 nm. Υπολογίζεται ο 

λόγος 260/280 καθώς και η συγκέντρωση του RNA ως εξής: 

συγκέντρωση RNA = αραίωση x OD260 x 40 (mgr/ml) 

VII. Ηλεκτροφόρηση-Έλεγχος ποιότητας 

Για να ελεγχθεί η ποιότητα του RNA πραγµατοποιείται σε κάθε δείγµα ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης 2%. 

 

2.1.7 Σύνθεση συµπληρωµατικού DNA (cDNA) 

 

Η σύνθεση του cDNA πραγµατοποιείται µε αντίστροφη µεταγραφή (reverse 

transcription, RT) in vitro χρησιµοποιώντας ως εκκινητές εξανουκλεοτίδια τυχαίας 

αλληλουχίας (random hexamers, 500µg/ml). Το ένζυµο που χρησιµοποιείται για την 

αντίδραση είναι η αντίστροφη µεταγραφάση MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus reverse 

transcriptase, 200U/µl).  

Το διάλυµα αντίδρασης (mix) για τη σύνθεση cDNA για όγκο RNA που αντιστοιχεί σε 

1µgr περιέχει: 

� RNA � 1 µgr 

� Ρυθµιστικό διάλυµα 5x � 4 µl  

� Τυχαία εξανουκλεοτίδια(500µg/m) � 3 µl 

� ∆εοξυριβονουκλεοτίδια � 2 µl 

� MMLV RT (200U/µl) � 1 µl 

� δις απεσταγµένο νερό � µέχρι τελικού όγκου 20 µl 

� Οι συνθήκες PCR που εφαρµόζονται είναι οι εξής:  

� Aρχικά το RNA διαλύεται σε ddH20. Το διάλυµα RNA µε τα τυχαία 

εξανουκλεοτίδια θερµάνθηκε στους 65OC 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 

� Μετά την προσθήκη και των υπολοίπων αντιδραστηρίων ακολουθούν οι 

παρακάτω συνθήκες 

� 37OC , 60 λεπτά  

� 65OC , 10 λεπτά 

� τελική θερµοκρασία: 4 OC   

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/07/2024 03:11:54 EEST - 3.145.66.41



53 
 

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 RARα (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 ενισχύεται µε PCR χρησιµοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές 

για τις αλληλουχίες του RARα cDNA (RAR6/RAR8).Οι εκκινητές για το γονίδιο RARα 

είναι:  

  RAR6: 5’ GGTGCCTCCCTACGCCTTCT 3’ 

RAR8: 5’ GGCGCTGACCCCATAGTGGT 3’ 

 

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

� cDNA    � 3 µl 

� Ρυθµιστικό διάλυµα 10x  � 5 µl  

� MgCl2 (50mM)   � 3 µl 

� Εκκινητής RAR6 (50p/mol) � 1.5 µl 

� Εκκινητής RAR8 (50p/mol) � 1.5 µl 

� ∆εοξυριβονουκλεοτίδια �        0.5 µl 

� DNA πολυµεράση  � 0.4 µl 

� δις απεσταγµένο νερό � 35.1 µl  

� Οι συνθήκες PCR που εφαρµόζονται είναι οι εξής:  

� αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 5 λεπτά 

� 40 κύκλοι στους οποίους πραγµατοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 1  λεπτό  

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 53oC για 1 λεπτό 

-επιµήκυνση στους 72oC για 1  λεπτό 

� τελική επιµήκυνση στους 72oC για 10  λεπτά 

 

2.1.8 Ανίχνευση των mRNA µεταγράφων της καταλυτικής υποµονάδας της 

τελοµεράσης (hTERT) και του υποδοχέα HER2 µε την τεχνική της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (RT-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-
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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. 

H ανίχνευση των mRNA µεταγράφων της καταλυτικής υποµονάδας της τελοµεράσης 

(hTERT) και του υποδοχέα HER2 πραγµατοποιήθηκε στις συµπληρωµατικές αλληλουχιες 

DNA (cDNA). 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 MgCl2 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 94οC 

� 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 οC, 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, καθώς ο κάθε θερµοκρασιακός κύκλος 

διπλασιάζει το προϊόν του προηγούµενου κύκλου. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/07/2024 03:11:54 EEST - 3.145.66.41



55 
 

Για την ποσοτικοποίηση των γονιδίων ενδιαφέροντος χρησιµοποιήθηκε το kit 

FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) της Roche (Roche, Mannheim, Germany) 

στη συσκευή iCycler Optical Module (Bio-Rad, Hercules, CA). Το διάλυµα αντίδρασης (mix) 

για την ανίχνευση της έκφρασης των γονιδίων περιέχει: 

 

� cDNA     � 2 µl 

� SYBR Green    � 12 µl  

� Εκκινητής  Forward (50p/mol) � 1 µl 

� Εκκινητής  Reverse (50p/mol) � 1 µl 

� δις απεσταγµένο νερό  � 4 µl  

 

Οι εκκινητές και οι συνθήκες PCR που χρησιµοποιήθηκαν ήταν:  

 

� Για την hTERT : 

Forward: 5΄- CCG TCT GCG TGA GGA GAT -3΄ και  

Reverse:  5΄- TGG GGA TGA AGC GGA GTC -3΄ 

� Οι συνθήκες PCR που εφαρµόστηκαν ήταν οι εξής:  

� αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 10 λεπτά 

� 40 κύκλοι στους οποίους πραγµατοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 56oC για 30 δευτερόλεπτα 

-επιµήκυνση στους 72oC για 15 δευτερόλεπτα 

� τελική επιµήκυνση στους 72oC για 10  λεπτά 

 

� Για τον υποδοχέα HER2 : 

Forward: 5΄-CTC GTT GGA AGA GGA ACA GC -3΄ και  

Reverse: 5΄-CTG AAT GGG TCG CTT TTG TT -3΄ 

� Οι συνθήκες PCR που εφαρµόστηκαν ήταν οι εξής:  

� αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 10 λεπτά 

� 40 κύκλοι στους οποίους πραγµατοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 45  δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 57oC για 1  λεπτό  

-επιµήκυνση στους 72oC για 1  λεπτό 

� τελική επιµήκυνση στους 72oC για 10  λεπτά 
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� Για το PBGD που χρησιµοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς: 

Forward: 5΄- AGA GTG ATT CGC GTG GGT ACC -3΄ και  

Reverse:  5΄- GGC TCC GAT GGT GAA GCC -3΄ 

 

2.1.9 Αποµόνωση πρωτεϊνών 

 

1. Η αποµόνωση ολικής πρωτεΐνης από τα κύτταρα πραγµατοποιείται µε την προσθήκη 

100-200 µl διαλύµατος λύσης σε ίζηµα 105 κυττάρων, ανάλογα µε το µέγεθος του 

ιζήµατος.  

2. Τα κύτταρα τοποθετούνται στον πάγο για 30 λεπτά περίπου, ώστε να 

πραγµατοποιηθεί λύση αυτών, η οποία υποβοηθάται από τη χρήση vortex κατά 

διαστήµατα.  

3. Μετά από την επώαση, τα σωληνάρια φυγοκεντρούνται για 20 λεπτά στις 13000 

στροφές.  

4. Τα υπερκείµενα συλλέγονται σε καινούρια φιαλίδια και η πρωτεϊνική συγκέντρωσή 

τους προσδιορίζεται µε τη µέθοδο Lowry.  

5. Αραιώσεις κάθε δείγµατος (1:100) φωτοµετρούνται στα 595 nm.  

6. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης του κάθε δείγµατος υπολογίζεται µε βάση πρότυπη 

καµπύλη που σχεδιάζεται χρησιµοποιώντας διαδοχικές αραιώσεις µε γνωστή 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης BSA. 

7. Τα δείγµατα τοποθετούνται προς φύλαξη σε θερµοκρασία -70 oC. 

 

2.1.10 Ανίχνευση της ενεργότητας του ενζύµου της τελοµεράσης µε τη µέθοδο 

TRAP 

 

Το πρωτόκολλο TRAP θεωρείται ευαίσθητη και ειδική  PCR που βασίζεται στην 

ενζυµική δραστηριότητα. Πραγµατοποιείται χρησιµοποιώντας την 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. 

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 

ετοιµάζονται από κάθε κυτταρικό εκχύλισµα απενεργοποιώντας την ενεργότητα της 

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

πραγµατοποιείται µε ένα µίγµα αντίδρασης 30 µl που περιέχει 3µg πρωτεϊνικού κυτταρικού 

εκχυλίσµατος. Το δείγµα που χρησιµοποιείται για τον έλεγχο της αντίδρασης (internal 
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standard) πολλαπλασιάζεται 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 (85oC για 15 λεπτά) για να βρεθούν τα ψευδώς θετικά αποτελέσµατα. Η 

απορρόφηση των δειγµάτων στα 450 nm, µε µήκος κύµατος αναφοράς τα  650 nm µετράται 

χρησιµοποιώντας φασµατοφωτόµετρο  και θεωρείται θετική όταν η διαφορά µεταξύ της 

απορρόφησης του δείγµατος και της απορρόφησης του αρνητικού δείγµατος ελέγχου είναι 2 

φορές µεγαλύτερη από τη µη ειδική ενεργότητα (background). Τα δείγµατα διαχωρίζονται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης παράγοντας τη χαρακτηριστική τελοµερική 

κλίµακα-δείκτη (ladder) 6 bp.  

 

2.1.11 Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

 

Η τεχνική της ανοσοαποτύπωσης κατά western περιλαµβάνει τα εξής στάδια : 

1. Αποδιάταξη των πρωτεΐνών 

Σε µικρά σωληνάρια ετοιµάζεται το µίγµα που περιείχε την πρωτεΐνη στην κατάλληλη 

συγκέντρωση (10-50 gr), 5 µl χρωστικής (sample buffer), 2 µl από το διάλυµα αποδιάταξης 

(reducing buffer) και νερό µέχρι τα 20 µl. Τα δείγµατα τοποθετούνται σε συσκευή PCR για 

αποδιάταξη των πρωτεϊνών στους 95°C για 5 λεπτά. 

2. ∆ιαχωρισµός των πρωτεΐνών 

� Μετά από την αποδιάταξη των πρωτεϊνών, ακολουθεί ηλεκτροφόρηση. 

� Προετοιµάζεται το ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (950  ml ddH20 και 

50ml running buffer) και τοποθετούνται από αυτό 600 ml στο µπροστινό και το 

πίσω τµήµα της συσκευής ηλεκτροφόρησης. Στο µεσαίο τµήµα τοποθετούνται 

200 ml ρυθµιστικού διαλύµατος και 500 µl αντιοξειδωτικού διαλύµατος. 

� Αφαιρούνται τα χτενάκια και τα πηγαδάκια ξεπλένονται µε ρυθµιστικό διάλυµα 

ώστε να εξασφαλιστεί η οµοιογενής ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων. 

� Τα δείγµατα φορτώνονται στα πηγαδάκια του πηκτώµατος, µαζί µε µάρτυρα 

στην άκρη  

� Τέλος, πραγµατοποιείται ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών στα 200V και στα 120 

mA για 40 λεπτά. 

3. Ανοσοαποτύπωση  

� Προετοιµασία 

� Ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς transfer buffer : 50ml Transfer buffer +850ml 

µεθανόλη + 1ml αντιοξειδωτικό διάλυµα 

� Το φύλλο της µεµβράνης αρχικά επωάζεται σε µεθανόλη για 30 δευτερόλεπτα 

και στη συνέχεια σε ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς 
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� 6 σφουγγαράκια εµβαπτίζονται σε ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς 

� 2 κοµµάτια χαρτί Whatman κοµµένα στις διαστάσεις της µεµβράνης και της 

πηκτής, εµβαπτίζονται σε ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς 

� Η πηκτή επίσης εµβαπτίζεται σε ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς  

� Τοποθετούνται στη σειρά 3 σφουγγαράκια, 1 Whatman, η πηκτή, η µεµβράνη, 2 

χαρτιά Whatman και 3 σφουγγαράκια, προσέχοντας να µη µείνουν καθόλου 

φυσαλίδες.  

� Με αυτή τη σειρά, τοποθετούνται στο κουτί Xcell Blot Module και στη συσκευή 

µε ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς στη µέση και νερό στη µπροστινή και την 

πίσω θέση. 

� Η µεταφορά πραγµατοποιείται για 90 λεπτά στα 30 V και 220 mA. 

� Μετά το τέλος της µεταφοράς, η µεµβράνη βάφεται µε διάλυµα Ponseau για να 

διαπιστωθεί ότι η µεταφορά έχει πραγµατοποιηθεί σωστά και οµοιόµορφα. Το 

διάλυµα Ponseau βάφει όλες τις πρωτεΐνες, που σε αυτό το στάδιο 

απεικονίζονται µε τη µορφή παράλληλων ζωνών. 

� Η µεµβράνη ξεπλένεται µε PBST (PBS + 500µl Tween 10%) για 15 λεπτά και 

µετά 3 φορές για 5 λεπτά µε ανάδευση. 

� Στη συνέχεια η µεµβράνη τοποθετείται σε διάλυµα δέσµευσης των πρωτεϊνών 

5% (2,5gr blocker σε 5ml PBST) για 1 ½ µε 2 ώρες. 

� Η µεµβράνη ξεπλένεται µε PBST (PBS + 500µl Tween 10%) για 15 λεπτά και 

µετά 3 φορές για 5 λεπτά µε ανάδευση. 

� Στη συνέχεια, η µεµβράνη επωάζεται µε το κατάλληλο αντίσωµα, στη 

συγκέντρωση που προτείνεται από τον κατασκευαστή του αντισώµατος (1:250-

1:1000) για 16 ώρες στους 4°C. 

� Μετά την επώαση, το αντίσωµα αποµακρύνεται και η µεµβράνη ξεπλένεται µε 

PBST (PBS + 500µl Tween 10%) για 15 λεπτά και µετά 3 φορές για 5 λεπτά µε 

ανάδευση. 

� Η µεµβράνη επωάζεται για 1 µε 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου µε το 

κατάλληλο δευτερεύον αντίσωµα σε κατάλληλη αράιωση (1:2000-1:10000). Το 

δευτερεύον αντίσωµα είναι σηµασµένο µε GAx-HRP. 

� Η µεµβράνη ξεπλένεται µε PBST (PBS + 500µl Tween 10%) για 15 λεπτά και 

µετά 3 φορές για 5 λεπτά µε ανάδευση. 

4. Ανίχνευση 

Για την ανίχνευση των πρωτεϊνών χρησιµοποιηθήκε το kit opti-4CN Goat-anti-

Rabbit (BioRad), το οποίο περιέχει: 

� Opti-4CN υπόστρωµα (substrate) 

� Opti-4CN διαλυµένο συµπύκνωµα (diluent concentrate) 
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Αναλυτικά: 

� Αναµιγνύεται ένα µέρος διαλυµένου opti-4CN µε 9 µέρη ddH2O. Σε κάθε cm2 της 

µεµβράνης αναλογεί 0,25 ml διαλύµατος. 

� Προστίθεται 0,2ml opti-4CN ανά 10ml του διαλύµατος (π.χ. ανάµιξη 1ml opti-

4CN διαλυµένο µε 9 ml ddH2O και 0,2ml opti-4CN υπόστρωµα). Αναδεύεται 

καλά και προστίθεται στη µεµβράνη. 

�  Η µεµβράνη επωάζεται στο υπόστρωµα µε ταυτόχρονη ήπια ανάδευση για 

30min ή όσο χρειάζεται ανάλογα µε το επιθυµητό επίπεδο ευαισθησίας. 

� Η µεµβράνη ξεπλένεται µε ddH2O για 15min. 

� Στη µεµβράνη έχουν σχηµατιστεί ζώνες που αντιστοιχούν στις πρωτεΐνες 

ενδιαφέροντος. 

 

2.1.12 Γενετική αλληλούχιση του mRNA του p53 

 

1. PCR της αλληλουχίας του cDNA του γονιδίου του p53. 

Η αλληλουχία του γονιδίου p53 των δειγµάτων των ασθενών της µελέτης διευκρινίστηκε 

µετά από αλληλούχιση του cDNA της κάθε ασθενούς. Για το λόγο αυτό, χρησιµοποιήθηκαν 

τέσσερα ζεύγη εκκινητών ώστε να καλυφθεί ολόκληρη η κωδικοποιούσα περιοχή του cDNA 

του p53.  

Τµήµα 1:  

Εκκινητής forward: 5'-GAC ACG CTT CCC TGG ATT GGC-3' και  

Εκκινητής reverse: 5'-GCA AAA CAT CTT GTT GAG GGC A-3' (καλύπτει ολόκληρη την 

αλληλουχία των εξονίων 2, 3, και 4 και τµήµατα των εξονίων 1 και 5).  

Τµήµα 2:  

Εκκινητής forward: 5'-GTT TCC GTC TGG GCT TCT TGC A-3' και 

Εκκινητής reverse: 5'-GGT ACA GTC AGA GCC AAC CTC-3' (καλύπτει ολόκληρη την 

αλληλουχία των εξονίων 5 και 6 και τµήµατα των εξονίων 4 και 7).  

Τµήµα 3:  

Εκκινητής forward: 5'-TGG CCC CTC CTC AGC ATC TTA-3' και  

Εκκινητής reverse: 5'-CAA GGC CTC ATT CAG CTC TC-3' (καλύπτει ολόκληρη την 

αλληλουχία των εξονίων 6. 7, 8, και 9 και τµήµατα των εξονίων 5 και 10).  

Τµήµα 4:  

Εκκινητής forward: 5'-CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT C-3' και 

Εκκινητής reverse: 5'-CGC ACA CCT ATT GCA AGC AAG GG-3' (καλύπτει ολόκληρη την 

αλληλουχία των εξονίων 9, 10, και 11 και τµήµα του εξονίου 8).  

� Οι συνθήκες PCR που εφαρµόστηκαν ήταν οι εξής:  

� αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 10 λεπτά 
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� 40 κύκλοι στους οποίους πραγµατοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 1 λεπτό 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 57oC για 1  λεπτό  

-επιµήκυνση στους 72oC για 1  λεπτό 

� τελική επιµήκυνση στους 72oC για 10  λεπτά 

 

2. Καθαρισµός των προϊόντων PCR 

Τα προϊόντα PCR καθαρίστηκαν χρησιµοποιώντας το κιτ καθαρισµού QIAquick PCR 

purification (Qiagen, Inc., Valencia, Calif) µε την ακόλουθη διαδικασία:  

� Προστίθενται 5 όγκοι από το ρυθµιστικό διάλυµα PB που παρέχεται µε το kit σε 1 

όγκο του δείγµατος της PCR και επακολουθεί καλή ανάδευση.  

� Εφόσον το χρώµα του µείγµατος είναι κίτρινο, η διαδικασία µπορεί να συνεχιστεί 

στο επόµενο βήµα. Σε περίπτωση που το µείγµα έχει πορτοκαλί ή µωβ χρώµα, 

τότε προστίθενται 10 µl διαλύµατος Οξικού Νατρίου συγκέντρωσης 3M και pH 5.0 

και ακολουθεί καλή ανάδευση.  

� Σε σωληνάριο των 2 ml, τοποθετείται στήλη QIAquick spin. 

� Για την πρόσδεση του DNA, το δείγµα τοποθετείται στη στήλη και φυγοκεντρείται 

στις 13000 στροφές για 30–60 δευτερόλεπτα. 

� Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και η στήλη επανατοποθετείται στο ίδιο 

σωληνάριο.  

� Προστίθενται 0.75 ml από το ρυθµιστικό διάλυµα PE στη στήλη και επακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για 30–60 δευτερόλεπτα. 

� Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και η στήλη επανατοποθετείται στο ίδιο 

σωληνάριο. 

� Επακολουθεί φυγοκέντρηση για άλλο 1 λεπτό. 

� Η στήλη τοποθετείται σε καινούριο σωληνάριο του 1.5 ml. 

� Προστίθενται 50 µl από το ρυθµιστικό διάλυµα EB (10 mM Tris·Cl, pH 8.5) ή νερό 

(pH 7.0–8.5) στο µέσον της µεµβράνης της στήλης και επακολουθεί 

φυγοκέντρηση της στήλης για 1 λεπτό στις 13000 στροφές. Εναλλακτικά, 

� Για µεγαλύτερη συγκέντρωση του DNA, προστίθενται 30 µl διαλύµατος ΕΒ στο 

µέσον της µεµβράνης της στήλης, η στήλη παραµένει σε θερµοκρασία δωµατίου 

για 1 λεπτό και επακολουθεί φυγοκέντρηση  

 

3. Αντίδραση αλληλούχισης 

Όλες οι αντιδράσεις αλληλούχισης του DNA πραγµατοποιήθηκαν µε τη βοήθεια του 

kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA)  
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� ∆ιενέργεια PCR.  

 Το µείγµα PCR περιείχε τα εξής: 

- Προϊόν PCR :  5 µl 

- Big Dye v3.1 :  2 µl 

- Buffer 5x :  3 µl 

- Primer F :  1 µl 

- ddH2O :  9 µl 

- Τελικός όγκος : 20 µl 

 

Οι συνθήκες PCR που εφαρµόστηκαν ήταν οι εξής.  

� αρχική αποδιάταξη στους 96oC για 1 λεπτό 

� αποδιάταξη στους 96oC για 10 δευτερόλεπτα 

� υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 50oC για 5 δευτερόλεπτα 

� επιµήκυνση στους 60oC για 4 λεπτά 

� Aκολουθεί ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης και από την ένταση του 

σήµατος εξαρτάται η ποσότητα του προϊόντος PCR που θα χρησιµοποιηθεί για 

την αλληλούχιση. 

� Ακολουθεί καθαρισµός των προϊόντων PCR µε τη βοήθεια του kit BigDye 

XTerminator Purification (Applied Biosystems, Foster City, CA).  

� Σε κάθε δείγµα προστίθενται 20 µl BigDye Xterminator solution και 95 µl SAM 

solution. 

� Καλή ανάδευση για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, µακριά από το φως. 

� Φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 1000 στροφές σε θερµοκρασία δωµατίου 

� 10 µl από το υπερκείµενο φορτώνονται στην πλάκα και ρυθµίζεται το µηχάνηµα 

για την αλληλούχιση. 

 

2.1.13 Ανοσοκατακρήµνιση της χρωµατίνης 

 

Ο προσδιορισµός των µεταγραφικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε τον υποκινητή του 

γονιδίου της hTERT καθώς και ο έλεγχος της παρουσίας ακετυλιωµένης ή µη ακετυλιωµένης 

ιστόνης H3 στον ανωτέρω υποκινητή, πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του kit 

ανοσοκατακρήµνισης της χρωµατίνης (Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay kit) 

(Upstate USA, Inc., Charlottesville, VA, USA).  

Με τη συγκεκριµένη δοκιµασία, τα κύτταρα µονιµοποιούνται έτσι ώστε οι µεταγραφικοί 

παράγοντες να παραµείνουν προσκολληµένοι στον υποκινητή. Τα κύτταρα υφίστανται λύση, 

το DNA τους κόβεται σε τµήµατα των 200-1000 βάσεων, στη συνέχεια πραγµατοποιείται 

κατακρήµνιση των µεταγραφικών παραγόντων µε τα αντίστοιχα αντισώµατα, αποµόνωση 

25 κύκλοι {
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DNA στα δείγµατα και έλεγχος της παρουσίας ή µη του τµήµατος του υποκινητή µε τη 

βοήθεια της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης και τη χρήση κατάλληλων 

υποκινητών. 

Πιο αναλυτικά, η διαδικασία είναι η εξής: 

1. Τα κύτταρα (περίπου 106) αποκολλώνται από τη φλάσκα µε τη βοήθεια θρυψίνης. 

Όπως περιγράφηκε πιο πάνω, η δράση της θρυψίνης σταµατά µε την προσθήκη 

δεκαπλάσιας ποσότητας πλήρους θρεπτικού υλικού. Τα κύτταρα µεταφέρονται σε 

σωληνάριο των 15 ml και φυγοκεντρούνται στις 800 στροφές για 5 λεπτά. 

2. Μετά τη φυγοκέντρηση, το υπερκείµενο αποµακρύνεται και τα κύτταρα 

επαναδιαλύονται σε 10 ml προθερµασµένου στους 37°C πλήρους θρεπτικού υλικού, 

στο οποίο προστίθενται 270µl φορµαλδεϋδης 37%. Τα σωληνάρια τοποθετούνται 

στους 37°C για 10 λεπτά. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η µονιµοποίηση των 

κυττάρων και η µονιµοποίηση των ιστονών και των υπόλοιπων µεταγραφικών 

παραγόντων στο DNA. 

3. Τα σωληνάρια φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις 800 στροφές. 

4. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και τα κύτταρα ξεπλένονται 2 φορές µε παγωµένο 

PBS που περιέχει αναστολείς πρωτεασών. Οι αναστολείς των πρωτεασών 

προστίθενται στο PBS λίγο πριν από τη χρησιµοποίηση του διαλύµατος για το 

ξέπλυµα των κυττάρων, καθώς η διάρκεια ηµίσειας ζωής τους είναι περίπου 30 λεπτά 

µέσα σε υδατικά διαλύµατα. Ως αναστολείς πρωτεασών χρησιµοποιούνται οι : PMSF 

(Phenylmethylsulfonyl fluoride) σε συγκέντρωση 1mM, aprotinin σε συγκέντρωση 

1µg/ml και pepstatin A σε συγκέντρωση 1µg/ml. Τα πλυσίµατα των κυττάρων 

συνοδεύονται από φυγοκεντρήσεις των 800 στροφών για 5 λεπτά. 

5. Μετά από την τελευταία φυγοκέντρηση, τα κύτταρα διαλύονται σε 200µl ζεστού 

διαλύµατος λύσης των κυττάρων που περιέχει SDS και το οποίο εµπεριέχεται στο kit. 

6. Ακολουθεί επώαση στον πάγο για 10 λεπτά. Μετά από το στάδιο αυτό, τα δείγµατα 

µπορούν να τοποθετηθούν στους -80°C και να αποθηκευτούν εκεί για µεγάλο χρονικό 

διάστηµα. 

7. Ακολουθεί κατάτµηση του DNA µε τη χρήση υπερήχων. Χρησιµοποιείται για το λόγο 

αυτό συσκευή παραγωγής υπερήχων (UP50H, Hielscher Ultrasonics GmbH, 

Germany). Ανάλογα µε τις δυνατότητες της συσκευής, διαφέρει ο αριθµός των 

επαναλήψεων καθώς και η ένταση των υπερήχων και η διάρκεια της επίδρασης. Αυτό 

το στάδιο χρήζει ιδιαίτερης προσοχής και πρέπει να επαναπροσδιορίζεται για τον 

κάθε τύπο κυττάρων. Για το λόγο αυτό, για την κάθε κυτταρική σειρά ή δείγµα, 

χρειάστηκε να γίνει έλεγχος της αποτελεσµατικότητας και επαναληψιµότητας της 

µεθόδου κατάτµησης του DNA µε την εφαρµογή υπερήχων, ώστε µετά από 

αποµόνωση του DNA µε τη µέθοδο φαινόλης/χλωροφορµίου (η οποία περιγράφεται 
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πιο κάτω) και µετά από ηλεκτροφόρηση του DNA σε πηκτή αγαρόζης 1%, το DNA 

έχει κοπεί σε τµήµατα των 200-1000 βάσεων. Η εφαρµογή των υπερήχων στα 

δείγµατα, προκαλεί θέρµανση αυτών, για το λόγο αυτό, είναι απαραίτητη η διατήρηση 

των δειγµάτων στον πάγο καθόλη τη διάρκεια της επίδρασης των υπερήχων. Για τα 

κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν στη συγκεκριµένη µελέτη, ένα σύνηθες πρωτόκολλο 

υπερήχων που εφαρµόστηκε ήταν 15 επαναλήψεις διάρκειας 15 δευτερολέπτων. 

8. Μετά από την εφαρµογή των υπερήχων και την κατάτµηση του DNA, τα δείγµατα 

φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά, στις 13000 στροφές σε θερµοκρασία 4 °C. 

9. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο σωληνάριο 

των 2 ml. 

10. Για τη µείωση της µη ειδικής πρόσδεσης των αντισωµάτων που θα χρησιµοποιηθούν 

στη συνέχεια, στο υπερκείµενο προστίθενται 75 µl Protein A Agarose/ DNA 

σπέρµατος σολωµού (50% Slurry) το οποίο συµπεριλαµβάνεται στο kit, και τα 

φιαλίδια τοποθετούνται στους 4 °C, µε ήπια ανάδευση για 30 λεπτά. 

11. Τα φιαλίδια φυγοκεντρούνται στις 1000 στροφές για 1 λεπτό και το υπερκείµενο 

µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο 

12. Στο κάθε φιαλίδιο προστίθεται το αντίσωµα που χρησιµοποιείται για την 

ανοσοκατακρήµνιση. Τα αντισώµατα, καθώς και οι ποσότητες που χρησιµοποιήθηκαν 

από το καθένα ήταν τα εξής : 

� Anti-c-myc (N-262X, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA): 2 µl 

� Anti-mad1 (C-19X, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA): 2 µl 

� Anti-max (C-17X, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA): 2 µl 

� Anti-p53 (C-11X, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA):2 µl 

� Anti-acetylated Histone 3 (06–599) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY): 4 µl 

� Anti-β-galactosidase (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA): 2 µl 

13. Τα φιαλίδια επωάζονται ολονύκτια στους 4°C µε ήπια ανάδευση. Προκειµένου να 

υπάρχει αρνητικό δείγµα ελέγχου, σε ένα από τα δείγµατα πραγµατοποιείται 

κατακρήµνιση χωρίς προσθήκη αντισώµατος. Το υπερκείµενο αυτού του δείγµατος 

επωάζεται µόνο µε 60 µl Protein A Agarose/ DNA σπέρµατος σολωµού (50% Slurry), 

για µία ώρα στους 4 °C µε ήπια ανάδευση και η διαδικασία για το δείγµα αυτό 

συνεχίζεται στο σηµείο 15. 

14. Μετά το πέρας της επώασης, στα δείγµατα προστίθενται 60 µl Protein A Agarose/ 

DNA σπέρµατος σολωµού (50% Slurry), και επακολουθεί επώαση για µία ώρα στους 

4 °C µε ήπια ανάδευση ώστε να δηµιουργηθούν σύµπλοκα αντισωµάτων και 

πρωτεϊνών. 

15. Η αγαρόζη κατακρηµνίζεται τόσο για τα δείγµατα που επωάζονται µε αντίσωµα όσο 

και για το αρνητικό δείγµα ελέγχου, µε φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές για 1 λεπτό. 
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Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείµενο, το οποίο περιέχει µη 

συνδεδεµένο, µη ειδικό DNA, αποµακρύνεται προσεκτικά. Το σύµπλοκο πρωτεΐνης Α 

αγαρόζης/αντισώµατος/µεταγραφικού παράγοντα ξεπλένεται για 3 λεπτά µε ήπια 

ανάδευση µε 1 ml από τα ακόλουθα διαλύµατα τα οποία συµπεριλαµβάνονται στο kit: 

� ∆ιάλυµα έκπλυσης του συµπλόκου του αντισώµατος χαµηλής περιεκτικότητας 

σε άλατα 

� ∆ιάλυµα έκπλυσης του συµπλόκου του αντισώµατος υψηλής περιεκτικότητας 

σε άλατα 

� ∆ιάλυµα έκπλυσης του συµπλόκου του αντισώµατος LiCl 

� Ρυθµιστικό διάλυµα ΤΕ, 2 πλυσίµατα  

Μετά από αυτό το στάδιο, τα δείγµατα βρίσκονται στη µορφή πρωτεΐνης 

Α/αντισώµατος/µεταγραφικού παράγοντα ή ιστόνης/DNA. 

16. Προετοιµάζεται το διάλυµα αποδέσµευσης (1% SDS, 0.1M NaHCO3). 

17. Τα φιαλίδια φυγοκεντρούνται στις 1000 στροφές για ένα λεπτό, το ρυθµιστικό διάλυµα 

ΤΕ αποµακρύνεται προσεκτικά και στα φιαλίδια προστίθενται 250 µl από το διάλυµα 

αποδέσµευσης. Τα φιαλίδια αναδεύονται για µερικά δευτερόλεπτα σε vortex και 

επωάζονται για 15 λεπτά µε κυκλική ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. 

18. Επακολουθεί κατακρήµνιση της αγαρόζης µε φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 1000 

στροφές  και το υπερκείµενο του κάθε φιαλιδίου µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο. Η 

διαδικασία της αποδέσµευσης επαναλαµβάνεται και τα υπερκείµενα ενώνονται σε 

κοινό φιαλίδιο σε τελικό όγκο 500 µl. 

19. Στο κάθε φιαλίδιο προστίθενται 20 µl 5M NaCl και τα φιαλίδια επωάζονται στους 65°C 

για 4 ώρες µε στόχο την αποδέσµευση του DNA από τις ιστόνες ή τους 

µεταγραφικούς παράγοντες. Σε αυτό το στάδιο, µετά την επώαση, τα δείγµατα 

µπορούν να αποθηκευτούν στους -20°C. 

20. Στο κάθε δείγµα προστίθενται 10 µl 0.5M EDTA, 20µl 1M Tris-HCl και 2µl 

πρωτεΐνάσης Κ µε συγκέντρωση 10 mg/ml, τα οποία συµπεριλαµβάνονται στο Kit, και 

επακολουθεί επώαση για µία ώρα στους 45°C. 

21. Επακολουθεί αποµόνωση του κατακρηµνισµένου DNA µε τη µέθοδο φαινόλης 

χλωροφορµίου, η οποία περιγράφεται στη συνέχεια : 

� Στο κάθε φιαλίδιο προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης, ενώ ακολουθεί πολύ καλή 

ανάδευση σε vortex. 

� Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε θερµοκρασία 

4°C. 

� Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο. 

� Προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης-χλωροφορµίου και ακολουθεί καλή ανάδευση 

σε vortex. 
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� Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε θερµοκρασία 

4°C. 

� Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο. 

� Προστίθεται ίσος όγκος χλωροφορµίου και ακολουθεί καλή ανάδευση σε vortex. 

� Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε θερµοκρασία 

4°C. 

� Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο. 

� Στο κάθε φιαλίδιο προστίθεται διπλάσιος όγκος παγωµένης αιθανόλης 100% και 

1/10 του όγκου CH3COONa. 

� Τα δείγµατα τοποθετούνται στους -20°C για τουλάχιστον 24 ώρες. 

� Την επόµενη ηµέρα, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 

στροφές σε θερµοκρασία 4°C. 

� Αµέσως µετά τη φυγοκέντρηση, το υπερκείµενο των φιαλιδίων αποµακρύνεται και 

στα φιαλίδια αποµένει µικρό λευκό ίζηµα. 

� Στα φιαλίδια προστίθεται 1 ml αιθανόλης 70%, για ξέπλυµα του DNA και τα 

φιαλίδια φυγοκεντρούνται για 30 λεπτά στις 12000 στροφές, σε θερµοκρασία 4°C. 

� Το υπερκείµενο αφαιρείται προσεκτικά, τα φιαλίδια καλύπτονται µε τρυπηµένο 

parafilm και τοποθετούνται στους 4°C, µέχρι να εξατµιστεί εντελώς η 

εναποµείνουσα αιθανόλη. 

� Στα δείγµατα προστίθεται ddH2O για τη διαλυτοποίηση του DNA, σε ποσότητα 

ανάλογη µε την ποσότητα του ιζήµατος. 

� Για να ελεγχθεί η ποσότητα του DNA πραγµατοποιείται φωτοµέτρηση σε κάθε 

δείγµα. Αραιώσεις κάθε δείγµατος (1:100) φωτοµετρούνται στα 260 και 280 nm. 

Υπολογίζεται ο λόγος 260/280 καθώς και η συγκέντρωση του DNA ως εξής: 

� συγκέντρωση RNA = αραίωση x OD260 x 50 (mgr/ml) 

� Για να ελεγχθεί η ποιότητα του DNA πραγµατοποιείται σε κάθε δείγµα 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. 

22. Στα δείγµατα επακολουθεί αντίδραση PCR για τον υποκινητή του γονιδίου της 

hTERT. Οι εκκινητές που χρησιµοποιούνται για την αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης επιλέχθηκαν έτσι ώστε να περικλείουν τις περιοχές πρόσδεσης των 

µεταγραφικών παραγόντων που µελετήθηκαν. 

 

Για τον υποκινητή του γονιδίου της hTERT, η αλληλουχία είναι αυτή που απεικονίζεται στη 

συνέχεια. Στην αλληλουχία αυτή, οι περιοχές πρόσδεσης των µεταγραφικών παραγόντων c-

myc, mad1, max, τα λεγόµενα E-boxes (CACGTG), βρίσκονται στις περιοχές -29 και -238 

του υποκινητή. 
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ggagcagctg cgctgtcggg gctaggccgg gctcccagtg gattcgcggg cacagacgcc caggaccgcg ctccccacgt 

ggcggaggga ctggggaccc gggcacccgt cctgcccctt caccttccag ctccgcctcc tccgcgcgga ccccgccccg 

tcccgacccc tcccgggtcc ccggcccagc cccctccggg ccctcccagc ccctcccctt cctttccgcg gccccgccct 

ctcctcgcgg cgcgagtttc aggcagcgct gcgtcctgct gcgcacgtgg gaagccctgg ccccggccac ccccgcgatg 

E box 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για το κάθε E-box του υποκινητή ήταν 

οι εξής : 

F1: TGTCGGGGCTAGGCCGGGCTC 

R1: AACTCGCGCCGCGAGGAGA 

∆ίνουν προϊόν µεγέθους 250 βάσεων 

F2: TGCCCCTTCACCTTCCAGCTC 

R2: GTGGCCGGGGCCAGGGCTT 

∆ίνουν προϊόν µεγέθους 208 βάσεων 

 

Για την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης, χρησιµοποιήθηκε το kit Hotstar Taq της 

εταιρείας Qiagen. Συγκεκριµένα για το κάθε δείγµα χρησιµοποιήθηκαν : 

- 12,5 µl Hotstar Taq Master Mix 

- 7,5 µl δις απεσταγµένο νερό 

- 1 µl Forward primer 

- 1 µl Reverse primer 

- 3 µl από το DNA 

� Οι συνθήκες PCR που εφαρµόστηκαν ήταν οι εξής:  

� Για το ζευγάρι εκκινητών 1 : 

� Αρχική αποδιάταξη 95oC για 5 λεπτά 

� 40 κύκλοι στους οποίους πραγµατοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 65oC για 30 δευτερόλεπτα 

-επιµήκυνση στους 72oC για 30 δευτερόλεπτα. 

� Για το ζευγάρι εκκινητών 2 : 

� Αρχική αποδιάταξη 95oC για 5 λεπτά 

� 40 κύκλοι στους οποίους πραγµατοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

σε τρία στάδια: 

-αποδιάταξη στους 95oC για 30 δευτερόλεπτα 

-υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 62oC για 30 δευτερόλεπτα 

-επιµήκυνση στους 72oC για 30 δευτερόλεπτα. 
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2.1.14 Αποσιώπηση των mRNA των γονιδίων hTERT και HER2/neu 

 

Η εξειδικευµένη καταστολή της έκφρασης ενός γονιδίου αποτελεί ένα σηµαντικό 

εργαλείο για τη σύγχρονη έρευνα. Πρόσφατα, αναπτύχθηκαν πειραµατικές µεθοδολογίες που 

στηρίζονται σε βιολογικές διαδικασίες, όπως η µετα-µεταγραφική γονιδιακή αποσιώπηση 

(posttranscriptional gene silencing), καθώς και η τεχνολογία παρεµβατικών µορίων RNA 

(RNA interference), οι οποίες επιτρέπουν την εξειδικευµένη παρεµπόδιση της γονιδιακής 

έκφρασης. Αν και η φυσιολογική λειτουργία των µηχανισµών αυτών δεν έχει πλήρως 

αποσαφηνιστεί, ιδιαίτερα η RNAi χρησιµοποιείται πρόσφατα ευρέως για τη µελέτη της 

γονιδιακής λειτουργίας167-171. Ο µηχανισµός της RNAi είναι συντηρηµένος µεταξύ των ειδών 

(φυτά, µύκητες, ζώα) και πιθανολογείται ότι λειτουργεί ως το “ανοσοποιητικό σύστηµα” του 

γονιδιώµατος ενάντια στην εισβολή εξωγενούς γενετικού υλικού, εφόσον παρουσιάζει δύο 

βασικά χαρακτηριστικά του ανοσοποιητικού, δηλαδή την ικανότητα να διακρίνει το δικό του 

από το ξένο και την υψηλότατη εξειδίκευση172. 

Η διαδικασία της RNAi ενέχει την παρουσία δίκλωνου RNA (dsRNA) το οποίο 

τεµαχίζεται ενζυµικά σε µικρότερα κοµµάτια µεγέθους 20-25 νουκλεοτιδίων, τα πρωτογενή 

siRNAs (short interfering RNAs), τα οποία µεσολαβούν στην εξειδικευµένη αναγνώριση του 

µονόκλωνου RNA στόχου (mRNA). Το ένζυµο που είναι υπεύθυνο για τον τεµαχισµό του 

αρχικού dsRNA ονοµάζεται Dicer και πρόκειται για µια εξειδικευµένη RNAάση ΙΙΙ. Τα siRNAs 

είναι ιδιαίτερα σταθερά µόρια που µπορούν να χρησιµοποιηθούν πολλές φορές, ενώ στο 3΄ 

άκρο τους έχουν προεξέχουσες, µονόκλωνες αλληλουχίες (2-3 ουρακίλες). Στη συνέχεια ο µη 

πληροφοριακός κλώνος των siRNAs συνεργαζόµενος µε κυτταρικές πρωτεϊνες σχηµατίζει το 

ενεργό siRNA σύµπλεγµα το οποίο αναγνωρίζει το mRNA στόχο. Με τη βοήθεια του ενεργού 

συµπλέγµατος και µε µόριο-εκκινητή το siRNA συντίθεται ο συµπληρωµατικός κλώνος (για 

µερικές εκατοντάδες bp) από µια RNA εξαρτώµενη RNA πολυµεράση (RNA dependent RNA 

polymerase). Στο δίκλωνο αυτό κοµµάτι RNA επιδρά και πάλι η Dicer και το τεµαχίζει στα 

δευτερογενή siRNAs (transitive RNA interference). Εκτός όµως από αυτή τη διαδικασία, η 

σύνδεση του ενεργού συµπλέγµατος στο mRNA στόχο µπορεί να προκαλέσει και τη σύνδεση 

στην περιοχή του υβριδισµού ενός συµπλέγµατος RISC (dsRNA induced silencing complex) 

το οποίο επάγει την κατάτµηση του mRNA από κάποια ενδονουκλεάση και την περαιτέρω 

αποικοδόµησή του από εξωνουκλεάσες. Οι παραπάνω διαδικασίες µπορούν να 

επαναληφθούν για πολλούς συνεχόµενους κύκλους (ξεκινώντας ακόµα και από πολύ µικρή 

ποσότητα dsRNA) µε µεγάλη σταθερότητα και γι’αυτό η RNAi χαρακτηρίστηκε και ως 

“αποικοδοµητικό PCR”167,168,170,173. Στην εικόνα 12 παρουσιάζεται το µοντέλο που συνοψίζει 

τα µοριακά βήµατα στο µηχανισµό της RNAi.  

Ο µηχανισµός που περιγράφηκε έχει παρατηρηθεί σ’ένα ευρύ φάσµα ειδών, η 

απόδειξη όµως µιας τέτοιου είδους απόκρισης στα κύτταρα των θηλαστικών παρεµποδίζεται 
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από την ύπαρξη επαγόµενων από δίκλωνα RNA µονοπατιών, τα οποία επιδρούν στη 

γονιδιακή έκφραση µε µη ειδικό τρόπο. Τα πιο καλά καθορισµένα µονοπάτια που 

ενεργοποιούνται από dsRNA στα θηλαστικά είναι: i) η dsRNA εξαρτώµενη κινάση PKR και το 

µονοπάτι της ιντερφερόνης το οποίο οδηγεί σε γενικευµένη καταστολή της 

πρωτεϊνοσύνθεσης και απόπτωση174, ii) η dsRNA επαγόµενη σύνθεση 2΄-5΄πολυαδενυλικού 

οξέος το οποίο οδηγεί σε ενεργοποίηση της µη εξειδικευµένης RNAάσης L167,174. 

 

 

Εικόνα 12. Μοντέλο µοριακών βηµάτων της RNA interference172. 

 

Ωστόσο, τα δύο προηγούµενα µονοπάτια δεν ενεργοποιούνται από dsRNA 

µικρότερο από 30 νουκλεοτίδια και έτσι µε βάση αυτό το δεδοµένο οι τελευταίες έρευνες 

στρέφονται στη χρήση µικρών συνθετικών µονόκλωνων ή  δίκλωνων RNA (που είναι πιο 

αποτελεσµατικά και σταθερά), είτε ακόµα στη χρήση πλασµιδίων που εκφράζουν µικρά 

dsRNA ή shRNA (short hairpin RNA), ώστε να αποφέυγονται τα µη ειδικά µονοπάτια175-179. 

 

Η διαδικασία διαµόλυνσης των κυττάρων µε si RNAs για τα γονίδια των hTERT και 

HER2/neu έγινε µε τη βοήθεια του αντιδραστηρίου Λιποφεκταµίνη (Invitrogen). Η 

λιποφεκταµίνη είναι µία ουσία που χρησιµοποιείται για τη διαµόλυνση νουκλεϊκών οξέων 

(DNA ή RNA) σε ευκαρυωτικά κύτταρα και προσφέρει τα ακόλουθα πλεονεκτήµατα : 
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� Μεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα της διαµόλυνσης σε πολλούς κυτταρικούς τύπους 

και σε διαφορετικά είδη καλλιέργειας (φλάσκες, πλάκες µε ειδικές υποδοχές κ.ο.κ.) 

� Τα σύµπλοκα νουκλεϊκών οξέων και λιποφεκταµίνης µπορούν να χορηγηθούν 

απευθείας στο θρεπτικό υλικό στο οποίο καλλιεργούνται τα κύτταρα, παρουσία ή 

απουσία ορού. 

� ∆εν είναι απαραίτητο να αποµακρυνθούν τα σύµπλοκα ή να αλλαχθεί το θρεπτικό 

υλικό µετά από τη διαµόλυνση, ωστόσο τα σύµπλοκα µπορούν να αποµακρυνθούν 

µετά από 4-6 ώρες. 

 

Το πρώτο στάδιο στην εφαρµογή του πρωτοκόλλου διαµόλυνσης είναι ο 

προσδιορισµός της ιδανικής συγκέντρωσης του siRNA που πρέπει να χορηγηθεί στον κάθε 

τύπο κυττάρου, προκειµένου να επιτευχθεί ταυτόχρονα η µέγιστη δυνατή αποσιώπηση και η 

ελάχιστη δυνατή τοξικότητα για τα κύτταρα. Ο έλεγχος του ποσοστού αποσιώπησης των 

γονιδίων ενδιαφέροντος γίνεται αφενός µε ποσοτικοποίηση των RNA µεταγράφων του 

γονιδίου µετά από τη χορήγηση siRNA, σε σχέση µε κύτταρα στα οποία δεν έχει γίνει 

χορήγηση, καθώς και µε ανοσοαποτύπωση κατά Western της πρωτεΐνης που προκύπτει 

από το συγκεκριµένο µετάγραφο mRNA µετά από τη χορήγηση siRNA, σε σχέση µε κύτταρα 

στα οποία δεν έχει γίνει χορήγηση. Και στις δύο περιπτώσεις, η χορήγηση του siRNA πρέπει 

να συµπίπτει µε µείωση των µεταγράφων mRNA καθώς και της πρωτεΐνης. Σε περιπτώσεις 

όπου ο κύριος τρόπος ρύθµισης της ποσότητας µίας πρωτεΐνης στο κύτταρο είναι η µετα-

µεταγραφική ρύθµιση, τότε η διαµόλυνση των κυττάρων µε siRNA δεν καθιστά 

αποτελεσµατικό τρόπο αποσιώπησης και ενδείκνυται να χρησιµοποιηθεί η µετα-µεταγραφική 

γονιδιακή αποσιώπηση PTGS (posttranscriptional gene silencing). 

Στις περιπτώσεις των γονιδίων hTERT (HSS144247, Invitrogen) και HER2/neu 

(HSS103333, Invitrogen) που αποσιωπήθηκαν στη συγκεκριµένη µελέτη, ο προσδιορισµός 

της ιδανικής ποσότητας από το κάθε siRNA που θα έπρεπε να χρησιµοποιηθεί στα κύτταρα 

της µελέτης έγινε µετά από χορήγηση 3 διαφορετικών δόσεων από το κάθε siRNA σε 

κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε πλάκες µε 6 πηγαδάκια. Η επιλογή αυτών των πλακών έγινε 

µε στόχο να διαµολυνθούν αρκετά σε αριθµό κύτταρα, προκειµένου να µπορέσουν να 

εκχυλισθούν από αυτά αρκετές ποσότητες mRNA και πρωτεϊνών, προς επιβεβαίωση της 

επιτυχούς διαµόλυνσης. Σε αυτές τις πλάκες οι δόσεις που χορηγήθηκαν στα κύτταρα από το 

κάθε siRNA ήταν 100, 300 και 500 pmol µε συν-χορήγηση 5, 15 και 25 µl λιποφεκταµίνης 

αντίστοιχα. 

 

Αναλυτικά, η διαδικασία διαµόλυνσης των κυττάρων µε si RNA που πραγµατοποιήθηκε είναι 

η εξής: 
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1. Μία ηµέρα πριν από τη διαµόλυνση, τα κύτταρα εµβολιάζονται σε πλάκες ή φλάσκες, 

ανάλογα µε το πείραµα, σε πλήρες θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικά, έτσι ώστε η 

περιεκτικότητα των πηγαδιών της πλάκας ή των καλλιεργητικών φλασκών να 

κυµαίνεται µεταξύ 30 και 50% τη στιγµή της διαµόλυνσης. Η χαµηλή συγκέντρωση 

των κυττάρων κατά τη χρονική στιγµή της διαµόλυνσης επιτρέπει τη µεσολάβηση 

µεγαλύτερου χρονικού διαστήµατος µεταξύ διαµόλυνσης και συλλογής των κυττάρων. 

Επιπλέον περιορίζει τη µείωση της κυτταρικής βιωσιµότητας από υπεράυξηση των 

κυττάρων. 

2. Για το κάθε δείγµα, τα σύµπλοκα λιποφεκταµίνης-ολιγοµερούς προετοιµάζονται ως 

εξής: 

� Η ποσότητα από το siRNA που πρόκειται να χορηγηθεί στα κύτταρα διαλύεται σε 

θρεπτικό υλικό Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Invitrogen) χωρίς προσθήκη 

ορού εµβρύου βοός. Επακολουθεί ήπια ανάδευση. 

� Η λιποφεκταµίνη αναδεύεται καλά πριν από τη χρήση της και διαλύεται επίσης σε 

θρεπτικό υλικό Opti-MEM I Reduced Serum Medium. Επακολουθεί ήπια 

ανάδευση και επώαση για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  

� Τα δύο ανωτέρω διαλύµατα ενώνονται σε κοινό φιαλίδιο, αναδεύονται ήπια και 

επωάζονται για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου ώστε να σχηµατιστούν τα 

σύµπλοκα λιποφεκταµίνης-ολιγοµερούς. 

3. Τα σύµπλοκα προστίθενται στα κύτταρα και ακολουθεί καλή ανάδευση της πλάκας ή 

της φλάσκας ώστε να εξασφαλιστεί η οµοιογενής διασπορά τους. 

4. Τα κύτταρα επωάζονται σε κλίβανο στους 37°C. Το θρεπτικό τους αλλάζεται 6 ώρες 

µετά από τη διαµόλυνση, και αντικαθίσταται από πλήρες θρεπτικό υλικό, χωρίς 

αντιβιοτικά. 

 

Ως αρνητικά δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιούνται δείγµατα στα οποία χορηγούνται 

ακριβώς οι ίδιες ποσότητες από τα ίδια αντιδραστήρια και υπό τις ίδιες συνθήκες, µε µόνη 

εξαίρεση την αντικατάσταση του siRNA από Stealth RNAi Negative Control Duplex 

(Invitrogen). Το RNA αυτό είναι έτσι σχεδιασµένο ώστε να έχει παρόµοιο περιεχόµενο σε 

βάσεις GC µε το siRNA που χρησιµοποιούµε. Η οποιαδήποτε µείωση σε ποσοστά έκφρασης 

mRNA και πρωτεϊνών, καθώς και οι αλλαγές στη βιωσιµότητα των κυττάρων, στα δείγµατα 

στα οποία έχει χορηγηθεί siRNA, γίνονται σε σύγκριση µε το αρνητικό δείγµα ελέγχου, το 

οποίο µε τη σειρά του, δε θα πρέπει να έχει µεγάλες έως και καθόλου διαφορές στα επίπεδα 

έκφρασης και βιωσιµότητας σε σχέση µε κύτταρα στα οποία δεν έχει χορηγηθεί τίποτα. Υπό 

αυτές τις συνθήκες και εφόσον τα ποσοστά αποσιώπησης των γονιδίων ενδιαφέροντος είναι 

υψηλά µετά από τη χορήγηση συγκεκριµένης δόσης siRNA, η µέθοδος θεωρείται επιτυχής. 
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Οι ποσότητες siRNA, λιποφεκταµίνης και θρεπτικού υλικού που χορηγούνται στα 

κύτταρα, ανάλογα µε το µεγεθος των πηγαδιών της πλάκας ή της φλάσκας, ενδεικτικά για τη 

συγκέντρωση των 100 pmol (για τη διαµόλυνση 6-well plates) είναι οι εξής: 

 

 

Καλλιεργητικό 

µέσο 

Επιφάνεια 

καλλιεργητικού µέσου 

Όγκος 

θρεπτικού 

υλικού 

Όγκος θρεπτικού 

υλικού για διάλυση 

αντιδραστηρίων 

siRNA Λιποφεκταµίνη 

96-well 0,3 cm2 100 µl 2x25 µl 5 pmol 0,25 µl 

24-well 2 cm2 500 µl 2x50 µl 20 pmol 1,0 µl 

12-well 4 cm2 1 ml 2x100 µl 40 pmol 2,0 µl 

6-well 10 cm2 2 ml 2x250 µl 100 pmol 5 µl 

60-mm 20 cm2 5 ml 2x0,5 ml 200 pmol 10 µl 

10-cm 60 cm2 15 ml 2x1,5 ml 600 pmol 30 µl 

  

 

2.1.15 Στατιστική ανάλυση 

 

Η συσχέτιση µεταξύ της έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της 

τελοµεράσης των πενήντα δειγµάτων από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού, 

πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του µονοπαραµετρικού µοντέλου ANOVA, µε επίπεδο 

εµπιστοσύνης 95%. Για τη συσχέτιση της έκφρασης της hTERT µε την παρουσία ή απουσία 

των υποδοχέων ER, PR και HER2, χρησιµοποιήθηκε το πολυπαραγοντικό µοντέλο ANOVA 

µε εξαρτηµένη µεταβλητή την τελοµεράση και συνεξαρτώµενες µεταβλητές τα ER score, PR 

score, HER2/neu 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων της έκφρασης mRNA, πραγµατοποιήθηκε 

χρησιµοποιώντας το Student's t-test µε επίπεδο εµπιστοσύνης 95 % (P<0.05) σε πειράµατα 

που πραγµατοποιήθηκαν τρεις φορές. 

Η επίδραση της αποσιώπησης της γονιδιακής έκφρασης του υποδοχέα HER2 στην 

έκφραση mRNA του HER2 και της hTERT, καθώς και στη δραστικότητα της τελοµεράσης, και 

της αποσιώπησης της hTERT στην έκφραση mRNA της hTERT και στη δραστικότητα της 

τελοµεράσης µετρήθηκε χρησιµοποιώντας µονοπαραγοντική ανάλυση µεταβλητότητας 

(single factor analysis of variance). Το µέγεθος που χρησιµοποιήθηκε για να 

ποσοτικοποιηθούν οι διερευνούµενες επιδράσεις είναι το πηλίκο µεταβλητότητας (F-statistic), 

το οποίο περιγράφει την ποσότητα της συνολικής διακύµανσης που οφείλεται στη γονιδιακή 

αποσιώπηση. 
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Προκειµένου να εκτιµηθούν στατιστικά οι συνδυασµένες επιδράσεις της 

αποσιώπησης του HER2 ή της hTERT και της ακτινοβόλησης στην κυτταρική βιωσιµότητα, 

χρησιµοποιήθηκε η διπαραγοντική ανάλυση µεταβλητότητας (2-factor analysis of variance). 

Η µετρούµενη ποσότητα είναι η κυτταρική βιωσιµότητα και εκτιµήθηκε σε συνάρτηση µε το 

φαινόµενο της αποσιώπησης µε siRNA και της ακτινοβόλησης σε τρεις χρονικές στιγµές (24, 

48, 72 ώρες). Ο χρόνος µέτρησης εισήχθη στο µοντέλο ως πρόσθετη µεταβλητή 

προκειµένου να δικαιολογήσει την επιπρόσθετη συνιστώσα µεταβλητότητας. Επιπλέον έγινε 

εκτίµηση των διαστηµάτων εµπιστοσύνης για όλες τις οµάδες µετρήσεων, προκειµένου να 

οπτικοποιηθεί η πειραµατική διακύµανση, χρησιµοποιώντας τη στατιστική κατανοµή  

Student’s t, προκειµένου να αντισταθµιστεί ο περιορισµένος αριθµός δειγµάτων.  
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2.2 Αποτελέσµατα     

      

2.2.1 Ιστολογική ανάλυση των δειγµάτων καρκινικού ιστού από καρκίνο µαστού 

(βιοψίες) και ανάλυση της έκφρασης της καταλυτικής υποµονάδας της 

τελοµεράσης και της δραστικότητας της τελοµεράσης 

 

Η µελέτη συµπεριέλαβε πενήντα δείγµατα (n=50) από ασθενείς µε καρκίνο του 

µαστού, τα οποία αποµονώθηκαν κατά τη διάρκεια χειρουργικής αφαίρεσης στη Χειρουργική 

Κλινική του Περιφερειακού Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Λάρισας. Στον πίνακα 2 

αναγράφονται τα στοιχεία που αφορούν στην ηλικία και το δείκτη µάζας του σώµατος των 

ασθενών κατά τη διάγνωση του όγκου, την πιθανή κληρονοµικότητα, τη σταδιοποίηση και τα 

στοιχεία που αφορούν στην ιστοπαθολογική ανάλυση του όγκου (Εργαστήριο Παθολογικής-

Ανατοµικής, Περιφερειακό Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Λάρισας). Στον ίδιο πίνακα 

αναγράφονται και τα χαρακτηριστικά του κάθε όγκου σε ότι αφορά στους υποδοχείς των 

οιστρογόνων (ERα), της προγεστερόνης (PR) και του υποδοχέα HER2/neu. 

Τα πενήντα δείγµατα όγκου ελέγχθηκαν ως προς την έκφραση του mRNA της hTERT 

και ως προς τη δραστικότητα της τελοµεράσης. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην 

εικόνα 13 σε συνδυασµό µε τον φαινότυπο των δειγµάτων ως προς την παρουσία ή απουσία 

των υποδοχέων ERα, PR και HER2/neu. Από τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων, 

προέκυψε ότι υπάρχει εξάρτηση µεταξύ της έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της 

τελοµεράσης και επιπλέον ότι αυτή ακολουθεί µια γραµµική σχέση µεταξύ των 2 συνεχών 

αριθµητικών µεταβλητών (Εικόνα 14 πάνω). Αριθµητικά αυτό φαίνεται από τις παραµέτρους 

του µονοπαραµετρικού µοντέλου ANOVA, όπου τα ευρήµατα F>>1 και Sig.<0,05 δείχνουν 

ότι υπάρχει συσχέτιση µε επίπεδο εµπιστοσύνης 95% (Εικόνα 14 κάτω). 

Στη συνέχεια επακολούθησε πολυπαραγοντική ανάλυση ANOVA µε εξαρτηµένη 

µεταβλητή την τελοµεράση και συνεξαρτώµενες µεταβλητές την παρουσία ER, PR και 

HER2/neu από την οποία προέκυψε ότι µόνο η έκφραση του υποδοχέα HER2/neu 

παρουσιάζει στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µε την έκφραση τελοµεράσης (Εικόνα 15). 

 Από τα 50 δείγµατα, επιλέχθηκαν έξι προκειµένου να υποστούν ακτινοβόληση, µε 

την ίδια διαδικασία όπως και οι κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού, ώστε να 

πραγµατοποιηθεί παραλληλισµός αποτελεσµάτων µεταξύ δειγµάτων καρκινικού ιστού και 

καρκινικών κυτταρικών σειρών. Τα δείγµατα τα οποία επιλέχθηκαν για τη συνέχεια της 

µελέτης µας ήταν τα: BC32, BC34, BC35, BC36, BC43 και BC50. Η επιλογή τους έγινε λόγω 

του γεγονότος ότι διέφεραν ως προς τα βασικά χαρακτηριστικά τους και παρουσίαζαν και 

διαφορετικούς συνδυασµούς αυτών, όπως και οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν, 

ώστε τα αποτελέσµατα να είναι όσο το δυνατόν συγκρίσιµα. 
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∆είγµα Ηλικία ΒΜΙ Οικογενειακό ιστορικό Στάδιο ΙΣΤΟΠΑΘΟΛΟΓΙΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ ER 
score PR score HΕR2 

score 
BC1 82 33.28 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό συµπαγές θηλώδες 2 2 0 
BC2 76 36.73 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 7 7 3 
BC3 75 29.82 ΌΧΙ II Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 7 5 3 
BC4 56 32.05 ΌΧΙ II Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 8 8 2+ 
BC5 53 24.61 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 5 0 0 
BC6 45 27.68 µητέρα µε Ca µαστού ΙΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού  0 0 1+ 
BC7 52 34.37 µητέρα µε Ca µαστού ΙΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού  0 3 3+ 

BC8 55 24.72 
αδερφή µητέρας µε Ca 
µαστού 

ΙΙ διηθητικο πορογενές και λοβιακό 4 0 1+ 

BC9 45 27.51 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα 6 2 1+ 

BC10 76 26.56 
κόρη πέθανε νέα από 
λευχαιµία 

Ι Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 8 4 2+ 

BC11 60 36.33 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 8 8 1+ 
BC12 66 26.87 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 4 5 3+ 
BC13 79 31.25 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 7 8 1+ 

BC14 71 27.27 
αδερφή µητέρας µε Ca 
µαστού 

ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 4 5 0 

BC15 66 27.28 ΌΧΙ ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 2 0 3+ 
BC16 74 27.77 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 4 4 1+ 
BC17 72 41.66 ΌΧΙ ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 0 0 0 
BC18 73 33.33 2ος, αµφοτερόπλευρος Ca ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 0 0 0 
BC19 80 27.41 3 1ες ξαδέλφες µε Ca µαστού ΙΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα πορογενές 0 0 0 
BC20 73 29.38 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα πορογενές 2 3 3+ 

BC21 73 24.72 
αδερφή µητέρας µε Ca 
µαστού 

ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 4 4 1+ 

BC22 48 29.21 µητέρα µε Ca µαστού ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 0 0 0 
BC23 77 26.56 ΌΧΙ ΙΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού  6 6 3+ 
BC24 75 30.42 ΌΧΙ ΙΙ-III Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 2 2 1+ 

BC25 72 28.54 
αδερφή,1η 

ξαδέλφη, κόρη 
αδερφής µε Ca µαστού Ι ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού  6 2 1+ 

BC26 63 36.09 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 4 4 1+ 
BC27 70 40.38 ΌΧΙ Ι Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό βλεννώδες 4 4 0 
BC28 61 28.35 ΌΧΙ ΙΙ-ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 1 1 3+ 
BC29 64 29.14 1η ξαδέλφη µε Ca µαστού ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 3 3 1+ 
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∆είγµα Ηλικία ΒΜΙ Οικογενειακό ιστορικό Στάδιο ΙΣΤΟΠΑΘΟΛΟΓΙΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΗ ER 
score PR score HΕR2 

score 
BC30 42 30.85 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα ατρακτοκυτταρικού 0 0 1+ 
BC31 60 31.24 ΌΧΙ ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 5 5 2+ 
BC32 58 26.56 ΌΧΙ ΙΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού 0 0 1+ 
BC33 75 30.38 ΌΧΙ ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 4 0 1+ 
BC34 63 31.22 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 7 2 3+ 
BC35 73 26.27 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα πορογενές 0 0 3+ 
BC36 61 31.11 ΌΧΙ II Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 7 7 1+ 
BC37 61 43.86 ΌΧΙ ΙΙ-ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 7 4 1+ 
BC38 73 26.11 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 0 0 1+ 
BC39 52 29.02 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 3 0 1+ 
BC40 62 28.19 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα πορογενές 8 0 1+ 
BC41 81 32 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα πορογενές 0 0 3+ 
BC42 75 27.34 ΌΧΙ ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 7 3 1+ 
BC43 68 30.85 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 8 8 1+ 
BC44 74 25.97 ΌΧΙ ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 3 0 1+ 
BC45 60 25.78 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού  3 4 0 

BC46 52 29.76 µητέρα µε Ca µαστού ΙΙΙ 
Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές µε 
εστίες καρκινώµατος µε διαυγή κύτταρα 

0 0 1+ 

BC47 76 29.14 ΌΧΙ ΙΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 5 3 2+ 
BC48 67 26.85 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού  4 2 0 
BC49 80 26.14 ΌΧΙ ΙΙ Αδενοκαρκίνωµα διηθητικό πορογενές 0 0 1+ 
BC50 67 24.46 ΌΧΙ ΙΙ ∆ιηθητικό καρκίνωµα των πόρων του µαστού  0 0 3+ 

 

Πίνακας 2: Χαρακτηριστικά των ασθενών µε καρκίνο του µαστού και ιστολογικά χαρακτηριστικά των δειγµάτων, όπως προέκυψαν από την ιστολογική 

ανάλυση στο Εργαστήριο Παθολογικής Ανατοµίας του Περιφερειακού Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Λάρισας.  
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Εικόνα 13: Έκφραση του mRNA της hTERT και µέτρηση της δραστικότητας της τελοµεράσης σε 

συνδυασµό µε τον φαινότυπο των 50 δειγµάτων σε ότι αφορά στους υποδοχείς ERα, PR και 

HER2/neu. 
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Εικόνα 14: Συσχέτιση της έκφρασης mRNA της hTERT µε τη δραστικότητα της τελοµεράσης. 

Εικόνα 15: Συσχέτιση ER score, PR score, HER2/neu score µε τελοµεράση. 
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Ορισµένα δείγµατα από τις ασθενείς υπέστησαν επιπλέον έλεγχο και στο 

Εργαστήριο Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής, τόσο πριν όσο και µετά από 

καλλιέργεια, ώστε να διαπιστωθεί η διατήρηση ή µη του φαινοτύπου που προέκυψε από την 

ιστολογική ανάλυση, ειδικά µετά από την αποµόνωση των κυττάρων και την καλλιέργειά τους 

σε καλλιεργητικές φλάσκες. Από τη µελέτη αυτή προέκυψε ότι ο φαινότυπος ERα και 

HER2/neu διατηρήθηκε στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν, όπως φαίνεται και στην ανάλυση 

κατά Western που απεικονίζεται στην Εικόνα 16. 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16 : Ανάλυση κατά Western των πρωτεϊνών HER2/neu και ERα των δειγµάτων καρκίνου 

µαστού των ασθενών που χρησιµοποιήθηκαν για ακτινοβόληση, µετά από καλλιέργεια. 

 

2.2.2 Ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου p53 των δειγµάτων από καρκινικό 

ιστό 

 

Από τα έξι δείγµατα των ασθενών µε καρκίνο του µαστού, αποµονώθηκε RNA, έγινε 

αντίστροφη µεταγραφή σε cDNA και ανάλυση σε αυτόµατο αναλυτή DNA της αλληλουχίας 

του γονιδίου p53. Από την ανάλυση  αυτή προέκυψε ότι κανένα από τα δείγµατα των 

ασθενών που µελετήθηκαν δεν έφερε µεταλλαγή του γονιδίου p53. Tα δείγµατα διέφεραν 

µεταξύ τους µόνο στην αλληλουχία του κωδικονίου 72 όπως φαίνεται στον πίνακα 3.  

∆είγµα 

Πολυµορφισµός 

κωδικονίου 72 

BC32 Pro/Pro 

BC34 Arg/Pro 

BC35 Arg/Arg 

BC36 Arg/Arg 

BC43 Arg/Arg 

BC50 Arg/Pro 

 

Πίνακας 3: Πολυµορφισµός του κωδικονίου 72 των δειγµάτων που χρησιµοποιήθηκαν για 

ακτινοβόληση. 

 

BC32  BC34    BC35   BC36   BC43 BC50    

HER2/neu 

ER α 
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Η ύπαρξη µονονουκλεοτιδικών πολυµορφισµών (SNPs), οι οποίοι µπορεί να 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη συµπεριφορά του όγκου, έχει συσχετισθεί µε αυξηµένη 

προδιάθεση για διάφορους τύπους καρκίνων180-183. Τουλάχιστον 37 SNPs έχουν εντοπιστεί 

στην αλληλουχία του γονιδίου TP53, τόσο σε ιντρόνια όσο και σε εξόνια184,185. Ένας από τους 

πιο γνωστούς πολυµορφισµούς του γονιδίου TP53 είναι ο πολυµορφισµός Arg72Pro, στο 

κωδικόνιο 72 του εξονίου 4, ο οποίος οδηγεί σε αλλαγή µίας αργινίνης (CGC) σε προλίνη 

(CCC), που αλλοιώνει τη δοµή της πρωτεΐνης186-188. Το κωδικόνιο 72 κωδικοποιεί µία 

αργινίνη µε µία θετικά φορτισµένη βασική αλυσίδα και µία προλίνη µε µία µη πολική-

αλειφατική πλάγια αλυσίδα189. Ο πολυµορφισµός βρίσκεται σε µία περιοχή πλούσια σε 

προλίνες, η οποία είναι απαραίτητη για την καταστολή της κυτταρικής αύξησης και την 

απόπτωση, αλλά όχι και για το σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου190,191. Ο πολυµορφισµός 

αυτός έχει βρεθεί να έχει εθνική και γεωγραφική κατανοµή και έχει συσχετισθεί µε αυξηµένο 

κίνδυνο εµφάνισης κάποιοων τύπων καρκίνου, όπως τραχήλου της µήτρας192, µαστού193-203, 

πνεύµονα204, κεφαλής και τραχήλου205 κ.α. Έχει επίσης προταθεί ότι ο πολυµορφισµός αυτός 

επηρεάζει την ικανότητα της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης TP53 να δηµιουργεί σταθερά 

σύµπλοκα µε την πρωτεΐνη TP73 (ένα οµόλογο της TP53), που σχετίζεται µε απώλεια 

πρόσδεσης του συµπλόκου TP53–73 στο DNA206. Παρόλα αυτά, οι ανωτέρω µελέτες δε 

συµφωνούν µεταξύ τους και οι όποιες συσχετίσεις παραµένουν ασαφείς207,208. Έχει 

παρατηρηθεί ότι ασθενείς που φέρουν τους πολυµορφισµούς Arg/Arg218,219 και Pro/Pro194,197, 

παρουσιάζουν αυξηµένο κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου του µαστού σε σχέση µε ασθενείς που 

φέρουν τον πολυµορφισµό Arg72Pro196,209,210. Τα αποτελέσµατα όµως διίστανται σε ό,τι 

αφορά στην εν δυνάµει προγνωστική αξία του εν λόγω πολυµορφισµού210-214. 

 

2.2.3 Μελέτη της κυτταρικής βιωσιµότητας µετά από την επίδραση ιοντίζουσας 

ακτινοβολίας στις κυτταρικές σειρές και στα κύτταρα από δείγµατα 

καρκίνου του µαστού 

 

Η δοκιµασία MTT εφαρµόστηκε για τις κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού 

MCF-7, MCF-7/HER2, HBL100, MDA-MB-231, SK-BR-3 και BT-474 και στα κύτταρα των 

ασθενών µετά από καλλιέργεια και µετά από επίδραση ακτινοβολίας δόσης 10 και 20 Gy. Η 

κυτταρική βιωσιµότητα µελετήθηκε στις χρονικές στιγµές 24, 48, 72 και 96 ώρες µετά το 

πέρας της ακτινοβόλησης. Σε όλες τις ακτινοβοληµένες κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα 

ιστού παρατηρήθηκε µείωση στην κυτταρική βιωσιµότητα, ανάλογη του χρόνου 

ακτινοβόλησης και της δόσης που χορηγήθηκε.  
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Οι πλέον ευαίσθητες από τις κυτταρικές σειρές που ακτινοβολήθηκαν ήταν οι 

κυτταρικές σειρές MDA-MB-231 και HBL100, αρνητικές για όλους τους ορµονικούς 

υποδοχείς. Και στις δύο αυτές κυτταρικές σειρές, η βιωσιµότητα των κυττάρων µετά την 

ακτινοβόληση µειώθηκε αισθητά, ήδη µετά από 48 ώρες. Η θετική ως προς τον υποδοχέα 

των οιστρογόνων ERα κυτταρική σειρά MCF-7 και οι θετικές ως προς τον υποδοχέα HER2 

κυτταρικές σειρές SK-BR-3 και BT-474 αποδείχθηκαν πιο ανθεκτικές στην ακτινοβόληση. Πιο 

ανθεκτική από όλες τις κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού που ακτινοβολήθηκαν, 

αποδείχθηκε η κυτταρική σειρά MCF-7/HER2, θυγατρική της MCF-7, της οποίας τα κύτταρα 

είναι θετικά και για τους δύο υποδοχείς, ERα και HER2. Σε ό,τι αφορά στα δείγµατα των 

ασθενών που ακτινοβολήθηκαν µετά από καλλιέργεια, τα αποτελέσµατα της µελέτης της 

κυτταρικής βιωσιµότητας ήταν παρεµφερή, δηλαδή πιο ευαίσθητα στην ακτινοβόληση 

αποδείχθηκαν τα κύτταρα του δείγµατος BC32, αρνητικά ως προς όλους τους υποδοχείς και 

πιο ανθεκτικά τα κύτταρα του δείγµατος BC34, θετικά ως προς τους υποδοχείς ERα και 

HER2. Γενικά η παρουσία του υποδοχέα HER2 φάνηκε να προσδίδει µεγαλύτερη 

ανθεκτικότητα στα κύτταρα σε σχέση µε την παρουσία του υποδοχέα των οιστρογόνων, 

όπως προέκυψε και από τις διαφορές µεταξύ των δειγµάτων BC35, BC50 και BC36, BC43, 

θετικών ως προς τον υποδοχέα HER2 και ER αντίστοιχα. 

Τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας ΜΤΤ, παρουσιάζονται αναλυτικά στον Πίνακα 4, 

όπου αναγράφονται τα ποσοστά βιωσιµότητας των 6 καρκινικών σειρών και των 6 

καρκινικών ιστών ασθενών (µέσος όρος 8 διαφορετικών µετρήσεων) µετά από την επίδραση 

της ακτινοβόλησης, σε σχέση µε τα µη ακτινοβοληµένα κύτταρα από την κάθε κυτταρική 

σειρά και το κάθε δείγµα, η τυπική απόκλιση, ενώ µε αστερίσκο σηµειώνονται τα στατιστικώς 

σηµαντικά αποτελέσµατα.  

Συµπερασµατικά, από τη συγκεκριµένη µελέτη προέκυψε ότι πιο ευαίσθητα στην 

επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας είναι τα καρκινικά κύτταρα µαστού, τα οποία είναι 

αρνητικά ως προς τους ορµονικούς υποδοχείς, ενώ η παρουσία των υποδοχέων HER2 και 

ERα, φάνηκε να προσδίδει ανθεκτικότητα στην ακτινοβόληση στα θετικά ως προς αυτούς 

κύτταρα. 
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Πίνακας 4: µείωση της κυτταρικής βιωσιµότητας στις κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού MCF-7, 

MCF-7/HER2, MDA-MB-231, HBL-100, SK-BR-3 και BT-474 και στα καλλιεργηµένα κύτταρα 

δειγµάτων καρκίνου του µαστού µετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας µε δόσεις 10 και 20 

Gy και στις χρονικές στιγµές των 24, 48, 72 και 96 ωρών µετά την ακτινοβόληση. Τα µη 

ακτινοβοληµένα κύτταρα ελέγχου για την κάθε κυτταρική σειρά θεωρήθηκαν ότι είχαν βιωσιµότητα στο 

100% στην κάθε χρονική στιγµή. Οι τιµές που παρουσιάζονται εδώ είναι τα ποσοστά των 

εναποµεινάντων ζωντανών ακτινοβοληµένων κυττάρων σε σύγκριση µε τα µη ακτινοβοληµένα 

κύτταρα ελέγχου για ην κάθε κυτταρική σειρά και την κάθε χρονική στιγµή.  

 

2.2.4 Μελέτη κυτταρικού κύκλου µετά από την επίδραση ιοντίζουσας 

ακτινοβολίας  

 

Οι ακτινοβοληµένες και µη ακτινοβοληµένες κυτταρικές σειρές, καθώς και τα 

κύτταρα από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού, µελετήθηκαν ως προς την κατανοµή τους στις 

διάφορες φάσεις του κυτταρικού κύκλου για τις χρονικές στιγµές των 24, 48, 72 και 96 ωρών. 

Πραγµατοποιήθηκε σήµανση των κυττάρων µε την ουσία Propidium Iodide και το ποσό του 

DNA του κάθε κυττάρου προσδιορίστηκε µε τη βοήθεια κυτταροµετρίας ροής.  

∆οκιµασία MTT για τον έλεγχο της κυτταρικής βιωσιµότητας 

Χρονική στιγµή 24 ώρες 48 ώρες 72 ώρες 96 ώρες 

∆όση  10 Gy 20 Gy 10 Gy 20 Gy 10 Gy 20 Gy 10 Gy 20 Gy 

Κυτταρικές Σειρές                 

MCF-7 94.4 ± 0.75 93.2 ± 0.94 91.9 ± 0.98* 90.7 ± 1.0* 84.1 ± 0.86* 79.5 ± 0.90* 67.6 ± 0.74* 53.8 ± 1.07* 

MCF-7/HER2 95.8 ± 0.95 94.3 ± 0.85 92.2 ± 0.77* 91.3 ± 0.91* 88.6 ± 0.87* 83.3 ± 0.71* 70.9 ± 0.63* 65.6 ± 0.77* 

MDA-MB-231 93.5 ± 0.88 89.9 ± 0.85* 80.8 ± 0.84* 73.2 ± 0.78* 70.1 ± 0.96* 63.5 ± 0.64* 59.6 ± 0.78* 47.8 ± 0.79* 

HBL-100 90.9 ± 0.82* 76.9 ± 0.91* 83.8 ± 0.98* 64.9 ± 0.90* 72.3 ± 0.69* 55.1 ± 0.84* 55.5 ± 0.95* 43.7 ± 0.65* 

SK-BR-3 94.3 ± 0.69 90.2 ± 0.62* 89.8 ± 0.82* 83.7 ± 0.96* 85.8 ± 0.71* 81.6 ± 0.87* 72.7 ± 1.02* 62.8 ± 0.90* 

BT-474 90.4 ± 0.79* 88.3 ± 0.99* 87.9 ± 0.89* 82.1 ± 0.86* 83.4 ± 0.98* 78.6 ± 0.89* 73.7 ± 0.89* 63,7 ± 0.80* 

∆είγµατα από ασθενείς                 

BC32 88.9 ± 0.72* 83.5 ± 0.91* 82.5 ± 0.88* 76.2 ± 0.90* 75.7 ± 0.59* 68.3 ± 0.74* 69.0 ± 0.75* 58.1 ± 0.55* 

BC34 89.2 ± 0.78 88.6 ± 0.84 89.0 ± 0.98* 84.2 ± 1.0* 87.6 ± 0.85* 79.3 ± 0.90* 86.1 ± 0.74* 76.5 ± 1.01* 

BC35 89.9 ± 0.95 84.1 ± 0.75 87.6 ± 0.67* 82.2 ± 0.91* 83.4 ± 0.87* 76.9 ± 0.70* 79.9 ± 0.63* 70.2 ± 0.77* 

BC36 88.4 ± 0.68 83.7 ± 0.85* 85.4 ± 0.84* 78.9 ± 0.76* 77.1 ± 0.76* 70.3 ± 0.64* 77.1 ± 0.73* 65.3 ± 0.74* 

BC43 87.5 ± 0.69 83.3 ± 0.72* 83.9 ± 0.62* 76.2 ± 0.96* 75.9 ± 0.72* 69.6 ± 0.87* 75.4 ± 1.06* 64.5 ± 0.94* 

BC50 88.1 ± 0.89* 83.6 ± 0.69* 85.5 ± 0.89* 81.8 ± 0.87* 82.7 ± 0.92* 74.2 ± 0.88* 78.4 ± 0.89* 68.7 ± 0.83* 
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Οι διαφορετικές κυτταρικές σειρές έδειξαν διαφορετικές τάσεις στην κατανοµή των 

κυττάρων στις φάσεις του κυτταρικού κύκλου µετά από την επίδραση της ιοντίζουσας 

ακτινοβολίας. Μετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας, τα κύτταρα υφίστανται 

βλάβες στο γενετικό τους υλικό, οι οποίες είναι απαραίτητο να διορθωθούν προκειµένου τα 

κύτταρα να µπορέσουν να συνεχίσουν να πολλαπλασιάζονται. Η διαίρεσή τους γι’αυτό το 

λόγο µπορεί να σταµατήσει σε ένα από τα σηµεία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, είτε στη 

φάση G1 (όπου ελέγχεται εάν το περιβάλλον του κυττάρου είναι ιδανικό ώστε να 

προχωρήσει στη µίτωση), είτε στη φάση G2 (όπου ελέγχεται εάν έχει γίνει σωστός 

διπλασιασµός του DNA), είτε στη φάση Μ (όπου ελέγχεται εάν τα χρωµοσώµατα έχουν 

τοποθετηθεί σωστά στη µιτωτική άτρακτο), ώστε να δοθεί χρόνος στα ακτινοβοληµένα 

κύτταρα να επιδιορθώσουν τις βλάβες στο DNA. Εφόσον τα κύτταρα είναι σε θέση, σε αυτό 

το διάστηµα, να επιδιορθώσουν το µεγαλύτερο µέρος των βλαβών που προκλήθηκαν από 

την ακτινοβόληση, τότε µπορούν να συνεχίσουν να πολλαπλασιάζονται, διαφορετικά θα 

οδηγηθούν σε αναστολή της κυτταρικής ανάπτυξης ή σε θάνατο από απόπτωση.  

Οι κυτταρικές σειρές MDA-MB-231 (HER2-, ERα-), HBL100 (HER2-, ERα-), SK-BR-

3 (HER2+, ERα-) και BT-474 (HER2+, ERα+) παρουσίασαν ένα δοσο-εξαρτώµενο 

σταµάτηµα στη φάση G2/M του κυτταρικού κύκλου, µε συνακόλουθη µείωση των ποσοστών 

των κυττάρων στις φάσεις G0/G1 και S του κυτταρικού κύκλου. Το σταµάτηµα στη φάση 

G2/M του κυτταρικού κύκλου παρατηρήθηκε ήδη στις 24 ώρες µετά από την επίδραση της 

ακτινοβολίας και για όλες τις κυτταρικές σειρές µε εξαίρεση την BT-474, για τα κύτταρα της 

οποίας το σταµάτηµα στη φάση G2/M του κυτταρικού κύκλου προέκυψε 48 ώρες µετά την 

ακτινοβόληση. Τα ποσοστά των σταµατηµένων κυττάρων µετά από την επίδραση των 

δόσεων των 20 και 10 Gy έφτασαν το 80-90% και το 60-80% αντίστοιχα, ανάλογα µε την 

κυτταρική σειρά. Το σταµάτηµα στη φάση G2/M δεν ήταν αναστρέψιµο για τα κύτταρα που 

απορρόφησαν τη δόση των 20 Gy και ήταν µερικώς αναστρέψιµο για τα κύτταρα που 

απορρόφησαν τη δόση των 10 Gy, ήδη κατά τη χρονική στιγµή των 48 ωρών µετά από την 

επίδραση της ακτινοβόλησης.  

Αντίθετα, οι συγγενείς κυτταρικές σειρές MCF-7 (HER2-, ERα+) και MCF-7/HER2 

(HER2+, ERα+) ήταν οι µόνες που παρουσίασαν ένα µικρό σταµάτηµα στη φάση G1 του 

κυτταρικού κύκλου 24 ώρες µετά από την επίδραση της ακτινοβόλησης, το οποίο 

διατηρήθηκε µέχρι και τη χρονική στιγµή των 96 ωρών.  

Σε ό,τι αφορά στα καλλιεργηµένα κύτταρα από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού, τα 

δείγµατα BC34 (HER2+, ERα-) και BC50 (HER2+, ERα-) παρουσίασαν σταµάτηµα στη φάση 

G1 του κυτταρικού κύκλου, ενώ τα δείγµατα BC32 (HER2-, ERα-), BC35 (HER2+, ERα-), 

BC36 (HER2-, ERα+) και BC43 (HER2+, ERα-) µετά από ακτινοβόληση παρουσίασαν ένα 

δοσοεξαρτώµενο σταµάτηµα στη φάση G2/M του κυτταρικού κύκλου. Στην περίπτωση των 

καρκινικών δειγµάτων, τα ποσοστά που αφορούσαν στο σταµάτηµα στη φάση G1 και κυρίως 
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το σταµάτηµα στη φάση G2/M του κυτταρικού κύκλου δεν ήταν τόσο εντυπωσιακά όσο αυτά 

που παρατηρήθηκαν στις κυτταρικές σειρές. Τα ποσοστά των ζωντανών κυττάρων στις 

διάφορες φάσεις του κυτταρικού κύκλου για τις κυτταρικές σειρές και για τα δείγµατα, 

απεικονίζονται στην Εικόνα 17Α και 17Β αντίστοιχα. Από τη µελέτη του κυτταρικού κύκλου, 

δεν προέκυψε κάποια συσχέτιση µεταξύ κατανοµής στον κυτταρικό κύκλο µετά από 

ακτινοβόληση και κυτταρικού φαινότυπου. 

 

 

Α 
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Εικόνα 17 : Κατανοµή των κυττάρων στις φάσεις του κυτταρικού κύκλου σε ακτινοβοληµένα και µη 

ακτινοβοληµένα κύτταρα Α : MCF-7 (HER2-, ERα+), MCF-7/HER2, MDA-MB-231 (HER2-, ERα-), 

HBL100 (HER2-, ERα-), SK-BR-3 (HER2+, ERα-) και BT-474 (HER2+, ERα+) και Β : σε 

ακτινοβοληµένα και µη ακτινοβοληµένα κύτταρα των καλλιεργηµένων δειγµάτων καρκίνου του µαστού 

BC32 (HER2-, ERα-), BC34 (HER2+, ERα-), BC35 (HER2+, ERα-), BC36 (HER2-, ERα+), BC43 

(HER2+, ERα-) και BC50 (HER2+, ERα-), όπως προέκυψε µετά από σήµανση του DNA µε Propidium 

Iodide και κυτταροµετρία ροής. Τα νεκρά κύτταρα αποκλείστηκαν και τα ανωτέρω ποσοστά 

υπολογίστηκαν µόνο σε ζωντανά κύτταρα. 

 

Β 
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2.2.5 Μελέτη της έκφρασης της καταλυτικής µονάδας της τελοµεράσης και της 

δραστικότητας της τελοµεράσης, στις διαφορετικές κυτταρικές σειρές και 

στους καρκινικούς ιστούς, µετά από την επίδραση ιοντίζουσας 

ακτινοβολίας 

 

Τα επίπεδα έκφρασης mRNA της καταλυτικής µονάδας hTERT της τελοµεράσης, 

καθώς και η δραστικότητα του ενζύµου της τελοµεράσης, µελετήθηκαν σε όλες τις κυτταρικές 

σειρές και στα δείγµατα ασθενών καρκίνου του µαστού. Παρατηρήθηκε ότι οι κυτταρικές 

σειρές και τα δείγµατα, τα οποία είναι θετικά ως προς τον υποδοχέα HER2 (MCF-7/HER2, 

SK-BR-3, BT-474, BC34, BC35 και BC50) παρουσίασαν στατιστικά σηµαντικά υψηλότερα 

επίπεδα στην έκφραση της hTERT και στη δραστικότητα της τελοµεράσης, σε σχέση µε τις 

κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα τα οποία είναι αρνητικά ως προς τον υποδοχέα HER2 

(MCF-7, MDA-MB-231, HBL100, BC32, BC36 και BC43). Τα αποτελέσµατα απεικονίζονται 

στην Εικόνα 18A και B και 19Α και Β για τις κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα, αντίστοιχα.  

Μετά από ακτινοβόληση, διαπιστώθηκε ότι οι κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα, τα 

οποία είναι αρνητικά ως προς τον υποδοχέα HER2 (MCF-7, MDA-MB-231, HBL100, BC32, 

BC36 και BC43) έδειξαν σηµαντική (P<0.05) µείωση της έκφρασης των µεταγράφων mRNA 

της hTERT, η οποία συσχετίσθηκε µε αντίστοιχη µείωση της δραστικότητας της 

τελοµεράσης, µε µοναδική εξαίρεση τη χρονική στιγµή των 24 ωρών για την κυτταρική σειρά 

MCF-7. Αντιθέτως, οι (ΗΕR2+) ακτινοβοληµένες κυτταρικές σειρές SK-BR-3 και BT-474 

καθώς και τα (ΗΕR2+) δείγµατα BC34, BC35 και BC50, έδειξαν αύξηση τόσο στην έκφραση 

της καταλυτικής υποµονάδας hTERT όσο και στη δραστικότητα της τελοµεράσης. Για τα 

δείγµατα, η αύξηση αυτή παρατηρήθηκε κυρίως από τις χρονικές στιγµές των 48 ή και 72 

ωρών µετά από την ακτινοβόληση (Εικόνα 18C και D και 19C και D για τις κυτταρικές σειρές 

και τα δείγµατα, αντίστοιχα).  

Επιπρόσθετα, η κυτταρική σειρά MCF-7/HER2 έδειξε διαφορετικά αποτελέσµατα σε 

σχέση µε τη µητρική σειρά MCF-7, δείχνοντας αρχικά µία µείωση στην έκφραση της 

hTERT/τελοµεράσης, η οποία συνοδεύτηκε από αύξηση µετά τις 72 ώρες και µετέπειτα 

(P<0.05). Τα αποτελέσµατα απεικονίζονται στην Εικόνα 19C και D. 

Συµπερασµατικά, οι κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα από ιστούς καρκίνου του 

µαστού, που είναι θετικά ως προς τον υποδοχέα ΗΕR2 παρουσίασαν σηµαντική άυξηση της 

έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της τελοµεράσης µετά από ακτινοβόληση, ενώ 

οι κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα από ιστούς που ήταν αρνητικά ως προς τον υποδοχέα 

ΗΕR2, παρουσίασαν σηµαντική µείωση της έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της 

τελοµεράσης. 
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Εικόνα 18 : Τα επίπεδα έκφρασης του mRNA της hTERT, οµαλοποιηµένα ως προς τα επίπεδα 

έκφρασης του γονιδίου αναφοράς PBGD, καθώς και τα επίπεδα δραστικότητας της τελοµεράσης, 

συγκρίθηκαν µεταξύ µη ακτινοβοληµένων και ακτινοβοληµένων κυτταρικών σειρών καρκίνου του 

µαστού κατά τις χρονικές στιγµές 24, 48, 72 και 96 ωρών. A. Σύγκριση των επιπέδων  mRNA της 

hTERT µεταξύ µη ακτινοβοληµένων κυτταρικών σειρών καρκίνου του µαστού. B. Σύγκριση των 

επιπέδων δραστικότητας της τελοµεράσης µεταξύ µη ακτινοβοληµένων κυτταρικών σειρών καρκίνου 

του µαστού. C. Έκφραση του µεταγράφου mRNA της καταλυτικής υποµονάδας hTERT της 

τελοµεράσης, µετά από ακτινοβόληση των κυτταρικών σειρών καρκίνου του µαστού. Τα ιστογράµµατα 

αντιπροσωπεύουν την αύξηση ή µείωση της έκφρασης της hTERT στα ακτινοβοληµένα κύτταρα, σε 

σύγκριση µε τα µη ακτινοβοληµένα κύτταρα. Η έκφραση της hTERT των µη ακτινοβοληµένων 

κυττάρων θεωρήθηκε ίση µε 1. D. Τα ιστογράµµατα αναπαριστούν την αύξηση ή µείωση της 

δραστικότητας της τελοµεράσης στα ακτινοβοληµένα κύτταρα, σε σύγκριση µε τα µη ακτινοβοληµένα 

κύτταρα. Η δραστικότητα της τελοµεράσης των µη ακτινοβοληµένων κυττάρων θεωρήθηκε ίση µε 1. 

Στα διαγράµµατα απεικονίζονται οι τυπικές αποκλίσεις, ενώ οι αστερίσκοι υποδεικνύουν τα 

στατιστικώς σηµαντικά αποτελέσµατα (p < 0.05).  
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Εικόνα 19 : Τα επίπεδα έκφρασης του mRNA της hTERT, οµαλοποιηµένα ως προς τα επίπεδα 

έκφρασης του γονιδίου αναφοράς PBGD, καθώς και τα επίπεδα δραστικότητας της τελοµεράσης, 

συγκρίθηκαν µεταξύ µη ακτινοβοληµένων και ακτινοβοληµένων καλλιεργηµένων δειγµάτων καρκίνου 

του µαστού κατά τις χρονικές στιγµές 24, 48, 72 και 96 ωρών. A. Σύγκριση των επιπέδων mRNA της 

hTERT µεταξύ µη ακτινοβοληµένων κυτταρικών σειρών καρκίνου του µαστού. B. Σύγκριση των 

επιπέδων δραστικότητας της τελοµεράσης µεταξύ µη ακτινοβοληµένων καλλιεργηµένων δειγµάτων 

καρκίνου του µαστού. C. Έκφραση του µεταγράφου mRNA της καταλυτικής υποµονάδας hTERT της 

τελοµεράσης, µετά από ακτινοβόληση των καλλιεργηµένων δειγµάτων καρκίνου του µαστού. Τα 

ιστογράµµατα αντιπροσωπεύουν την αύξηση ή µείωση της έκφρασης της hTERT στα ακτινοβοληµένα 

κύτταρα, σε σύγκριση µε τα µη ακτινοβοληµένα κύτταρα ελέγχου. Η έκφραση της hTERT των µη 

ακτινοβοληµένων κυττάρων ελέγχου θεωρήθηκε ίση µε 1. D. Τα ιστογράµµατα αναπαριστούν την 

αύξηση ή µείωση της δραστικότητας της τελοµεράσης στα ακτινοβοληµένα κύτταρα, σε σύγκριση µε 

τα µη ακτινοβοληµένα κύτταρα ελέγχου. Η δραστικότητα της τελοµεράσης των µη ακτινοβοληµένων 

κυττάρων ελέγχου θεωρήθηκε ίση µε 1. Στα διαγράµµατα απεικονίζονται οι τυπικές αποκλίσεις, ενώ οι 

αστερίσκοι υποδεικνύουν τα στατιστικώς σηµαντικά αποτελέσµατα (p < 0.05).  
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2.2.6 ∆ιερεύνηση του ρόλου του υποδοχέα HER2/neu στη ρύθµιση της 

καταλυτικής µονάδας hTERT της τελοµεράσης και στη ρύθµιση της 

δραστικότητας της τελοµεράσης 

 

Η παρατήρηση ότι τόσο οι κυτταρικές σειρές SK-BR-3 και BT-474 όσο και τα 

δείγµατα καρκινικού ιστού από ασθενείς τα οποία είναι θετικά ως προς τον υποδοχέα HER2 

(BC34, BC35 και BC50) παρουσίασαν αύξηση στην έκφραση της hTERT και στη 

δραστικότητα του ενζύµου της τελοµεράσης µετά από ακτινοβόληση, σε σύγκριση µε τις 

κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα που είναι αρνητικά ως προς τον υποδοχέα HER2 (MCF-7, 

MDA-MB-231 και HBL100 και BC32, BC36 και BC43), και τα οποία έδειξαν µείωση στην 

έκφραση της hTERT και στη δραστικότητα του ενζύµου της τελοµεράσης, καθώς και η 

παρατήρηση ότι οι συγγενείς κυτταρικές σειρές MCF-7 και MCF-7/HER2 έδειξαν διαφορές 

στη ρύθµιση της τελοµεράσης µετά από ακτινοβόληση, οδήγησαν στην περαιτέρω 

διερεύνηση του ρόλου του υποδοχέα HER2 στη ρύθµιση της έκφρασης της hTERT στα 

κύτταρα του καρκίνου του µαστού, µετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας. 

Μελετήθηκαν, αρχικά, τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης HER2 σε όλες τις κυτταρικές 

σειρές καρκίνου του µαστού και στα δείγµατα καρκινικού ιστού (Εικόνα 20Α). Όπως ήταν 

αναµενόµενο, τα κύτταρα τα οποία εκφράζουν ελάχιστα τον υποδοχέα HER2 (MCF-7, MDA-

MB-231, HBL-100 και BC32, BC36 και BC43), παρουσίασαν χαµηλά επίπεδα της πρωτεΐνης, 

µε ελάχιστες αλλαγές έπειτα από ακτινοβόληση, ενώ τα κύτταρα τα οποία είναι θετικά ως 

προς τον υποδοχέα HER2 (SK-BR-3, BT-474, MCF-7/HER2 και BC34, BC35 και BC50) 

έδειξαν υψηλά επίπεδα της πρωτεΐνης, µε περαιτέρω αύξηση της έκφρασης µετά από 

ακτινοβόληση. 

Για την περαιτέρω µελέτη του ρόλου του υποδοχέα HER2 στη ρύθµιση της hTERT, 

πραγµατοποιήθηκε αποσιώπηση της έκφρασης του υποδοχέα στα θετικά ως προς αυτόν 

κύτταρα της καρκινικής σειράς SK-BR-3 και του δείγµατος BC34, χρησιµοποιώντας την 

τεχνολογία των µικρών παρεµβατικών µορίων RNA και της επιµόλυνσης µε λιποσώµατα. Οι 

µέσες τιµές έκφρασης του mRNA του HER2, και της hTERT και οι µέσες τιµές της 

δραστικότητας της τελοµεράσης, καθώς και τα αντίστοιχα διαστήµατα εµπιστοσύνης και τα 

πρωτεΐνικά επίπεδα έκφρασης του υποδοχέα HER2 παρουσιάζονται στην Εικόνα 20Β - Ε . 

Παρατηρήθηκε δοσο-εξαρτώµενη µείωση των επιπέδων mRNA και πρωτεΐνης του HER2, µε 

ταυτόχρονη δοσο-εξαρτώµενη µείωση των επιπέδων έκφρασης της hTERT και της 

δραστικότητας της τελοµεράσης. Η αντίστοιχη F-στατιστική (48 ώρες µετά από τη 

διαµόλυνση των κυττάρων) έδειξε σηµαντική επίδραση της αποσιώπησης του υποδοχέα  

HER2 στον ίδιο τον υποδοχέα  HER2 (F = 205,4, p<0,05 για τα κύτταρα SK-BR-3, F = 

30944,44, p<0,05 για τα κύτταρα BC34)  καθώς και στην έκφραση του mRNA της hTERT (F 

= 239,5, p<0,05 για τα κύτταρα SK-BR-3, F = 5757,245, p<0,05 για τα κύτταρα BC34).  
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Εικόνα 20 :  Επίδραση της έκφρασης του HER2 στη ρύθµιση της hTERT/τελοµεράσης. A. Μη 

ακτινοβοληµένα και ακτινοβοληµένα µε δόσεις των 10 και 20 Gy κύτταρα SK-BR-3, συγκεντρώθηκαν 

στις χρονικές στιγµές των 24, 48, 72 και 96 ωρών, υπέστησαν λύση και 40 µg ολικής πρωτεΐνης 

αναλύθηκαν µε τη µέθοδο Western ως προς τα επίπεδα έκφρασης του HER2. Η ανάλυση ως προς 

την πρωτεΐνη β-ακτίνη πραγµατοποιήθηκε µε στόχο να αποδείξει το οµοιόµορφο φόρτωµα της ολικής 

πρωτεΐνης στο πήκτωµα. Για λόγους απλούστευσης, µόνο τα αποτελέσµατα της χρονικής στιγµής των 

48 ωρών παρουσιάζονται στη συγκεκριµένη εικόνα. B και C. Επίδραση της αποσιώπησης του 

υποδοχέα HER2 στην έκφραση της πρωτείνης του ίδιου του HER2, και στην έκφραση mRNA του 

HER2, της hTERT και στη δραστικότητα της τελοµεράσης στα κύτταρα της καρκινικής σειράς SK-BR-

3. D. Επίδραση της αποσιώπησης του υποδοχέα HER2 στην έκφραση mRNA του HER2 στα κύτταρα 

του δείγµατος BC34. E. Επίδραση της αποσιώπησης του υποδοχέα HER2 στην έκφραση mRNA της 

hTERT στα κύτταρα του δείγµατος BC34. Στα διαγράµµατα απεικονίζονται οι τυπικές αποκλίσεις, ενώ 

οι αστερίσκοι υποδεικνύουν τα στατιστικώς σηµαντικά αποτελέσµατα (p < 0.05). 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/07/2024 03:11:54 EEST - 3.145.66.41



 
92

2.2.7 Μελέτη των πρωτεϊνικών επιπέδων των µεταγραφικών παραγόντων c-myc, 

p53 και p21 µετά από ακτινοβόληση των κυτταρικών σειρών και των 

δειγµάτων καρκίνου του µαστού 

 

Στη συνέχεια, θέλοντας να διερευνήσουµε τον πιθανό µηχανισµό µέσω του οποίου ο 

υποδοχέας HER2 προσδίδει ανθεκτικότητα στην ακτινοβόληση και συντελεί στην αύξηση της 

έκφρασης της hTERT, µελετήθηκαν οι µεταγραφικοί παράγοντες οι οποίοι είναι γνωστό ότι 

ρυθµίζουν την έκφραση της hTERT. Συγκεκριµένα, µελετήθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα 

µεταγραφικών παραγόντων όπως c-myc, p53 και p21 µετά από ακτινοβόληση στις έξι 

κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού και σε έξι δείγµατα (τα αποτελέσµατα απεικονίζονται 

στην Εικόνα 21). Από την παραπάνω µελέτη, προέκυψε ότι τα πρωτεϊνικά επίπεδα του 

µεταγραφικού παράγοντα c-myc ήταν υψηλά µόνο στα µη ακτινοβοληµένα κύτταρα των 

ΗΕR2+ καρκινικών σειρών SK-BR-3 και BT-474, χωρίς ιδιαίτερες διαφορές µεταξύ των 

δειγµάτων από καρκινικούς ιστούς, ενώ µετά από ακτινοβόληση, βρέθηκαν να αυξάνονται 

στις HER2+ κυτταρικές σειρές SK-BR-3, BT-474 και MCF-7/HER2 και στα HER2+ δείγµατα 

BC34, BC35 και BC50. Αντιθέτως, στις HER2- κυτταρικές σειρές MCF-7, MDA-MB-231 και 

HBL100 και στα HER2- δείγµατα BC32, BC36 και BC43 παρατηρήθηκαν πολύ χαµηλά 

επίπεδα έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα c-myc µετά από ακτινοβόληση. Τα επίπεδα 

έκφρασης του mRNA του c-myc, µελετήθηκαν σε όλες τις κυτταρικές σειρές και σε όλα τα 

δείγµατα µετά από ακτινοβόληση και οι µεταβολές έκφρασής του παραλληλίστηκαν µε τα 

επίπεδα έκφρασης της hTERT. 

Στη συνέχεια, µελετήθηκαν στις ακτινοβοληµένες κυτταρικές σειρές, τα επίπεδα της 

πρωτεΐνης p53 τόσο στα κύτταρα που φέρουν το γονίδιο p53 άγριου τύπου (MCF-7, MCF-

7/HER2 και HBL100 και κύτταρα των έξι δειγµάτων) όσο και στα κύτταρα που φέρουν 

µεταλλαγµένο p53 (MDA-MB-231, SK-BR-3 και BT-474), ενώ µελετήθηκε και η ικανότητα του 
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Εικόνα 21 : Επίδραση της ιοντίζουσας ακτινοβολίας στην πρωτεϊνική έκφραση των µεταγραφικών 

παραγόντων c-myc, p53 και p21 στις κυτταρικές σειρές MCF-7, MCF-7/HER2, MDA-MB-231, 

HBL100, SK-BR-3 και BT-474. Για λόγους απλούστευσης, µόνο τα αποτελέσµατα της χρονικής 

στιγµής των 48 ωρών παρουσιάζονται στη συγκεκριµένη εικόνα (µη ακτινοβοληµένα και 

ακτινοβοληµένα µε 10 και 20 Gy κύτταρα). Η ανάλυση ως προς την πρωτεΐνη β-ακτίνη 

πραγµατοποιήθηκε µε στόχο να δείξει το οµοιόµορφο φόρτωµα της ολικής πρωτεΐνης στο πήκτωµα. 

 

p53 να επάγει την πρωτεΐνη p21 στα ίδια κύτταρα. Παρατηρήθηκε ότι τόσο η άγριου τύπου 

όσο και η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη p53 βρέθηκε υπεραυξηµένη µετά από ακτινοβόληση, σε 

όλες τις κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα, µε τη µόνη εξαίρεση της σειράς BT-474. Η 

ικανότητα της p53 να επάγει την πρωτεΐνη p21 παρουσίασε διαφορές µεταξύ των κυτταρικών 

σειρών που µελετήθηκαν. Η άγριου τύπου πρωτεΐνη p53 µπόρεσε να επάγει σε σηµαντικό 

βαθµό την πρωτείνη p21 στα κύτταρα MCF-7, MCF-7/HER2 και HBL100, ενώ η 

µεταλλαγµένη πρωτείνη p53 µπόρεσε να επάγει την πρωτεΐνη p21 στα κύτταρα MDA-MB-

231 και SK-BR-3. Η πρωτεΐνη p21 δεν ανιχνεύτηκε στα κύτταρα της κυτταρικής σειράς BT-

474. Η άγριου τύπου πρωτεΐνη p53 των δειγµάτων µπόρεσε να επάγει την πρωτεΐνη p21 και 

στα έξι δείγµατα µετά από ακτινοβόληση, περίπου στο ίδιο ποσοστό. Από τα έξι δείγµατα 

των ασθενών, το δείγµα BC32 έδειξε πολύ υψηλά επίπεδα της πρωτεΐνης p21 τόσο στα µη 

όσο και στα ακτινοβοληµένα κύτταρα. 

 Συµπερασµατικά, οι θετικές ως προς τον υποδοχέα HER2 κυτταρικές σειρές, καθώς 

και τα θετικά ως προς τον υποδοχέα δείγµατα, παρουσίασαν περαιτέρω σηµαντική αύξηση 

του µεταγραφικού παράγοντα c-myc µετά από ακτινοβόληση.  
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2.2.8 Μελέτη της πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων και ακετυλίωσης της 

ιστόνης Η3 στον υποκινητή του γονιδίου της τελοµεράσης  

 

Στη συνέχεια της µελέτης, πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση της χρωµατίνης 

µε αντισώµατα εναντίον των πιο χαρακτηριστικών µεταγραφικών παραγόντων που 

ρυθµίζουν την έκφραση της τελοµεράσης, όπως οι c-myc, mad1, max, p53 και η 

ακετυλιωµένη ιστόνη Η3. Όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 22Α σε όλες τις κυτταρικές σειρές 

καρκίνου του µαστού, παρατηρήθηκε έντονο σήµα παρουσίας του υποκινητή της 

τελοµεράσης, στο κατακερµατισµένο DNA που κατακρηµνίστηκε µε αντίσωµα εναντίον της 

πρωτεΐνης max, ενώ κανένα σήµα του υποκινητή της τελοµεράσης δεν ήταν εµφανές όταν 

χρησιµοποιήθηκε το αντίσωµα εναντίον της πρωτεΐνης p53 για την κατακρήµνιση της 

χρωµατίνης. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η ειδικότητα της µεθόδου, το κατακρηµνισµένο 

από το αντίσωµα εναντίον της p53 DNA, υποβλήθηκε σε PCR για την αλληλουχία του 

υποκινητή του γονιδίου  p21 και όλες οι κυτταρικές σειρές ήταν θετικές εκτός από την BT-

474. Η ακετυλιωµένη ιστόνη H3 βρέθηκε σε όλα τα ακτινοβοληµένα και µη ακτινοβοληµένα 

δείγµατα, αλλά παρατηρήθηκε πιο έντονο σήµα στα µη ακτινοβοληµένα δείγµατα των HER2-

κυτταρικών σειρών MCF-7, MDA-MB-231 και HBL100 σε σχέση µε τα αντίστοιχα 

ακτινοβοληµένα δείγµατα. Το αντίθετο παρατηρήθηκε στις HER2+ κυτταρικές σειρές MCF-

7/HER2, SK-BR-3 και BT-474, όπου πιο δυνατό σήµα µετά από κατακρήµνιση της 

χρωµατίνης µε αντίσωµα εναντίον της ακετυλιωµένης ιστόνης H3, βρέθηκε στα 

ακτινοβοληµένα σε σχέση µε τα µη ακτινοβοληµένα κύτταρα.  

Σε ό,τι αφορά στο πρωτεϊνικό σύµπλοκο myc/mad/max, στα µη ακτινοβοληµένα 

κύτταρα, παρατηρήθηκε έντονο σήµα δηλώνοντας την παρουσία του υποκινητή στα δείγµατα 

που κατακρηµνίστηκαν µε αντισώµατα εναντίον του c-myc αλλά και του mad1, και 

υποδεικνύοντας την ύπαρξη ετερογένειας στον κυτταρικό πληθυσµό. Τα κύτταρα MCF-7, 

MDA-MB-231 και HBL100 (που είχαν δείξει µειορύθµιση της τελοµεράσης µετά από 

ακτινοβόληση) δεν είχαν εµφανή πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα c-myc στον 

υποκινητή, ενώ η πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα mad1 εξακολούθησε να 

παρατηρείται. Στα κύτταρα SK-BR-3 και BT-474 (που είχαν δείξει αύξηση στην έκφραση της 

τελοµεράσης), η πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα mad1 δεν ανιχνευόταν στις 

χρονικές στιγµές των 48 και 72 ωρών. Τα κύτταρα MCF-7/HER2 έδειξαν σήµα πρόσδεσης 

για όλους τους µεταγραφικούς παράγοντες του συµπλόκου σε όλα τα δείγµατα, 

ακτινοβοληµένα και µη, µέχρι και τη χρονική στιγµή των 96 ωρών, παρότι παρατηρήθηκε πιο 

αδύναµο σήµα για το  c-myc στα µη ακτινοβοληµένα και για το mad1 στα ακτινοβοληµένα 

κύτταρα. 

Τα ίδια πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης της χρωµατίνης επαναλήφθηκαν στα 

ακτινοβοληµένα δείγµατα, µε παρεµφερή αποτελέσµατα, και απεικονίζονται στην εικόνα 22Β. 
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Πρόσδεση της πρωτεΐνης p53 δεν παρατηρήθηκε ούτε στα δείγµατα των ασθενών, 

ακτινοβοληµένα και µη. Το κατακρηµνισµένο από το αντίσωµα εναντίον της p53 DNA, 

υποβλήθηκε σε PCR για την αλληλουχία του υποκινητή του γονιδίου p21 και όλα τα δείγµατα 

ήταν θετικά. Όπως και στις κυτταρικές σειρές, έτσι και στα δείγµατα, όλοι οι µεταγραφικοί 

παράγοντες του συµπλόκου myc/mad/max βρέθηκαν να προσδένονται στα µη 

ακτινοβοληµένα κύτταρα των δειγµάτων, υποδεικνύοντας την ύπαρξη κυτταρικής 

ετερογένειας. Αντίθετα, στα ακτινοβοληµένα κύτταρα, η αυξηµένη έκφραση hTERT και η 

αυξηµένη δραστικότητα τελοµεράσης των HER2+ δειγµάτων BC34, BC35 και BC50, 

συνδυάστηκε µε αυξηµένη πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα c-myc υποκινητή της 

hTERT, ενώ η µειωµένη έκφραση hTERT και η συνακόλουθη µειωµένη δραστικότητα 

τελοµεράσης των HER2- δειγµάτων BC32, BC36 και BC43, συνδυάστηκε µε αυξηµένη 

πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα mad1 στον υποκινητή της hTERT. 

Για να επιβεβαιωθεί η ειδικότητα της µεθόδου ανοσοκατακρήµνισης της χρωµατίνης, 

η χρωµατίνη κατακρηµνίστηκε µε αντισώµατα εναντίον της β-galactosidase. Σε αυτά τα 

δείγµατα, δεν ανιχνεύθηκε η αλληλουχία του υποκινητή της τελοµεράσης, αποδεικνύοντας  

 

 

Εικόνα 22:  Ανάλυση της πρόσδεσης 

µεταγραφικών παραγόντων και της 

ακετυλίωσης της ιστόνης Η3, σε 

ακτινοβοληµένες και µη 

ακτινοβοληµένες κυτταρικές σειρές 

καρκίνου του µαστού (Α), και σε 

ακτινοβοληµένα και µη 

καλλιεργηµενα κύτταρα από 

δείγµατα ασθενών µε καρκίνο του 

µαστού (Β) µε τη βοήθεια της 

δοκιµασίας ανοσοκατακρήµνισης της 

χρωµατίνης. Η κατακερµατισµένη 

µετά από επίδραση υπερήχων 

χρωµατίνη, κατακρηµνίστηκε µετά 

από τη χορήγηση αντισωµάτων 

ειδικών για τους µεταγραφικούς 

παράγοντες myc, mad, max, p53 και 

την ακετυλιωµένη ιστόνη H3, στη 

συνέχεια ακολούθησε  PCR µε 

εκκινητές ειδικούς για τον υποκινητή 

της hTERT. 
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την ειδικότητα της µεθόδου. Η µη δεσµευµένη από αντίσωµα χρωµατίνη, συλλέχθηκε από 

όλα τα δείγµατα, υποβλήθηκε σε PCR για τον υποκινητή της hTERT και όλα τα δείγµατα 

ήταν θετικά. 

Συµπερασµατικά, η αυξηµένη έκφραση της hTERT µετά από ακτινοβόληση των 

HER2+ κυτταρικών σειρών και δειγµάτων, συνδυάστηκε µε αυξηµένη πρόσδεση του 

µεταγραφικού παράγοντα c-myc στην περιοχή του υποκινητή, ενώ, αντίθετα, η µειωµένη 

έκφραση της hTERT µετά από ακτινοβόληση των HER2- κυτταρικών σειρών και δειγµάτων 

συνδυάστηκε µε αυξηµένη πρόσδεση του mad1 στον υποκινητή του γονιδίου. 

 

 

2.2.9 Μελέτη της πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα NF-κB στον 

υποκινητή του γονιδίου του c-myc 

 

Η αυξηµένη πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα c-myc στον υποκινητή της 

hTERT, που οδήγησε σε αυξηµένη έκφραση της hTERT και σε αυξηµένη δραστικότητα της 

τελοµεράσης στα ακτινοβοληµένα, θετικά ως προς τον υποδοχέα HER2 κύτταρα, τόσο των 

κυτταρικών σειρών όσο και των δειγµάτων, οδήγησε στη διερεύνηση των πιθανών 

σηµατοδοτικών µονοπατιών που συνδέουν τον υποδοχέα HER2 και την τελοµεράση, µέσω 

του myc. Μελετήθηκαν, πιθανοί ρυθµιστές του υποκινητή του γονιδίου του c-myc, οι οποίοι 

επιλέχθηκαν ώστε να αποτελούν ενδοκυττάρια σηµατοδοτικά µόρια που να συνδέονται µε 

την ενεργοποίηση του υποδοχέα HER2. Από τον υποδοχέα HER2 ξεκινούν διαφορετικά 

σηµατοδοτικά µονοπάτια, από τα οποία τα πιο βασικά είναι τα µονοπάτια MAPK (mitogen-

activated protein kinase) και PI3K/AKT215. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι PI3K/AKT 

διαδραµατίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στη µεταγωγή σηµάτων από αυξητικούς παράγοντες και 

τους υποδοχείς τους216,217. Η φωσφορυλίωση της πρωτεϊνης AKT, µπορεί να οδηγήσει σε 

ενεργοποίηση του πυρηνικού µεταγραφικού παράγοντα NF-κB, ο οποίος θα µπορούσε στη 

συνέχεια να ενεργοποιήσει την hTERT, µέσω του c-myc, το οποίο έχει βρεθεί να αποτελεί 

έναν από τους µοριακούς στόχους του NF-κB218. Η πρόσδεση του NF-κB στον υποκινητή του 

c-myc µελετήθηκε µετά από ανοσοκατακρήµνιση της χρωµατίνης και τα αποτελέσµατα 

απεινονίζονται στην Εικόνα 23. Όταν το κατακρηµνισµένο µε αντίσωµα εναντίον του NF-κB 

αντίσωµα DNA υποβλήθηκε σε PCR για την ανίχνευση αλληλουχιών του υποκινητή του c-

myc, διαπιστώθηκε ότι µόνο τα θετικά ως προς τον υποδοχέα HER2 κύτταρα, έδωσαν 

έντονα σήµατα για τον υποκινητή µετά από ακτινοβόληση, ενώ δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές 

για τα αρνητικά ως προς τον υποδοχέα HER2 κύτταρα.  
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Εικόνα 23 : Πρόσδεση του πυρηνικού µεταγραφικού παράγοντα NF-κB στον υποκινητή του γονιδίου 

c-myc. 

 

2.2.10 Μελέτη της βιωσιµότητας των καρκινικών κυττάρων του µαστού µετά από 

αποσιώπηση του υποδοχέα HER2 και της τελοµεράσης 

 

Προκειµένου να διαπιστωθεί η σηµασία του υποδοχέα HER2 και της έκφρασης του 

γονιδίου της τελοµεράσης στην κυτταρική βιωσιµότητα και την ανθεκτικότητα στην 

ακτινοβόληση, επακολούθησε αποσιώπηση του καθενός από τα ανωτέρω γονίδια χωριστά 

και συνακόλουθη ακτινοβόληση της κυτταρικής σειράς SK-BR-3, η οποία εκφράζει τον 

υποδοχέα HER2 σε µεγαλύτερο βαθµό από κάθε άλλη κυτταρική σειρά ή δείγµα καρκινικού 

ιστού από ασθενείς.  

Καθώς η δοσολογία των 80 nM siRNA εναντίον του HER2 ήταν η πιο 

αποτελεσµατική σε ό,τι αφορά στην καταστολή της τελοµεράσης στα κύτταρα SK-BR-3, 

χρησιµοποιήθηκε αυτή η δοσολογία προκειµένου να διερευνηθεί ο ρόλος του HER2 στην 

αυξηµένη ανθεκτικότητα, των θετικών ως προς τον HER2 κυττάρων, στην ακτινοβολία 

(Εικόνα 24). Όπως φαίνεται στο διάγραµµα Α, η αποσιώπηση του HER2 µε την τεχνολογία 

siRNA οδήγησε σε σηµαντική µείωση της κυτταρικής βιωσιµότητας των κυττάρων SK-BR-3 

(περίπου 60%, 24 ώρες µετά από την επιµόλυνση), κατά πολύ µεγαλύτερη (F=3620,3>>1, 

p<0,05) από τη µείωση που προκάλεσε η ακτινοβολία (F=222,7>>1, p<0,05). Η 

διπαραγοντική ανάλυση µεταβλητότητας έδειξε ότι όταν παρεµβαίνουν και οι δύο 

εξεταζόµενοι παράγοντες (siRNA εναντίον του HER2 και ακτινοβόληση) ταυτόχρονα, έχουν 

ακόµη µεγαλύτερη επίπτωση στην κυτταρική βιωσιµότητα, ελαττώνοντάς την κατά 80%, 24 

ώρες µετά την ακτινοβόληση (F = 3869,5>>1, p<0,05).  
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Εποµένως, προέκυψε ότι η αποσιώπηση του HER2 οδηγεί σε καταστολή της 

έκφρασης της τελοµεράσης και της δραστικότητας του ενζύµου. Προκειµένου να διαπιστωθεί 

ότι η αυξηµένη ανθεκτικότητα των κυττάρων SK-BR-3 στην ακτινοβόληση διάγεται µέσω της 

τελοµεράσης, επακολούθησε αποσιώπηση του γονιδίου της τελοµεράσης, ακτινοβόληση και 

µελέτη της κυτταρικής βιωσιµότητας.  

Η επίδραση της αποσιώπησης του γονιδίου της hTERT στην έκφραση της hTERT και 

στη δραστικότητα της τελοµεράσης απεικονίζεται στην Εικόνα 24B όπου και γίνεται 

προφανής η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου αποσιώπησης του γονιδίου µε την τεχνική 

siRNA. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 24C, η αποσιώπηση της hTERT στα κύτταρα της 

καρκινικής σειράς SK-BR-3 προκάλεσε σηµαντική µείωση στην κυτταρική βιωσιµότητα τόσο 

σε µη ακτινοβοληµένα όσο και σε ακτινοβοληµένα µε 10 Gy κύτταρα, ωστόσο, αυτή η 

µείωση ήταν κατά πολύ µικρότερη από εκείνη που είχε προκαλέσει η αποσιώπηση του 

HER2. Η ανάλυση της µεταβλητότητας έδωσε υψηλή τιµή F-statistics για την ακτινοβόληση 

(F=87,5) και κυρίως για την αποσιώπηση της hTERT (F=567,1). Η συνδυασµένη δράση των 

δύο παραγόντων ήταν πολύ πιο έντονη (F= 669,8). Οι αντίστοιχες τιµές p ήταν χαµηλότερες 

από 0,05 υποδεικνύοντας στατιστικά σηµαντικές σχέσεις. 

Συµπερασµατικά, η αποσιώπηση της hTERT και κυρίως του HER2, οδήγησε σε 

µείωση της ανθεκτικότητας των κυττάρων στην ακτινοβόληση. Η αποσιώπηση του HER2 

οδήγησε σε µείωση των επιπέδων έκφρασης της hTERT και δραστικότητας της τελοµεράσης 

στα HER2+ κύτταρα. 
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Εικόνα 24: A. Η καρκινική κυτταρική σειρά SK-BR-3 επιµολύνθηκε µε siRNA εναντίον του υποδοχέα 

HER2. 24 ώρες µετά από την επιµόλυνση, τα κύτταρα ακτινοβολήθηκαν µε µία δόση των 10 Gy και η 

κυτταρική βιωσιµότητα εκτιµήθηκε µε τη βοήθεια της δοκιµασίας MTT 24, 48 και 72 ώρες µετά από 

την επίδραση της ακτινοβόλησης. Η κυτταρική βιωσιµότητα των µη επιµολυσµένων, µη 

ακτινοβοληµένων κυττάρων θεωρήθηκε ίση µε 100%. Στα διαγράµµατα απεικονίζονται οι τυπικές 

αποκλίσεις ενώ οι αστερίσκοι  δείχνουν τα στατιστικώς σηµαντικά αποτελέσµατα (p < 0.05). B. Τα 

κύτταρα της καρκινικής σειράς SK-BR-3 επιµολύνθηκαν µε siRNA εναντίον της hTERT. Αυξανόµενες  

δόσεις του siRNA εναντίον της hTERT (33 και 100 nM) προκάλεσαν αποτελεσµατική αποσιώπηση 

της hTERT και της δραστικότητας του ενζύµου της τελοµεράσης. C. Κύτταρα της καρκινικής σειράς 

SK-BR-3 επιµολύνθηκαν µε 33 nM siRNA εναντίον της hTERT, ακτινοβολήθηκαν µε µία και µοναδική 

δόση των 10 Gy και η κυτταρική τους βιωσιµότητα µετρήθηκε µε τη βοήθεια της δοκιµασίας MTT στις 

χρονικές στιγµές των 24, 48 και 72 ωρών µετά από την ακτινοβόληση. Στα διαγράµµατα 

απεικονίζονται οι τυπικές αποκλίσεις ενώ οι αστερίσκοι  δείχνουν τα στατιστικώς σηµαντικά 

αποτελέσµατα (p < 0.05). 
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2.3. Συζήτηση 

 

Η ακτινοθεραπεία διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη θεραπεία του καρκίνου του 

µαστού, αλλά η συχνή εµφάνιση όγκων που παρουσιάζουν ανθεκτικότητα σε αυτού του 

είδους τη θεραπεία, αποτελεί πλέον κοινό κλινικό πρόβληµα. H πολυπλοκότητα της νόσου, 

λόγω της εµπλοκής πολλών γονιδίων µε διαφορετικές λειτουργίες, αποτελεί ανασταλτικό 

παράγοντα για την επιτυχία της θεραπευτικής µεθόδου που θα επιλεχθεί. Η γνώση των 

µοριακών µηχανισµών που χρησιµοποιούν τα καρκινικά κύτταρα προκειµένου να 

αποφύγουν τη δραστικότητα της ακτινοθεραπείας, είναι πρωταρχικής σηµασίας για το 

σχεδιασµό νέων θεραπευτικών στρατηγικών που θα έχουν ως στόχο τη βελτίωση της 

αποτελεσµατικότητάς της219. Εποµένως, η δηµιουργία ενός µοντέλου εστιασµένου στον 

καρκίνο του µαστού, το οποίο θα µελετά την ευαισθησία των κυττάρων στην ακτινοθεραπεία 

σε σχέση µε το φαινότυπό τους και τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενεργοποιούνται ή 

αναστέλλονται µετά από την επίδραση ακτινοβόλησης θα ήταν ένα πολύ σηµαντικό και 

χρήσιµο εργαλείο για τον τρόπο εφαρµογής ενός θεραπευτικού σχήµατος220.  

Συγκεκριµένα χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων µπορεί να είναι σε σηµαντικό 

βαθµό υπεύθυνα για την ανθεκτικότητα των κυττάρων στις διαφορετικού τύπου θεραπείες, 

ελέγχοντας σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενέχονται στην αθανατοποίηση των κυττάρων και 

στην αναστολή της απόπτωσης. Στον καρκίνο του µαστού, ορισµένα από τα χαρακτηριστικά 

των καρκινικών κυττάρων, τα οποία διερευνώνται µετά από χειρουργική αφαίρεση ενός 

όγκου και τα οποία φαίνεται να διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση και εξέλιξη 

της νόσου, είναι η παρουσία των ορµονικών υποδοχέων οιστρογόνου (ER), προγεστερόνης 

(PR) και HER2. Η παρουσία του καθενός από τους υποδοχείς ξεχωριστά ή σε συνδυασµό 

µεταξύ τους, έχει ενοχοποιηθεί στο παρελθόν για την αυξηµένη επιθετικότητα της νόσου και 

την αυξηµένη ανθεκτικότητα στη θεραπεία σε µελέτες in vivo και in vitro221-228. Εκτός από 

τους ορµονικούς υποδοχείς και το ρόλο που διαδραµατίζουν στην πορεία της νόσου, το 

γονίδιο p53 θεωρείται ένας από τους σηµαντικότερους δείκτες καλής πρόγνωσης για τον 

καρκίνο του µαστού αλλά και για πολλούς άλλους τύπους καρκίνου. Η παρουσία 

φυσιολογικού p53, οδηγεί στο θάνατο ενός κυττάρου από απόπτωση όταν στον πυρήνα 

αυτού διαπιστώνονται πολλές βλάβες στο DNA, είτε λόγω της έναρξης µίας κακοήθειας, είτε 

λόγω της πρόκλησης βλαβών στο γενετικό υλικό µετά από την εφαρµογή ενός θεραπευτικού 

σχήµατος229-231. Όλα τα ανωτέρω γονίδια, είναι γονίδια-κλειδιά σε ότι αφορά στην 

ενεργοποίηση ή απενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών, µε σηµαντικό ρόλο τόσο στην 

εξέλιξη µίας κακοήθειας, όσο και στην απόκρισή της στη θεραπεία. 

Στην παρούσα µελέτη, διερευνήθηκε ο ρόλος των χαρακτηριστικών των καρκινικών 

κυττάρων, όπως οι ορµονικοί οιστρογονικοί υποδοχείς, οι υποδοχείς προγεστερόνης και ο 

HER2, καθώς και ο ρόλος της παρουσίας λειτουργικής ή µη πρωτεΐνης p53 στη ρύθµιση της 
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έκφρασης της καταλυτικής υποµονάδας hTERT της τελοµεράσης και στη ρύθµιση της 

δραστικότητας της τελοµεράσης σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού και 

σε δείγµατα από καρκινικούς ιστούς ασθενών µε καρκίνο του µαστού, µετά από την 

επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας. Η τελοµεράση  επιλέχθηκε διότι διαδραµατίζει σηµαντικό 

ρόλο στην καρκινογένεση, καθώς η υπερέκφρασή της έχει συσχετισθεί µε την εµφάνιση του 

κακόηθους φαινοτύπου. Προσθέτοντας αλληλουχίες εξανουκλεοτιδίων στα άκρα των 

χρωµοσωµάτων συντελεί στην αθανατοποίηση των κυττάρων, παρακάµπτοντας τον 

κυτταρικό θάνατο που προκύπτει φυσιολογικά µετά από έναν αριθµό κυτταρικών 

διαιρέσεων. Η τελοµεράση θεωρείται ένας από τους βασικότερους µοριακούς δείκτες, 

ενδεικτικούς της µετάπτωσης ενός κυττάρου από τον φυσιολογικό στον κακοήθη 

φαινότυπο19,38. 

 

Στο πρώτο µέρος της διατριβής, µελετήθηκε η έκφραση της καταλυτικής υποµονάδας 

της τελοµεράσης, hTERT, καθώς και η δραστικότητα της τελοµεράσης σε πενήντα δείγµατα 

από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού, πλήρως χαρακτηρισµένα µετά από ιστολογική 

ανάλυση, σε µία προσπάθεια συσχέτισης του κυτταρικού φαινοτύπου µε την έκφραση και τη 

δραστικότητα αυτού του µοριακού δείκτη. Καταρχήν, στα καρκινικά δείγµατα παρατηρήθηκε 

σηµαντική συσχέτιση µεταξύ έκφρασης hTERT και δραστικότητας τελοµεράσης. Το 

αποτέλεσµα αυτό ήταν αναµενόµενο καθώς έχει βρεθεί ότι η δραστικότητα του ενζύµου 

εξαρτάται από την έκφραση της καταλυτικής RNA υποµονάδας44. Παρόµοια αποτελέσµατα 

έχουν βρεθεί και στο παρελθόν σε καρκίνο του πνεύµονα, του τραχήλου της µήτρας, αλλά 

και του µαστού232,233.  

 

Στη συνέχεια, στα πενήντα δείγµατα καρκίνου του µαστού, η έκφραση της hTERT και 

η δραστικότητα της τελοµεράσης συγκρίθηκαν µε τα ιστολογικά χαρακτηριστικά του κάθε 

δείγµατος, ώστε να βρεθούν τυχόν συσχετίσεις µεταξύ κυτταρικού φαινότυπου και έκφρασης 

τελοµεράσης. Η όποια συσχέτιση θα µπορούσε να αποτελεί δείκτη της ρύθµισης της 

τελοµεράσης από κάποιο από τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του κυττάρου. Από τη µελέτη 

αυτή δε βρέθηκε κάποια σηµαντική συσχέτιση ανάµεσα στην παρουσία των υποδοχέων 

οιστρογόνων και προγεστερόνης και στην έκφραση της hTERT ή τη δραστικότητα της 

τελοµεράσης. Αντίθετα, παρατηρήθηκε στα καρκινικά κύτταρα µία σηµαντική συσχέτιση 

µεταξύ της παρουσίας του επιφανειακού υποδοχέα HER2/neu και της έκφρασης της hTERT 

αφενός και της δραστικότητας της τελοµεράσης αφετέρου. Το εύρηµα αυτό είναι σε 

συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες που έδειξαν ότι η αυξηµένη έκφραση της καταλυτικής 

υποµονάδας hTERT της τελοµεράσης είναι αυξηµένη σε θετικούς ως προς τον υποδοχέα 

HER2/Neu όγκους και καρκινικές κυτταρικές σειρές, σε σχέση µε τους αντίστοιχους 

αρνητικούς ως προς τον υποδοχέα όγκους και καρκινικές σειρές234-237. Έχει βρεθεί ότι ο 
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υποκινητής του γονιδίου της hTERT περιέχει µία αλληλουχία που αποτελεί σηµείο 

πρόσδεσης για την 17β-οιστραδιόλη, εποµένως η hTERT θεωρείται ένα από τα σηµαντικά 

γονίδια τα οποία ρυθµίζονται από τα οιστρογόνα, οδηγώντας σε καρκινογένεση στο 

µαστό238,239. H προγεστερόνη, επίσης έχει βρεθεί να ρυθµίζει την έκφραση της hTERT µέσω 

του σηµατοδοτικού µονοπατιού  MAPK (mitogen-activated kinase signalling pathway)73. Οι 

µελέτες αυτές, ωστόσο, είχαν πραγµατοποιηθεί σε κύτταρα τα οποία διεγέρθηκαν µε 

οιστρογόνα ή προγεστερόνη, κάτι που δε συνέβη στη συγκεκριµένη µελέτη, καθώς καµία 

από τις ασθενείς δεν είχε υποστεί ορµονοθεραπεία πριν από την αφαίρεση του όγκου. 

Εποµένως, τα αποτελέσµατά µας δεν έρχονται σε αντίθεση µε τις µελέτες αυτές.  

 

Στη συνέχεια της µελέτης µας, χρησιµοποιήσαµε έξι κυτταρικές σειρές καρκίνου του 

µαστού, πλήρως χαρακτηρισµένες ως προς τα χαρακτηριστικά τους, τις οποίες µελετήσαµε 

ως προς την έκφραση της hTERT και ως προς τη δραστικότητα της τελοµεράσης, όταν τα 

κύτταρα παραµένουν σε καλλιέργεια, υπό συνθήκες απλής ανακαλλιέργειας ανά τριήµερο. 

Παρατηρήθηκε ότι οι καρκινικές σειρές MCF-7/HER2, SK-BR-3 και BT-474 οι οποίες 

εκφράζουν σε υψηλά επίπεδα τον υποδοχέα HER2 έδειξαν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης 

hTERT και δραστικότητας τελοµεράσης σε σχέση µε τις κυτταρικές σειρές MCF-7, MDA-MB-

231 και HBL100 οι οποίες εκφράζουν τον υποδοχέα HER2 σε πολύ χαµηλά επίπεδα, σε 

συµφωνία µε τις προαναφερθείσες παρατηρήσεις στα κυτταρικά εκχυλίσµατα πρωτογενών 

όγκων καρκίνου του µαστού. Η παρουσία των υποδοχέων οιστρογόνου και προγεστερόνης ή 

η παρουσία φυσιολογικής ή µη πρωτεΐνης p53, δε φάνηκε, στη φάση φυσιολογικής 

ανακαλλιέργειας των κυτταρικών αυτών σειρών, να επηρεάζει το σύστηµα 

hTERT/τελοµεράσης. Η ίδια παρατήρηση ισχύει και για τις καλλιέργειες κυττάρων από τα 

δείγµατα των ασθενών. Κατά τη διάρκεια καλλιέργειας και ανακαλλιέργειάς τους τα δείγµατα 

αυτά αφενός διατήρησαν το φαινότυπο που είχε βρεθεί κατά την ιστολογική τους εκτίµηση, 

αφετέρου η έκφραση και η ενεργότητα του συστήµατος hTERT/τελοµεράσης δε φάνηκε να 

επηρεάζεται από την παρουσία των υποδοχέων οιστρογόνου ή προγεστερόνης, ενώ φάνηκε 

να συνάδει µε την παρουσία του υποδοχέα  HER2. 

 

Στο δεύτερο σκέλος της µελέτης µας τα κύτταρα των κυτταρικών σειρών καρκίνου του 

µαστού και κύτταρα από ασθενείς µε καρκίνο του µαστού, που φέρουν διαφορετικά 

χαρακτηριστικά σε ότι αφορά στους υποδοχείς οιστρογόνων, προγεστερόνης, HER2 και στην 

πρωτεΐνη p53, υπέστησαν ακτινοβόληση και η ανταπόκρισή τους στην ακτινοβόληση 

µελετήθηκε σε σχέση µε τη βιωσιµότητα και την ενεργοποίηση του συστήµατος 

hTERT/τελοµεράσης.  

Σε ότι αφορά στη µελέτη της κυτταρικής βιωσιµότητας, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν 

και ακτινοβολήθηκαν µε τρόπο που να προσοµειώνει την in vivo ακτινοβόληση όγκων στο 
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σώµα και η µείωση της βιωσιµότητάς τους µελετήθηκε έως και 96 ώρες µετά από την 

επίδραση της ακτινοβολίας. Το γενικό συµπέρασµα το οποίο προέκυψε από τη συγκεκριµένη 

µελέτη ήταν ότι οι κυτταρικές σειρές, αλλά και τα δείγµατα από ασθενείς που είχαν ως κοινό 

χαρακτηριστικό την υπερέκφραση του υποδοχέα HER2 εµφάνισαν πιο ανθεκτικό χαρακτήρα 

στην ακτινοβόληση σε σχέση µε τις καρκινικές σειρές και τα δείγµατα που είχαν ως κοινό 

χαρακτηριστικό την απουσία του υποδοχέα HER2 στην επιφάνειά τους. Από τη µελέτη αυτή 

δεν προέκυψε κάποια συσχέτιση µε την παρουσία άλλου ορµονικού υποδοχέα ή την 

παρουσία φυσιολογικής ή µεταλλαγµένης πρωτεΐνης p53. Το αποτέλεσµα αυτό έρχεται σε 

συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες, που βρήκαν αυξηµένη ανθεκτικότητα των κυττάρων 

που υπερεκφράζουν τον υποδοχέα HER2 στη θεραπεία, όχι µόνο στον καρκίνο του µαστού 

αλλά και σε άλλους τύπους καρκίνου σε in vitro και in vivo µελέτες221,223,240-244. Τα 

ακτινοβοληµένα κύτταρα µελετήθηκαν και ως προς την κατανοµή τους στον κυτταρικό κύκλο. 

Σε όλες τις περιπτώσεις παρατηρήθηκε σταµάτηµα των κυττάρων είτε στη φάση G1 είτε στη 

φάση G2/M του κυτταρικού κύκλου, γεγονός που σηµαίνει πως σε όλα τα κύτταρα, η 

επίδραση της ιοντίζουσας ακτινοβολίας προκάλεσε σηµαντικές βλάβες στο γενετικό υλικό, 

που δεν επέτρεψαν, στις πρώτες ώρες µετά από την ακτινοβόληση τη µετάβαση σε επόµενη 

φάση της κυτταρικής διαίρεσης. Η µελέτη αυτή δεν οδήγησε σε κάποια συσχέτιση µεταξύ 

φαινοτυπικών χαρακτηριστικών και µεταβολής της κατανοµής των κυττάρων στον κυτταρικό 

κύκλο. Τα γονίδια τα οποία ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο, αλλά και τα σηµεία ελέγχου 

αυτού, είναι διαφορετικά από αυτά της µελέτης µας.  

 

Στη συνέχεια, τα ακτινοβοληµένα κύτταρα µελετήθηκαν ως προς την έκφραση της 

καταλυτικής υποµονάδας hTERT και ως προς τη δραστικότητα της τελοµεράσης. Η 

συγκεκριµένη µελέτη δεν είναι η πρώτη που πραγµατοποιείται σε σχέση µε τη δραστικότητα 

της τελοµεράσης και την έκφραση της καταλυτικής υποµονάδας hTERT, µετά από 

ακτινοβόληση κυττάρων. Κύτταρα από διάφορες καρκινικές σειρές που προέρχονται από 

κακοήθειες διαφορετικών οργάνων έχουν ακτινοβοληθεί στο παρελθόν, συχνά µε 

αντικρουόµενα αποτελέσµατα. Σε κύτταρα της καρκινικής σειράς τραχήλου της µήτρας HeLa, 

τα οποία ακτινοβολήθηκαν µε διάφορες δόσεις ακτινοβολίας γ, δε βρέθηκαν αλλαγές στη 

δραστικότητα τελοµεράσης µεταξύ µη ακτινοβοληµένων κυττάρων και ακτινοβοληµένων 

κυττάρων αµέσως µετά από την επίδραση της ακτινοβολίας, ενώ η δραστικότητα του 

ενζύµου βρέθηκε 2 έως και 3 φορές πιο αυξηµένη στις επόµενες ώρες. Παρόλα αυτά, 120 

ώρες µετά από την επίδραση της ακτινοβολίας, παρατηρήθηκε µείωση των επιπέδων 

δραστικότητας της τελοµεράσης στα ακτινοβοληµένα σε σχέση µε τα µη ακτινοβοληµένα 

κύτταρα158. Παρόµοια αποτελέσµατα έχουν αναφερθεί σε και σε άλλους καρκίνους και 

καρκινικές σειρές του αιµοποιητικού συστήµατος µετά από ακτινοβόληση245,246. Σε άλλη 

µελέτη βρέθηκε ότι χαµηλές δόσεις ιοντίζουσας ακτινοβολίας προκάλεσαν αύξηση στα 
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επίπεδα δραστικότητας της τελοµεράσης και σταµάτηµα των κυττάρων στη φάση G1 του 

κυτταρικού κύκλου, προτείνοντας ότι η αυξηµένη δραστικότητα του ενζύµου µπορεί να 

διαδραµατίζει κάποιο ρόλο στο σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου που επάγεται από την 

ακτινοβόληση159. Σε αντίθεση µε την αρχική αύξηση της δραστικότητας της τελοµεράσης που 

παρατηρήθηκε στα κύτταρα της καρκινικής σειράς HeLa, η ακτινοβόληση των κυττάρων της 

καρκινικής σειράς RKO, δεν οδήγησε σε αύξηση αλλά σε µείωση της δραστικότητας του 

ενζύµου158. Στα κύτταρα Raji δε βρέθηκε αλλαγή στα επίπεδα δραστικότητας της 

τελοµεράσης µετά από ακτινοβόληση, ενώ παρατηρήθηκε αναστολή της τελοµεράσης σε 

ακτινοβοληµένα κύτταρα Jurkat και CEM-6247. 

Εποµένως, από τα µέχρι τώρα αποτελέσµατα σε ότι αφορά στη µελέτη της έκφρασης 

και δραστικότητας της τελοµεράσης µετά από ακτινοβόληση κυττάρων δεν έχει προκύψει 

κάποιο σαφές πρότυπο απόκρισης των κυττάρων σε ότι αφορά στην τελοµεράση. Έχουν 

µελετηθεί, ωστόσο, µεµονωµένες κυτταρικές σειρές, διαφορετικές µεταξύ τους και µε 

διαφορετικές µεθόδους ακτινοβόλησης. Στην παρούσα µελέτη, διερευνήσαµε την έκφραση 

της καταλυτικής υποµονάδας της τελοµεράσης και της δραστικότητας της τελοµεράσης µετά 

από ακτινοβόληση κυτταρικών σειρών και δειγµάτων από καρκινικούς ιστούς του µαστού, σε 

µία προσπάθεια συσχέτισης του κυτταρικού φαινότυπου µε την έκφραση και δραστικότητα 

του σηµαντικού αυτού ογκογονιδίου. Παρατηρήθηκε ότι µετά από την επίδραση ιοντίζουσας 

ακτινοβολίας, οι κυτταρικές σειρές και τα κύτταρα των δειγµάτων που υπερεκφράζουν τον 

HER2 αύξησαν περαιτέρω την έκφραση του υποδοχέα και βρέθηκαν να υπερεκφράζουν την 

τελοµεράση. Αντίθετα αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν στις κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα 

που ήταν αρνητικά ή που εκφράζουν ελάχιστα τον υποδοχέα HER2, όπου διαπιστώθηκε 

µείωση της έκφρασης της τελοµεράσης τόσο σε µεταγραφικό επίπεδο όσο και σε επίπεδο 

δραστικότητας του ενζύµου. Όλα τα παραπάνω στοιχεία, τόσο στους πρωτογενείς όγκους, 

όσο και στις κυτταρικές σειρές και στα καλλιεργηµένα κύτταρα από ασθενείς µετά από 

ακτινοβόληση, υποδεικνύουν αυξηµένη συµβολή του υποδοχέα HER2 στη ρύθµιση του 

γονιδίου της τελοµεράσης. Επιπλέον, η παρατήρηση ότι η κυτταρική σειρά MCF-7/HER2, η 

οποία διαφέρει από τη µητρική κυτταρική σειρά MCF-7 µόνο στην έκφραση του υποδοχέα 

HER2, έδειξε διαφορετικό προφίλ έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της 

τελοµεράσης µετά απο ακτινοβόληση, αποτελεί γεγονός που ενισχύει περαιτέρω την 

υπόθεση της πιθανής συµβολής του υποδοχέα HER2 στη ρύθµιση της έκφρασης της 

τελοµεράσης.  

Ο υποδοχέας HER2 είναι µία καλά χαρακτηρισµένη ογκοπρωτεΐνη, η οποία ενέχεται 

στον έλεγχο ποικίλων βιολογικών διαδικασιών, όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός, η 

διαφοροποίηση, η µετοίκηση (migration) και η απόπτωση248. Πρόκειται για έναν υποδοχέα µε 

ιδιότητα φωσφοκινάσης τυροσίνης, ο οποίος συνδέεται µε τον επιδερµικό υποδοχέα 

αυξητικού παράγοντα EGFR, και ο οποίος διάγει το σχηµατισµό όγκων στο µαστό, την 
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ωοθήκη, τον πνεύµονα, το στοµάχι, το παχύ έντερο, τον νεφρό, την ουροδόχο κύστη και το 

σιελογόνο αδένα. Ο υποδοχέας HER2 έχει βρεθεί να υπερεκφράζεται στο 20 µε 30% των 

ανθρώπινων καρκίνων του µαστού, επηρεάζοντας αρνητικά την πρόγνωση249,250. 

Επιπρόσθετα, επίµυες οι οποίοι εκφράζουν αυξηµένα επίπεδα του υποδοχέα HER2/Neu 

στον µαζικό αδένα, αναπτύσσουν καρκίνο του µαστού σε υψηλά ποσοστά251. Συνακόλουθα, 

ο υποδοχέας HER2/Neu έχει γίνει ένας από τους βασικότερους στόχους της φαρµακευτικής 

βιοµηχανίας στην προσπάθεια καταπολέµησης του καρκίνου του µαστού252.  

 

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ο ρόλος του υποδοχέα HER2 στη ρύθµιση της 

έκφρασης της hTERT στον καρκίνο του µαστού πραγµατοποιήθηκε αποσιώπηση του 

υποδοχέα HER2 και µελέτη της έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της 

τελοµεράσης στα θετικά ως προς τον υποδοχέα κύτταρα της καρκινικής σειράς SK-BR-3, 

καθώς και στα κύτταρα των θετικών ως προς τον υποδοχέα δειγµάτων BC34 και BC35. 

Παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της 

τελοµεράσης µετά από αποσιώπηση του υποδοχέα, γεγονός που υποδεικνύει σηµαντική 

συµβολή του υποδοχέα HER2 στη ρύθµιση του συστήµατος hTERT/τελοµεράσης. Παρόµοια 

αποτελέσµατα είχαν βρεθεί και σε πρόσφατες µελέτες, στις οποίες δεν αποσιωπήθηκε η 

έκφραση του υποδοχέα, αλλά χρησιµοποιήθηκαν µοριακοί ανταγωνιστές εναντίον του 

µεταγραφικού παράγοντα ER81, ο οποίος έχει βρεθεί να ενεργοποιείται από τον HER2 και 

να ρυθµίζει την τελοµεράση. Η χορήγησή του σε κύτταρα SK-BR-3, οδήγησε σε µείωση της 

έκφρασης της hTERT234-236.  

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ο ρόλος του HER2 και της τελοµεράσης στην 

ανθεκτικότητα των κυττάρων που είναι θετικά ως προς τον υποδοχέα HER2, 

πραγµατοποιήθηκε αποσιώπηση του καθενός από τα γονίδια µέσω διαµόλυνσης µε 

λιποσώµατα και συνακόλουθη επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας στα θετικά ως προς τον 

υποδοχέα HER2 κύτταρα SK-BR-3 και στα κύτταρα των δειγµάτων BC34 και BC35. Από την 

παραπάνω διαδικασία παρατηρήθηκε ότι η αποσιώπηση των HER2 και hTERT προκάλεσε 

σηµαντική µείωση της κυτταρικής βιωσιµότητας, πολύ µεγαλύτερη σε σχέση µε την ίδια την 

ακτινοβόληση, γεγονός που υποδεικνύει τη σηµασία της παρουσίας των δύο µορίων για την 

κυτταρική επιβίωση. Ο συνδυασµός της αποσιώπησης του καθενός από τα δύο γονίδια και 

της επίδρασης ακτινοβολίας αύξησε σηµαντικά τη θνησιµότητα των κυττάρων, ειδικά όταν τα 

κύτταρα ακτινοβολήθηκαν κατόπιν αποσιώπησης του HER2. Ο φαινότυπος HER2, 

εποµένως είναι σηµαντικός για τη βιωσιµότητα των κυττάρων που είναι θετικά ως προς τον 

υποδοχέα. Η παρατήρηση ότι η αποσιώπηση της τελοµεράσης οδηγεί σε µικρότερη µείωση 

της κυτταρικής βιωσιµότητας σε σχέση µε την αποσιώπηση του υποδοχέα υποδεικνύει 

αφενός τη µεγάλη σηµασία της παρουσίας του υποδοχέα στα κύτταρα και αφετέρου την 

πιθανή ενεργοποίηση, από τον HER2, πολλαπλών σηµατοδοτικών µονοπατιών, που να 
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καταλήγουν σε πολλαπλά ογκογονίδια που ενισχύουν τον ανθεκτικό φαινότυπο. Σύµφωνα µε 

τις ως τώρα γνώσεις µας, είναι η πρώτη φορά που πραγµατοποιείται µελέτη της 

ανθεκτικότητας στην ακτινοβόληση καρκινικών κυττάρων µαστού µετά από αποσιώπηση του 

υποδοχέα HER2.  

 

Εκτός από τους ορµονικούς υποδοχείς, και άλλοι παράγοντες, όπως η πρωτεΐνη p53 

άγριου τύπου, έχουν αναφερθεί να σχετίζονται µε τη ρύθµιση της τελοµεράσης στα 

ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα. Η κυτταρική απόκριση σε βλάβες στο DNA συµπεριλαµβάνει 

την επαγωγή της απόπτωσης253-255. Παρόλα αυτά, η αδυναµία κάποιων κυττάρων να 

ανταποκριθούν σωστά σε βλάβες στο DNA µπορεί να οδηγήσει σε γενετικές αλλοιώσεις, οι 

οποίες στη συνέχεια οδηγούν στην καρκινογένεση. Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο p53 

διαδραµατίζει βασικό ρόλο στη µεθόδευση της αποπτωτικής διαδικασίας µετά από πρόκληση 

βλαβών στο γονιδίωµα µε τρόπο που µπορεί να εξαρτάται ή και να είναι ανεξάρτητος από τη 

µεταγραφική του δραστηριότητα256,257. Απώλεια της λειτουργίας του p53 παρατηρείται σε 

περισσότερους από τους µισούς ανθρώπινους καρκίνους258 και σε πολλές περιπτώσεις, η 

ευαισθησία των  καρκινικών κυττάρων σε αντικαρκινικές ουσίες ή στην επίδραση 

ακτινοβολίας εξαρτάται από τη λειτουργικότητα ή µη του γονιδίου p53259,260. Η υπερέκφραση 

της πρωτεΐνης p53 άγριου τύπου έχει βρεθεί να µειώνει την ενζυµική δραστικότητα της 

τελοµεράσης σε ένα µεγάλο αριθµό κυτταρικών καρκινικών σειρών, ανεξαρτήτως της 

επίδρασής της στην κυτταρική αύξηση και στην απόπτωση.  

∆εδοµένου του σηµαντικού ρόλου της πρωτεΐνης p53 ως «φύλακα του 

γονιδιώµατος», αλλά και ως πιθανού ρυθµιστή της έκφρασης της τελοµεράσης, διερευνήθηκε 

καταρχήν η επίδραση της ιοντίζουσας ακτινοβολίας στην έκφραση της πρωτεΐνης p53 τόσο 

στις κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού µε p53 άγριου τύπου (MCF-7, MCF-7/HER2 και 

HBL100) και στις κυτταρικές σειρές καρκίνου του µαστού µε διαφορετικές µεταλλάξεις του 

γονιδίου και της πρωτεΐνης p53 (MDA-MB-231, SK-BR-3 και BT-474) όσο και στα 

καλλιεργηµένα κύτταρα από δείγµατα ασθενών µε καρκίνο του µαστού. Στα δείγµατα από 

κύτταρα καρκινικού ιστού ασθενών η αλληλούχιση του γονιδίου p53 έδειξε ότι και τα έξι 

δείγµατα, τα οποία υπέστησαν ακτινοβόληση, έφεραν  φυσιολογικά αντίγραφα του γονιδίου, 

µε µόνη εξαίρεση την αλληλουχία του κωδικονίου 72, όπου παρουσιάζεται ένας φυσιολογικός 

πολυµορφισµός του γονιδίου, ο ρόλος του οποίου στην καρκινογένεση ή τη δράση της 

πρωτείνης p53 που προκύπτει, δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί. Από τη µελέτη της 

έκφρασης της p53 βρέθηκε ότι όλα τα κύτταρα εκφράζουν την πρωτεΐνη p53 και επιπλέον 

αυξάνεται η έκφρασή της µετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας. Η υπερέκφραση 

της πρωτεΐνης p53 θα µπορούσε να είναι υπεύθυνη για τη µείωση της έκφρασης της 

τελοµεράσης µετά από ακτινοβόληση στις τρεις από τις έξι κυτταρικές σειρές και στα τρία 

από τα έξι δείγµατα των ασθενών που είχαν κοινό χαρακτηριστικό την υπερέκφραση του 
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υποδοχέα HER2. Για το λόγο αυτό µελετήθηκε η ικανότητα πρόσδεσης της πρωτεΐνης p53 

στον υποκινητή του γονιδίου της hTERT. Μετά από ανοσοκατακρήµνιση της χρωµατίνης µε 

αντισώµατα έναντι της πρωτεΐνης p53, η πρωτεΐνη p53 δεν ανιχνεύθηκε υπό καµία συνθήκη 

στον υποκινητή της hTERT. Είναι γνωστό ότι η πρωτεΐνη p53 δρα ως καταστολέας για ένα 

µεγάλο αριθµό γονιδίων261,262. Σε αντίθεση µε τη µεταγραφική ενεργοποίηση από την 

πρωτεΐνη p53, η οποία πραγµατοποιείται µε απευθείας πρόσδεσή της σε ειδικές αλληλουχίες 

των ρυθµιστικών περιοχών των γονιδίων στόχων261, η µεταγραφική καταστολή είναι λιγότερο 

καλά κατανοητή, καθώς οι υποκινητές των γονιδίων των οποίων η έκφραση καταστέλλεται, 

δεν περιέχουν κατά κανόνα τέτοιες αλληλουχίες για την πρόσδεση της πρωτεΐνης p53. 

Πρόσφατα, βρέθηκε ότι η καταστολή της hTERT από την πρωτεΐνη p53 δεν προκύπτει από 

την άµεση πρόσδεση της p53 στον υποκινητή της hTERT, αλλά από έναν έµµεσο µηχανισµό 

που ενέχει το µονοπάτι p21/E2F263. 

 

Εφόσον η πρωτείνη p53 δε βρέθηκε να προσδένεται στον υποκινητή του γονιδίου της 

hTERT, µελετήθηκε η ικανότητα της µεταλλαγµένης και της άγριου τύπου p53 να επάγει την 

έκφραση της πρωτεΐνης p21, τόσο στις κυτταρικές σειρές, όσο και στα δείγµατα από ασθενείς 

µε καρκίνο µετά από ακτινοβόληση. Βρέθηκε ότι µε τη µοναδική εξαίρεση της κυτταρικής 

σειράς BT-474 (µε µεταλλαγµένη p53), η πρωτεΐνη p53, τόσο η άγριου τύπου όσο και 

κάποιες µεταλλαγµένες µορφές (µεταλλαγές R280K και R175H των κυτταρικών σειρών MDA-

MB-231 και SK-BR-3 αντίστοιχα) είναι σε θέση να επάγουν την έκφραση της πρωτεΐνης p21 

µετά από ακτινοβόληση. Τα παραπάνω ευρήµατα προτείνουν ότι η εξαρτώµενη από την 

πρωτεΐνη p53 επαγωγή της p21 θα µπορούσε να θεωρηθεί υπεύθυνη για την καταστολή της 

hTERT που παρατηρείται στις κυτταρικές σειρές MCF-7, HBL100 και MDA-MB-231, καθώς 

επίσης και για τη σχετικά καθυστερηµένη αύξηση της έκφρασης της hTERT στην κυτταρική 

σειρά MCF-7/HER2. Τα χαµηλά επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης p21 στα κύτταρα SK-BR-3 

και η πλήρης απουσία έκφρασής της στην κυτταρική σειρά BT-474, θα µπορούσε να 

θεωρηθεί υπεύθυνη για τη σταθερή αύξηση της έκφρασης της hTERT σε αυτές τις κυτταρικές 

σειρές µετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας. Παρόλα αυτά, τα ευρήµατα από τα 

δείγµατα των ασθενών µετά από ακτινοβόληση δε συνηγορούν υπέρ αυτής της υπόθεσης. 

Παρότι και τα έξι δείγµατα διαθέτουν άγριου τύπου πρωτεΐνη p53 και υπερεκφράζουν τόσο 

την πρωτεΐνη p53, όσο και την πρωτεΐνη p21, µόνο σε τρία από αυτά παρατηρήθηκε µείωση 

της έκφρασης της hTERT και της δραστικότητας της τελοµεράσης. Στα δείγµατα αυτά, µόνο η 

παρουσία ή η απουσία του υποδοχέα HER2, φάνηκε σηµαντική στη ρύθµιση του γονιδίου 

της τελοµεράσης. 

 

Ο υποκινητής της hTERT µελετήθηκε στη συνέχεια ως προς την πρόσδεση των 

µεταγραφικών παραγόντων c-myc, mad1 και max και ως προς την ακετυλίωση ή µη της 
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ιστόνης Η3 στον υποκινητή της hTERT, πριν και µετά από ακτινοβόληση των καρκινικών 

σειρών και των δειγµάτων. Παρατηρήθηκε για πρώτη φορά, ότι η αύξηση της έκφρασης της 

hTERT σχετίζεται µε την πρόσδεση κατά προτίµηση των συµπλόκων myc/max στην περιοχή 

«E-box» στον υποκινητή του γονιδίου της hTERT στις ακτινοβοληµένες κυτταρικές σειρές και 

τα ακτινοβοληµένα δείγµατα που υπερεκφράζουν τον υποδοχέα HER2, ενώ αντίθετα, η 

µείωση της έκφρασης της hTERT συσχετίσθηκε µε την πρόσδεση του συµπλόκου mad1/max 

στις κυτταρικές σειρές και τα δείγµατα που εκφράζουν ελάχιστα τον υποδοχέα HER2. Ο 

κρίσιµος ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα c-myc και των υπόλοιπων πρωτεϊνών που 

αποτελούν το δίκτυό του στη ρύθµιση της έκφρασης της hTERT έχει αποδειχθεί σε διάφορες 

µελέτες και σε διαφορετικούς τύπους καρκίνου, που συµπεριλαµβάνουν τον καρκίνο του 

µαστού, του πνεύµονα και τα λευχαιµικά κύτταρα110,264-267. Ωστόσο είναι η πρώτη φορά που 

ο ρόλος του διερευνήθηκε µετά από ακτινοβόληση καρκινικών κυττάρων µαστού. Επίσης, 

είναι η πρώτη ένδειξη ότι η ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα c-myc και η 

µετέπειτα ενεργοποίηση του γονιδίου hTERT γίνεται επιλεκτικά σε κάποιους τύπους 

κυττάρων, συγκεκριµένα στην παρούσα µελέτη σε κύτταρα καρκίνου του µαστού τα οποία 

υπερεκφράζουν τον υποδοχέα HER2. Η αυξηµένη πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα 

c-myc στον υποκινητή της hTERT µόνο στα κύτταρα τα οποία είναι θετικά ως προς τον 

υποδοχέα HER2 µετά από ακτινοβόληση µας οδήγησε στη µελέτη της έκφρασης του 

µεταγραφικού παράγοντα µετά από ακτινοβόληση. Προέκυψε ότι στα ΗΕR2+ κύτταρα η 

ακτινοβόληση οδηγεί σε υπερέκφραση του µεταγραφικού παράγοντα, ο οποίος στη συνέχεια 

ανταγωνίζεται τον mad1 στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων, όπως και στον υποκινητή 

της hTERT, µεταβάλλοντας τη µεταγραφική τους δραστηριότητα.  

Έχει προταθεί ότι η ενεργοποίηση γονιδίων από το µεταγραφικό παράγοντα myc 

µπορεί να εµπλέκει τη συγκέντρωση ακετυλοτρανσφερασών264, οι οποίες θα µπορούσαν στη 

συνέχεια να οδηγήσουν σε αυξηµένη ακετυλίωση των ιστονών στην περιοχή του υποκινητή. 

Στην παρούσα µελέτη, και µετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας, δεν 

παρατηρήθηκε απώλεια, αλλά µείωση του σήµατος της ακετυλιωµένης ιστόνης Η3 στις 

κυτταρικές σειρές οι οποίες εκφράζουν ελάχιστα τον υποδοχέα HER2 (MCF-7, MDA-MB-231 

και HBL100), στις οποίες είχε παρατηρηθεί µείωση της έκφρασης της hTERT, ενώ το 

αντίθετο παρατηρήθηκε για την κυτταρική σειρά MCF-7/HER2, η οποία εκφράζει σταθερά 

τον υποδοχέα HER2. Αυτά τα ευρήµατα συµφωνούν µε προηγούµενες µελέτες264,268, αλλά η 

πιθανότητα τα κατασταλτικά σύµπλοκα του mad να συγκεντρώνουν τις  απακετυλάσες σε 

cis-ρυθµιστικές περιοχές του υποκινητή της hTERT διαφορετικές από τα E-boxes δε µπορεί 

να αποκλειστεί.  

 

Από τη µέχρι τώρα µελέτη, προέκυψε µία σηµαντική αύξηση έκφρασης της hTERT 

µετά από ακτινοβόληση των καρκινικών κυττάρων του µαστού που είναι θετικά ως προς τον 
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υποδοχέα HER2, η οποία συνάδει µε υπερέκφραση του µεταγραφικού παράγοντα  myc και 

αυξηµένη πρόσδεσή του στον υποκινητή του γονιδίου της hTERT. Στη συνέχεια της µελέτης, 

διερευνήθηκαν τα πιθανά σηµατοδοτικά µονοπάτια που συνδέουν τον υποδοχέα HER2 και 

την τελοµεράση, µέσω του myc, καθώς δεν έχει αναφερθεί βιβλιογραφικά άµεση 

ενεργοποίηση του c-myc από τον HER2. Μελετήθηκαν, πιθανοί ρυθµιστές του υποκινητή του 

γονιδίου του c-myc, οι οποίοι επιλέχθηκαν ώστε να αποτελούν ενδοκυττάρια σηµατοδοτικά 

µόρια που να συνδέονται µα την ενεργοποίηση του υποδοχέα HER2. Τα πιο βασικά 

σηµατοδοτικά µονοπάτια που ξεκινούν από τον υποδοχέα HER2 είναι τα µονοπάτια MAPK 

(mitogen-activated protein kinase) και PI3/AKT215. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι PI3/AKT 

διαδραµατίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στη µεταγωγή σηµάτων από αυξητικούς παράγοντες και 

τους υποδοχείς τους216,217. Η φωσφορυλίωση της πρωτεϊνης AKT από τον ενεργοποιηµένο 

υποδοχέα HER2, µπορεί να οδηγήσει σε ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κB 

(nuclear factor kappa B). O NF-κB έιναι µεταγραφικός παράγοντας µε πολλά γονίδια 

στόχους, µεταξύ των οποίων και ο c-myc269. Εποµένως, ο µεταγραφικός παράγοντας NF-κB  

θα µπορούσε να αποτελεί το µοριακό σύνδεσµο µεταξύ HER2 και c-myc, που οδηγεί τελικά 

στην ενεργοποίηση της τελοµεράσης. Η πρόσδεση του NF-κB στον υποκινητή του c-myc 

µελετήθηκε µετά από ανοσοκατακρήµνιση της χρωµατίνης και µόνο στα θετικά ως προς τον 

υποδοχέα HER2 κύτταρα παρατηρήθηκε πρόσδεση του NF-κB και εποµένως ενεργοποίηση 

του µονοπατιού PI3/AKT, ενώ δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές για τα αρνητικά ως προς τον 

υποδοχέα HER2 κύτταρα. Σύµφωνα µε τις ως τώρα γνώσεις µας, είναι η πρώτη φορά που 

γίνεται µελέτη του συγκεκριµένου µονοπατιού αυτού, µετά από ακτινοβόληση κυττάρων.  

 

Συµπερασµατικά, η παρούσα µελέτη προτείνει µία σηµαντική συσχέτιση µεταξύ της 

υπερέκφρασης του υποδοχέα HER2 και της έκφρασης του συστήµατος hTERT/τελοµεράσης 

στον καρκίνο του µαστού. Προτείνεται για πρώτη φορά, ένα µοντέλο όπου ο υποδοχέας 

HER2 διαδραµατίζει ένα σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης του συστήµατος 

hTERT/τελοµεράσης µετά από την επίδραση ιοντίζουσας ακτινοβολίας σε κύτταρα καρκίνου 

του µαστού, αυξάνοντας παράλληλα την ανθεκτικότητα των κυττάρων στην ακτινοβόληση. 

Βρέθηκε ότι η υπερέκφραση του υποδοχέα HER2, µέσω του σηµατοδοτικού µονοπατιού 

PI3/AKT, ενεργοποιεί τον µεταγραφικό παράγοντα NF-κB, ο οποίος στη συνέχεια 

ενεργοποιεί την έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα c-myc, που φαίνεται να αποτελεί ένα 

λειτουργικό µεταγραφικό ρυθµιστή της έκφρασης της καταλυτικής υποµονάδας hTERT της 

τελοµεράσης στα ακτινοβοληµένα καρκινικά κύτταρα του µαστού, προσδίδοντάς τους 

ανθεκτικότητα στη θεραπεία. Πιθανή κλινική εφαρµογή των ευρηµάτων της παρούσας 

µελέτης αποτελεί η χρήση µοριακών ανταγωνιστών έναντι του υποδοχέα HER2, αλλά και του 

γονιδίου-στόχου του hTERT, ώστε να µειωθεί η ανθεκτικότητα των καρκινικών κυττάρων του 

µαστού κατά την εφαρµογή ενός ακτινοθεραπευτικού σχήµατος. 
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