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ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΣΤΑ ΕΛΛΗΝΙΚΑ 
 
 

Εισαγωγή 
 
        Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι διερεύνηση έκφρασης σε επίπεδο 

mRNA των αυτοφαγικών γονιδίων Beclin-1 & LC3 καθώς και του προ-
αποπτωτικού γονιδίου Noxa σε 108 ζεύγη ιστών παχέος εντέρου 
(καρκινικός/φυσιολογικός) με real time PCR. 

 

Δείγματα και μέθοδοι 

Χρησιμοποιήθηκαν 108 κλινικά δείγματα ιστού από ασθενείς με καρκίνο 
του παχέος εντέρου και 108 κλινικά δείγματα από φυσιολογικό ιστό 
ασθενών κατόπιν αφαίρεσης μέρους του παχέος εντέρου εκατέρωθεν 
του νεοπλάσματος. Τα δείγματα προσφέρθηκαν από το Γενικό 
Νοσοκομείο Αθηνών “Γεώργιος Γεννηματάς” και οι ασθενείς 
ενημερώθηκαν. Από τα δείγματα αυτά απομονώθηκε RNA, το οποίο 
χρησιμοποιήθηκε για την μελέτη έκφρασης των επιπέδων Noxa, Beclin-1 
και LC3. 
Στατιστική αξιολόγηση της σημασίας τους ως δείκτες και της σχέσης με 
την παρουσία μετάλλαξης του KRAS, την διήθηση σε λεμφαδένες και το 
στάδιο του καρκίνου (MedCalc Software, Ostend, Belgium) 

 

        Τα αποτελέσματα των μετρήσεων στα πειράματα αναλύθηκαν με το 
πρόγραμμα  MedCalc Software, Ostend, Belgium και οι διαφορές 
αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας t-test, Mann Whtney test και Wilcoxon 
test. Χρησιμοποιήσαμε επίσης και την ανάλυση ROC για να 
αξιολογήσουμε αν μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το κάθε γονίδιο 
μεμονωμένα ή συνδυαστικά ως διαφοροδιαγνωστικό δείκτη. Τιμές με p-
value<0.05 χαρακτηρίστηκαν στατιστικά σημαντικές 

 

Αποτελέσματα  

        Από την στατιστική ανάλυση προέκυψε στατιστικά σημαντική πτώση των 
επιπέδων έκφραση του mRNA του Beclin-1 στα καρκινικά σε σύγκριση 
με τα αντίστοιχα φυσιολογικά τους, ανεξάρτητα από την παρουσία K-Ras 
μετάλλαξης. 

        Στη συνέχεια ανάλυση καμπύλης ROC μας έδειξε ότι το Beclin-1 μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί ως διαφοροδιαγνωστικός δείκτης. 

 

        Από την στατιστική ανάλυση προέκυψε στατιστικά σημαντική πτώση των 
επιπέδων έκφραση του mRNA του LC3 στα καρκινικά σε σύγκριση με τα 
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αντίστοιχα φυσιολογικά τους, ανεξάρτητα από την παρουσία K-Ras 
μετάλλαξης. 

        Στη συνέχεια ανάλυση καμπύλης ROC μας έδειξε ότι το LC3 μπορεί να       
        χρησιμοποιηθεί ως διαφοροδιαγνωστικός δείκτης. 
 
 
        Από την στατιστική ανάλυση προέκυψε στατιστικά σημαντική αύξηση 

των επιπέδων έκφραση του mRNA του NOXA στα καρκινικά σε 
σύγκριση με τα αντίστοιχα φυσιολογικά τους, ανεξάρτητα από την 
παρουσία K-Ras μετάλλαξης. 

        Στη συνέχεια ανάλυση καμπύλης ROC μας έδειξε ότι το NOXA μπορεί να       
        χρησιμοποιηθεί ως διαφοροδιαγνωστικός δείκτης. 
        Επίσης στο mRNA του NOXA βλέπουμε μια υπερέκφραση όταν ο 

καρκίνος είναι στο στάδιο ΙΙΙ/ΙV σε σύγκριση με το στάδιο Ι/ΙΙ. 
 
 
        Τέλος ένας συνδυασμός των τριών γονιδίων με ανάλυση καμπύλης ROC 

μας έδωσε ότι ο συνδυασμός έκφρασης του Beclin-1 και LC3 μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως διαφοροδιαγνωστικός δείκτης. 

 
 

 
Συμπεράσματα 

        Υπάρχει μια σημαντική υποέκφραση των επιπέδων mRNA των Beclin-1 
και LC3 σε Κ.Π.Ε. ανεξάρτητα από την παρουσία K-Ras mutant. 

        Αντίθετα τα επίπεδα mRNA του NOXA υπερεκφράζονται σημαντικά σε 
Κ.Π.Ε. ειδικά στο στάδιο ΙΙΙ/ΙV των όγκων, ανεξάρτητα από την παρουσία 
μεταλλάξεων του K-Ras. 

 
        Με ανάλυση καμπύλης ROC βλέπουμε ότι η έκφραση του κάθε γονιδίου 

ξεχωριστά καθώς και η έκφραση του Beclin-1 και LC3 συνδυαστικά έχει 
διαφοροδιαγνωστική αξία. 
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ABSTRACT 
 

 

The aim of our study was to investigate the mRNA expression levels of Beclin-
1, Lc3 and Noxa genes in 108 colorectal cancer tissues and their 
corresponding normal mucosa.  
Fresh frozen colorectal tissue was obtained from patients undergoing surgery 
for colorectal cancer at G.Gennimatas General Hospital of Athens. The tissue 
was removed by the surgeon from the primary tumour near the colonic wall to 
avoid necrotic areas. Normal mucosa, taken from the histologically negative 
margins of the tumour, was also obtained from each patient. All patients were 
informed about the study and gave their consent.  
Total RNA was extracted from each specimen and was used to determine the 
mRNA expression levels of the investigated genes. Differences in the mRNA 
expression profile of the studied genes between colorectal cancer tissue and 
normal tissue specimens were evaluated with the non-parametric Wilcoxon 
Signed Ranks test. Colorectal cancer tissues were classified according to their 
TNM stage and statistical analysis was performed with the use of Mann-
Whitney U test. Receiver-operating characteristic (ROC) curves were 
constructed for quantitative PCR data sets using a single-gene test in 
colorectal cancer versus normal tissues, by plotting sensitivity versus (1-
specificity). Moreover, differences in the mRNA expression profile of the genes 
was examined between colorectal cancer and normal tissues in subgroups of 
patients according to the KRAS mutation status (mutant or wild-type colorectal 
cancer tissue) using the Mann-Whitney U test. A p-value of 0.05 (or less) was 
considered as statistically significant. 
Beclin-1 and Lc3 genes are significantly down-regulated in colorectal cancer, 
independently of KRAS mutation status, whereas Noxa is significantly up-
regulated, also independently of KRAS mutation status. ROC analyses 
showed that Beclin-1, Lc3 and Noxa expression has discriminatory value 
between colorectal cancer and normal tissue. Combinatorial ROC analysis 
revealed the marginally fair discriminatory value of Beclin-1 and Lc3 genes as 
a panel.  
Beclin-1, Lc3 and Noxa mRNA expression levels are significantly deregulated 
in colorectal cancer and could provide a panel of markers with fair 
discriminatory value between colorectal cancer and normal tissue 
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Α. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 
 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
1.1 Τι είναι ο Καρκίνος   
   Καρκίνος ονομάζεται η ασθένεια που χαρακτηρίζεται από ανεξέλεγκτο 
πολλαπλασιασμό κυττάρων που εμφανίζουν ποικίλο βαθμό πιστότητας με τα 
προγονικά και δημιουργούν (κακοήθεις) όγκους (μάζες καρκινικών κυττάρων ή 
αλλιώς νεοπλασίες). [1] Η ονομασία του δόθηκε από τον Ιπποκράτη ο οποίος 
παρατήρησε ότι η μορφή των όγκων έμοιαζε με καβούρι (καρκίνο). Στην 
ιατρική ονομάζεται και Νεοπλασματική Νόσος. 
 
 

1.2 Καρκινογένεση  
  Ο καρκίνος είναι γενετικό νόσημα: προκύπτει από παθολογικές μεταβολές 
της αλληλουχίας του DNA. Διαφέρει από άλλα γενετικά νοσήματα κατά το 
γεγονός ότι οι εμπλεκόμενες μεταλλάξεις είναι σωματικές, δηλαδή συμβαίνουν 
σε διάσπαρτα μεμονωμένα σωματικά κύτταρα του ώριμου σώματος, και 
διαφέρουν από τις μεταλλάξεις της γαμετικής σειράς, που μεταβιβάζονται από 
τα γαμετικά κύτταρα από τα οποία αναπτύσσεται ολόκληρος ο πολυκύτταρος 
οργανισμός [2].  
Ένα μεγάλο μέρος της έρευνας κατά του καρκίνου αναζητά τις αιτίες 
εμφάνισης αυτών των μεταλλάξεων, παρ’ όλα αυτά τα συμπεράσματα είναι 
ανεπαρκή. Ωστόσο το αποτέλεσμα είναι σαφές: απώλεια ελέγχου της 
κυτταρικής αύξησης που οδηγεί στον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό 
κυττάρων, ο οποίος χαρακτηρίζει την νόσο.  
 
 

1.2.1 Διαδικασία της Καρκινογένεσης αναλυτικά: [2] 
 

1. Μετατροπή των πρωτοογκογονιδίων σε ογκογονίδια και 
απενεργοποίηση των 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 
 

  Στο γονιδίωμα των φυσιολογικών κυττάρων υπάρχουν γονίδια τα οποία 
ελέγχουν την φυσιολογική ανάπτυξη τους, την κυτταρική αύξηση και 
διαφοροποίηση και ονομάζονται πρωτοογκογονίδια. Στο γονιδίωμα επίσης 
υπάρχουν και τα ογκοκατασταλτικά γονίδια, τα οποία είναι φυσιολογικά γονίδια 
που τα προϊόντα τους(πρωτεΐνες) αναστέλλουν τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό.  
Το πρώτο βήμα της καρκινογένεσης είναι η μεταλλαγή των 
πρωτοογκογονιδίων σε ογκογονίδια, γονίδια δηλαδή που προάγουν τον 
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σχηματισμό όγκου, αλλά και η απενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών 
γονιδίων. 
Υπεύθυνη για αυτές τις αλλαγές δεν είναι μία και μοναδική μετάλλαξη αλλά 
ένα πλήθος μεταλλάξεων που πιθανώς συσσωρεύονται από γενιά σε γενιά, 
μεταλλάσσοντας τα πρωτοογκογονίδια σε ογκογονίδια και προκαλώντας 
τέτοιες διαφοροποιήσεις στα ογκοκατασταλτικά γονίδια που τα καθιστούν 
ανενεργά [2,3] .  
Τα ογκογονίδια μπορεί να οδηγούν στην παραγωγή μίας μη φυσιολογικής 
πρωτεΐνης ή ακόμα και σε αφύσικα υψηλά επίπεδα μιας φυσιολογικής 
πρωτεΐνης. Σε κάθε περίπτωση όμως το κύτταρο οδηγείται σε αύξηση του 
ρυθμού πολλαπλασιασμού του. Ενώ ταυτόχρονα η απενεργοποίηση των 
ογκοκατασταλτικών γονιδίων καθιστά το κύτταρο ανίκανο να βάλει τέρμα σε 
αυτόν τον πολλαπλασιασμό. Έτσι ο πολλαπλασιασμός καθίσταται 
ανεξέλεγκτος και οδηγεί στο σχηματισμό των όγκων 
 
 

2. Μετατροπή των φυσιολογικών κυττάρων σε καρκινικά 

 
  Έχει διαπιστωθεί ότι τα καρκινικά κύτταρα προέρχονται από φυσιολογικά 
κύτταρα, που έχουν ωστόσο κάποια χαρακτηριστικά που τα διαφοροποιούν 
από αυτά. 
Για το λόγο αυτό θεωρούμε ότι τα καρκινικά κύτταρα έχουν υποστεί αλλαγές. 
Διαπιστώθηκε ότι οι αλλαγές αυτές περνούν κατά την κυτταρική διαίρεση από 
ένα καρκινικό κύτταρο στα θυγατρικά του, γεγονός που δείχνει ότι πρόκειται 
για αλλαγές στο γενετικό υλικό.  
 
Η μετατροπή των φυσιολογικών κυττάρων σε καρκινικά είναι επακόλουθο της 
μεταλλαγής των πρωτοογκογονιδίων σε ογκογονίδια αλλά και την 
απενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 
 
 

3. Ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασμός των καρκινικών κυττάρων και 
δημιουργία όγκων. 

 
  Τα ογκογονίδια οδηγούν σε αύξηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού και 
διαίρεσης των κυττάρων ενώ η απενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών 
γονιδίων συνεπάγεται αδυναμία καταστολής του κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού. Έτσι τα καρκινικά κύτταρα πολλαπλασιάζονται 
ανεξέλεγκτα δημιουργώντας όγκους (ή νεοπλασίες, tumors). Στην περίπτωση  
που ο δημιουργηθείς πρωτοπαθής όγκος είναι καλοήθης, συνήθως μπορεί να 
αφαιρεθεί πλήρως με χειρουργική επέμβαση χωρίς να υποτροπιάζει.  
  Αν είναι κακοήθης (καρκινικός) δημιουργεί μεταστάσεις*, με αποτέλεσμα η 
αφαίρεση του πρωτοπαθούς όγκου να μην επιφέρει την ίαση, αφού πλέον 
υπάρχουν άλλες καρκινικές εστίες, σε διάφορα μέρη του σώματος [1,2]. Οι 
κακοήθεις όγκοι με την αύξηση του μεγέθους τους και την διεισδυτικότητα των 
καρκινικών κυττάρων προκαλούν σοβαρά προβλήματα στους ιστούς και στην 
λειτουργία ολόκληρου του οργανισμού. Ενώ στην περίπτωση των καλοηθών 
τα προβλήματα που δημιουργούν είναι ουσιαστικά μόνο μηχανικά (πιέζουν 
τους γύρω ιστούς).  
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Επιπλέον, υπάρχει ο κίνδυνος κακοήθους εξαλλαγής ενός καλοήθους όγκου, 
δηλαδή να υποπέσει σε κακοήθη όγκο και να αρχίσει να διηθεί τους γύρω 
ιστούς. 
 
 

4. Δημιουργία μεταστάσεων. 
 
  Τα καρκινικά κύτταρα έχουν την ικανότητα να διεισδύουν στα αιμοφόρα 
αγγεία και μέσω της ροής του αίματος να μεταφέρονται σε άλλο μέρος του 
σώματος που δεν βρίσκεται σε επαφή με το προηγούμενο, να εγκαθίστανται 
και να δημιουργούν νέους καρκινικούς όγκους (αιματογενής διασπορά). 
Άλλοτε μεταφέρονται μέσω των λεμφαγγείων οπότε έχουμε την λεμφογενή 
διασπορά. Το αποτέλεσμα είναι να προσβάλλονται και άλλα μέρη και όργανα 
του σώματος με επακόλουθο την δυσλειτουργία ολόκληρου του οργανισμού 
και συνήθως, δυστυχώς, τον θάνατο. 
 
 

1.3 Καρκίνος Παχέος Εντέρου  
Τα καρκινώματα στο παχύ έντερο και στο ορθό ανήκουν στους συχνότερους 
τύπους καρκίνου στις δυτικές χώρες. Μαζί με τον καρκίνο του πνεύμονα, τον 
καρκίνο του μαστού στις γυναίκες και τον καρκίνο του προστάτη στους 
άνδρες, αποτελούν την πλειονότητα των θανατηφόρων καρκίνων στις χώρες 
αυτές και σημαντικό κοινωνικό πρόβλημα. 
 

 

1.3.1 Ιστολογική δομή του Παχέος Εντέρου 

   Το τοίχωμα του παχέος εντέρου αποτελείται από τέσσερις χιτώνες: το 
βλεννογόνο, τον υποβλεννογόνιο, το μυϊκό και τον ορογόνο (εικόνα 1.1). 

 

 
α. Βλεννογόνο 
         
 
β. Υποβλεννογόνιος Χιτώνας 
         
 
 
 
γ. Μυϊκός Χιτώνας 
         
δ. Ορογόνος 
                           

Εικόνα 1.1:  Χιτώνες Παχέος Εντέρου [121] 
 

 
 
 
 



15 

 

1.3.2 Σταδιοποίηση 

   Στη διεθνή βιβλιογραφία αναφέρονται πολλά σχήματα σταδιοποίησης του 
καρκίνου του παχέος εντέρου. Η κατά Dukes σταδιοποίηση (1937) ήταν η 
πρώτη κοινά αποδεκτή προσπάθεια: 
 

 Στάδιο Α: Το νεόπλασμα περιορίζεται εντός του βλεννογόνου. 
 

 Στάδιο Β: Η βλάβη επεκτείνεται στο μυϊκό χιτώνα χωρίς να τον διηθεί σε 
όλο το πάχος του ή με εξ ολοκλήρου διήθηση του χιτώνα. 
 

 Στάδιο C: Νεοπλασματική διήθηση των λεμφαδένων, με τον όγκο να 
περιορίζεται εντός του εντερικού τοιχώματος ή να έχει διηθήσει εξ  
ολοκλήρου το εντερικό τοίχωμα. 

 

 Στάδιο D: Ο όγκος έχει δώσει απομακρυσμένες μεταστάσεις. 
              
           . 

1.3.3 Προγνωστικοί Δείκτες  
   Η πρόγνωση του καρκίνου του παχέος εντέρου εξαρτάται από έναν 
αριθμό κλινικών και παθολογοανατομικών παραμέτρων: 
 

i. Ηλικία: Άτομα πολύ μικρής ή πολύ μεγάλης ηλικίας έχουν συνήθως 
κακή πρόγνωση. 

ii. Φύλο: Η πρόγνωση συνήθως είναι καλύτερη στις γυναίκες σε σχέση 
με τους άνδρες. 

iii. Εντόπιση: Σημαντικό ρόλο φαίνεται να παίζει η εντόπιση του 
καρκίνου. Έτσι έχουμε καλύτερη πρόγνωση όταν εντοπίζεται στο 
αριστερό κόλον, σε αντίθεση με το σιγμοειδές και τον πρωκτό όπου 
έχουμε χειρότερη πρόγνωση. 

iv. Σταδιοποίηση: Αποτελεί την πλέον αξιόπιστη πρόβλεψη για την 
εξέλιξη του ασθενούς και αυτή γίνεται αξιολογώντας τρεις βασικούς                 
παράγοντες. Αυτοί είναι το βάθος διήθησης του εντερικού       
τοιχώματος, η προσβολή των γειτονικών λεμφαδένων και η ύπαρξη 
απομακρυσμένων μεταστάσεων. Η πρόγνωση είναι πολύ καλή όταν 
ο καρκίνος είναι πολύ μικρός και εντοπίζεται μόνο σε προϋπάρχοντα 
πολύποδα. Αντίθετα, όταν ο καρκίνος έχει διηθήσει όλο το τοίχωμα 
του παχέος εντέρου ή έχει δώσει μεταστάσεις σε γειτονικούς 
λεμφαδένες ή σε απομακρυσμένα όργανα η πρόγνωση είναι κακή. 

v. Ιστολογικός τύπος: Όταν πρόκειται για διάφορους ιστολογικούς 
υποτύπους όπως το βλεννώδες καρκίνωμα, το μικροκυτταρικό και 
το "δίκην σφραγιστήρος δακτυλίου" καρκίνωμα, έχουμε χειρότερη 
πρόγνωση σε σχέση με το συνηθισμένο αδενοκαρκίνωμα του 
παχέος εντέρου. 

vi. Βαθμός κακοήθειας: Όσο πιο καλά διαφοροποιημένο είναι ένα 
καρκίνωμα τόσο πιο καλή είναι και η πρόγνωση. 
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1.3.4 Μοντέλο Καρκινογένεσης Παχέος Εντέρου 

   Αρχικά στάδια της νόσου διακρίνονται ιστολογικά, ενώ η νόσος εξελίσσεται 
από υπερπλασία σε καλοήθη αδενώματα και διηθητικά καρκινώματα έως 
συστηματική μεταστατική νόσος. Οι πιο πρώιμα αναγνωρίσιμες 
προνεοπλασματικές αλλαγές έχουν ως αποτέλεσμα υπερπλαστικές ή 
δυσπλαστικές κρύπτες. Οι αδενωματώδεις πολύποδες αποτελούν πρόδρομα 
στάδια πολλών καρκινωμάτων. Εντοπίζονται ως μοναδικοί καλοήθεις όγκοι 
που προεξέχουν προς τον αυλό του εντέρου και αποτελούνται από 
πεπαχυμένο, περισσότερο ή λιγότερο αποδιοργανωμένο επιθήλιο. Πολλαπλοί 
πολύποδες παρατηρούνται σε συγκεκριμένες περιστάσεις, όπως στη FAP. Η 
γενική αρχή που διέπει τα ανθρώπινα καρκινώματα ότι ξεκινούν από αλλαγές 
σε αρκετά διαφορετικά γονίδια ισχύει και στον καρκίνο του παχέος εντέρου. 
Επιπλέον, οι αλλαγές αυτές έχουν προσδιοριστεί για συγκεκριμένα στάδια 
ανάπτυξης του όγκου και έχουν συσχετιστεί με συγκεκριμένες ιστολογικές 
αλλαγές. Αυτό το μοριακό μοντέλο καρκινογένεσης του παχέος εντέρου έχει 
βοηθήσει στην κατανόηση των υποκείμενων βιολογικών διαδικασιών. Πολλές 
φορές γίνεται προσπάθεια να μεταφερθεί το μοντέλο και σε άλλους καρκίνους, 
και υπό αυτή την έννοια ο καρκίνος του παχέος εντέρου έχει γίνει 
παραδειγματικό μοντέλο στη μοριακή ογκολογία. Το θεμελιώδες βήμα στην 
ανάπτυξη του καρκίνου του παχέος εντέρου και το οποίο οδηγεί αρχικά σε 
αδενώματα είναι μια συνεχής ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού 
WNT. Συνήθως προκαλείται από απώλεια λειτουργίας του κλασικού 
ογκοκατασταλτικού APC (Adenomatosis polyposis coli), λιγότερο συχνά από 
μεταλλάξεις στο CTNNB1 οι οποίες ενεργοποιούν ογκογονικά τη β-κατενίνη 
και σπανίως από άλλες αλλαγές στο μονοπάτι. Η ενεργοποίηση φαίνεται να 
προσδίδει ένα φαινότυπο παρόμοιο με των βλαστικών κυττάρων στα 
καρκινικά κύτταρα. 
Περαιτέρω βήματα για την εξέλιξη στον καρκίνο του παχέος εντέρου 

σχετίζονται με μεταλλάξεις που ενεργοποιούν το KRAS, απώλεια λειτουργίας 
της TP53 και απενεργοποίηση της κυτταρικής απόκρισης στον TGF-β. Ο 
καρκίνος του παχέος εντέρου υποδεικνύει ότι η ανάπτυξη του όγκου μπορεί 
να πραγματοποιηθεί μέσω αρκετών διαφορετικών μηχανισμών, όπως 
αυξημένου ρυθμού σημειακών μεταλλαγών, χρωμοσωματικής αστάθειας ή 
αυξημένου ρυθμού επιγενετικών αλλαγών. Αυτές οι μοριακά προσδιορισμένες 
υποκατηγορίες διαφέρουν μετριοπαθώς στη μορφολογία και την κλινική 
συμπεριφορά, αλλά η ταξινόμηση είναι πολύ χρήσιμη στη διαγνωστική και 
στην επιλογή των θεραπευτικών στόχων. Για παράδειγμα, μια υποκατηγορία 
καρκίνου παχέος εντέρου χαρακτηρίζεται από αυξημένη συχνότητα σημειακών 
μεταλλάξεων, οι οποίες είναι περισσότερο εμφανείς ως συχνές αλλαγές στο 
μήκος των αλληλουχιών των μικροδορυφόρων. Αυτή η μικροδορυφορική 
αστάθεια’ προκαλείται από ατέλεια στο σύστημα επιδιόρθωσης DNA 
παράταιρων βάσεων. Μπορεί αυθόρμητα να ξεκινήσει από γενετική ή 
επιγενετική απενεργοποίηση γονιδίων που κωδικοποιούν συστατικά του 
συστήματος αυτού ή ως συνέπεια κληρονομήσιμων αλλαγών στα γονίδια 
αυτά, όπως στο κληρονομικό σύνδρομο HNPCC (Hereditary nonpolyposis 
colorectal cancer). Σημαντική πρόοδος έχει γίνει την τελευταία δεκαετία ως 
προς την κατανόηση των μοριακών – γενετικών αλλαγών που σχετίζονται με 
τον καρκίνο του παχέος εντέρου. Ταυτοποιημένα γονίδια, σχετιζόμενα με 

όγκους, το DCC (Deleted in Colon Carcinoma) και MMC (Mutated in Colon 
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Carcinoma) συμμετέχουν σε πολλά στάδια του μετασχηματισμού από 
φυσιολογικό εντερικό βλεννογόνο σε μεταστατικό καρκίνωμα (εικόνα 1.2). 
 

 

         

            

 

           

 

 

 
 
 
 

 
Εικόνα 1.2: Μοντέλο Καρκινογένεσης  Παχέος Εντέρου [122] 

 

 

1.4 Το μονοπάτι της MAP Κινάσης και ο ρόλος του 
   Στο σποραδικό Κ.Π.Ε., το μονοπάτι KRAS-BRAF-MAPK είναι συχνά 
μεταλλαγμένο όπου οι μεταλλάξεις του KRAS είναι αντίστροφα σχετιζόμενες 
με τις μεταλλάξεις του BRAF, με τις τελευταίες να είναι πιο συχνές στον 
ανθρώπινο καρκίνο. Το μονοπάτι των MAP κινασών συμβάλει στον έλεγχο 
αυξηντικών σημάτων, κυτταρικής επιβίωσης και διείσδυσης στον καρκίνο. Το 
μονοπάτι αυτό περιλαμβάνει διάφορα πρωτο-ογκογονίδια και απορρυθμίζεται 
στο 30% περίπου των καρκίνων. Οι ογκογόνες μεταλλάξεις RAS και BRAF, 
που ενεργοποιούν το μονοπάτι σηματοδότησης των πρωτεϊνικών κινασών 
ενεργοποιημένων από μιτογόνα (MAPK), συμβαίνουν σε 37% και 13% των 
Κ.Π.Ε., αντίστοιχα. [4,5]  
Οι υποδοχείς MAP κινάσης, έχουν ενδογενή δράση τυροσινικής κινάσης στα 
κυτταροπλασματικά τους κατάλοιπα, μια ενεργότητα που είναι αρχικά 
αδρανής. Η σύνδεση του προσδέτη στα εξωκυτταρικά κατάλοιπα αυτών των 
υποδοχέων τυροσινικής κινάσης (RTKs) οδηγεί στον διμερισμό τους και την 
ενεργοποίηση της δράσης της τυροσυνικής κινάσης, ξεκινώντας ένα 
ενδοκυτταρικό μονοπάτι σηματοδότησης που βασικά προάγει τον 
πολλαπλασιασμό. Στα κύτταρα των θηλαστικών όλοι οι RTKs, φαίνεται να 
χρησιμοποιούν ένα καλά διατηρημένο μονοπάτι μεταφοράς σήματος στο 
οποίο το σήμα μεταφέρεται στην πρωτεΐνη RAS, οδηγώντας στην 
ενεργοποίηση της. Η RAS είναι μια GTPαση και συνεπώς, ενεργοποιείται με 
την εναλλαγή GDP με GTP. Η ενεργοποιημένη RAS-GTP προάγει την 
δημιουργία σηματοδοτικών συμπλεγμάτων στην μεμβράνη όπου είναι 
σηνδεδεμένη από τρεις πρωτεϊνικές κινάσες που δρουν διαδοχικά, τις RAF, 
MEK, και ERK. Η ενεργή RAS-GTP πρωτεΐνη προσδένεται στο αμινοτελικό 
ρυθμιστικό κατάλοιπο της RAF, μιας κινάσης σερίνης/θρεονίνης, οδηγώντας 
στην ενεργοποίηση της. Υδρόλυση της RAS-GTP σε RAS-GDP 
απελευθερώνει την ενεργή RAF η οποία φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί την 
MEK (εικόνα 1.3). 
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Η ενεργοποιημένη πλέον MEK, φωσφορυλιώνει την ERK, μια άλλη κινάση 
σερίνης/θρεονίνης ενεργοποιώντας την καταλυτική της δράση. Η πρωτεΐνη 
ERK με τη σειρά της φωσφορυλιώνει πολλές διαφορετικές πρωτεΐνες, 
συμπεριλαμβανομένων και μεταγραφικών παραγόντων που μεσολαβούν σε 
κυτταρικές αποκρίσεις όπως αύξηση και διαφοροποίηση. Έτσι, η 
ενεργοποίηση της RAS ενεργοποιεί ένα καταρράκτη κινασών, των RAF, MEK 
και ERK: ενεργοποιώντας RTK►RAS►RAF►MEK►ERK. 

 
                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 1.3: Σχηματική αναπαράσταση του μονοπατιού της MAP κινάσης Ras-
Raf-MEK-ERK1/2 [123] 
 
 
Έχει αποδειχθεί ότι το μονοπάτι των MAP κινασών συμμετέχει στην 
παθογένεση, ανάπτυξη και ογκογονική συμπεριφορά του Κ.Π.Ε. στον 
άνθρωπο. Ανάμεσα στα πιο καλά μελετημένα ογκογονίδια είναι τα RAS 
γονίδια. Υπάρχουν τρεις μορφές των μικρών RAS GTPασων, η H-RAS 
(Harvey – RAS), η N-RAS (Neutoblastoma – RAS) και η K-RAS (Kirsten – 
RAS), εκ των οποίων το KRAS είναι το πιο συχνά ενεργοποιημένο 
ογκογονίδιο. Τα ογκογονίδια KRAS φέρουν σημειακές μεταλλάξεις, οδηγώντας 
σε αντικαταστάσεις αμινοξέων (συνήθως στα κωδικόνια 12 και 13) 
παράγοντας πρωτεΐνες με σημαντικά μειωμένη ενεργότητα GTPάσης, δηλαδή 
ικανότητα υδρόλυσης της GTP. Οι μεταλλαγμένες KRAS πρωτεΐνες είναι, γι' 
αυτό το λόγο, κλειδωμένες σε μια συνεχώς ενεργοποιημένη GTP-
προσδεδεμένη κατάστασης, μεταφέροντας το σήμα συνεχώς προς την ERK 
(εικόνα 1.4). 
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Εικόνα 1.4: Το συνεχώς ενεργοποιημένο μονοπάτι της MAP κινάσης. Όταν η     
πρωτεΐνη RAS είναι συνεχώς ενεργή και προωθεί ανεξέλεγκτα το σήμα προς 
τον πυρήνα προκαλώντας τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό του. 
( http://akramania.byethost11.com/Robbins/63.html@printing=true.htm) 

 

 
Άλλο μεταλλαγμένο μέλος αυτού του μονοπατιού είναι η RAF κινάση 
σερίνης/θρεονίνης. Υπάρχουν, επίσης , τρεις γνωστοί τύποι για την RAF, η A-
RAF, η B-RAF, και η C-RAF. Η πιο συχνά μεταλλαγμένη μορφή στον 
κολοορθικό καρκίνο είναι η B-RAF. Η πιο συχνή μετάλλαξη σε αυτό το γονίδιο, 
οδηγεί στην αντικατάσταση ενός γλουταμικού οξέος στο κωδικόνιο 
600(V600E) και η μεταλλαγμένη BRAF παρουσιάζει αυξημένη δράση κινάσης. 
Οι πιο συχνές μεταλλάξεις στον καρκίνο του παχέος εντέρου είναι στο KRAS 
σε σχέση με το BRAF και είναι αντιστρεπτά σχετιζόμενες μεταξύ τους. 
Τέλος, ένας ακόμη μηχανισμός που πιθανόν να συμβάλει στην ενεργοποίηση 
των MAPK στον ορθοκολικό καρκίνο είναι η αύξηση των υποδοχέων EGFR, οι 
οποίοι ενεργοποιούν την σηματοδότηση και οδηγούν σε αύξηση της 
κυτταρικής διαίρεσης.[6-9] 
 
 

1.5 Το μονοπάτι της 3,4,5 – Τριφωσφορικής                 
Φωσφατιδιλοϊνοσιτόλης (PIP3) 

   Το μονοπάτι της PIP3 αποτελείται από τις πρωτεΐνες PIPK3-PIP3-AKT, και 
πρόσφατα έχει δειχθεί ότι συμβάλει και αυτό στην παθογένεια και ανάπτυξη 
του κολοορθικού καρκίνου [5]. Τα πιο σημαντικά ευρήματα αφορούν στις 
πρόσφατα χαρακτηρισμένες μεταλλάξεις του PIPK3CA, γονιδίου που 
κωδικοποιεί την καταλυτική περιοχή p110α και το οποίο έχει βρεθεί 
μεταλλαγμένο στο 25% των περιπτώσεων Κ.Π.Ε..  Οι μεταλλάξεις στο γονίδιο 
αυτό φαίνεται να συμβαίνουν σε σχετικά προχωρημένα στάδια νεοπλασίας, 
κατά τη στιγμή που οι όγκοι αρχίζουν να διεισδύουν και να δίνουν μεταστάσεις 
(εικόνα 1.5). 
Υπάρχουν 3 διαφορετικές τάξεις των PI3K. Η τάξη Ι (υπομονάδα Α και Β), η ΙΙ 
και η ΙΙΙ. Η ομάδα ΙΑ των PI3K συγκροτούνται από μια καταλυτική περιοχή 110 
kDa και μια ρυθμιστική περιοχή 85 kDa. Η ρ110α καταλυτική περιοχή περιέχει 
την περιοχή πρόσδεσης στη RAS, στη RAS-GTP μορφή της. Η 
ενεργοποιημένη PI3K φωσφορυλιώνει την PIP2 στο 3´ - ΟΗ του δακτυλίου της 
ινοσιτόλης, μετατρέποντας την σε PIP3. Η PIP3 με την σειρά της 
φωσφορυλιώνει την ΑΚΤ. 
H ΑΚΤ διαθέτει μια πρωτεϊνική περιοχή γνωστή ως PH (Pleckstrin Homology). 
Η περιοχή αυτή προσδένεται στα φωσφοϊνοσιτίδια με μεγάλη συγγένεια. Η 
ενεργότητα της ΑΚΤ ρυθμίζεται αρνητικά από την πρωτεΐνη PTEN, η οποία 
ουσιαστικά λειτουργεί αντίστροφα από την PI3K. Η PTEN λειτουργεί ως 
φωσφατάση αποφωσφορυλιώνοντας την PIP3 στην PIP2. Έτσι, η 
εντοπισμένη στη μεμβράνη AKT απελευθερώνεται από το μονοπάτι 
μειώνοντας σημαντικά το ποσοστό ενεργοποίησης της. 
Η AKT με τη σειρά της, φωσφορυλιώνει διάφορους μεταγραφικούς 
παράγοντες, που συμμετέχουν, στην ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου(κυκλίνη 
D1, C-MYC), στην απόπτωση μειώνοντας την έκφραση προαποπτωτικών 
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γονιδίων (BAD, κασπάση-9) ή αυξάνοντας την έκφραση αντιαποπτωτικών 
γονιδίων (μέσω του NfkB), στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την 
μεταναστευτικότητα. 
Ένας από τους πιο συχνούς μηχανισμούς απορρύθμισης του παραπάνω 
μονοπατιού στον Κ.Π.Ε. είναι μέσω του ογκογόνου RAS ή μεταλλάξεων στο 
γονίδιο PI3KCA. Παρομοίως, ο ογκοκατασταλτικός παράγοντας PTEN που 
ανταγωνίζεται την δράση της PI3K βρίσκεται επίσης πολλές φορές 
μεταλλαγμένος. Είναι γεγονός ότι υπάρχει μεγάλη δυσκολία να προκληθεί 
κυτταρικός θάνατος μέσω απόπτωσης στον καρκίνο όπου το PI3K μονοπάτι 
είναι ενεργοποιημένο μέσω σωματικών μεταλλάξεων.[7] 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 1.5: Το μονοπάτι PI3K-PTEN-Akt [124] 

 
 

 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 
ΕΠΙΣΚΟΠΙΣΗ ΣΤΗΝ ΑΥΤΟΦΑΓΙΑ  

 
 
2.1 Επισκόπηση της Αυτοφαγίας 
   Είναι μια δυναμική διαδικασία που περιλαμβάνει το μεγαλύτερο μέρος της 
αποικοδόμησης των κυτταροπλασματικών οργανιδίων και πρωτεϊνών. 
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Βασίζεται στην λειτουργεία της “κυτταρικής ανακύκλωσης , η αυτοφαγία παίζει 
βασικό ρόλο στον ποιοτικό έλεγχο των κυτταρικών  συστατικών και την 
παροχή θρεπτικών ουσιών και υλικών για νεόδμητες δομές στα κύτταρα κάτω 
από μεταβολικό στρες. 
Είναι μια εξελικτική συντηρημένη διαδικασία  που συμβαίνει σε όλα τα 
ευκαριώτικα κύτταρα από τη ζύμη μέχρι τα θηλαστικά. [10-12] 
Όπως φαίνεται στην εικόνα 2.1 μια μεμβράνη απομόνωσης (ονομάζεται 
επίσης και phagophore), η οποία είναι μια διπλή μεμβράνη αποτελούμενη από 
2 παράλληλες λιπιδιακές διπλοστοιβάδες, σχηματίζεται και επιμηκύνεται. 
Μεμβράνες απομόνωσης ξεκινούν  παγιδεύοντας κυτταροπλασματικά 
συστατικά στο πρώτο βήμα της αυτοφαγίας. Τα άκρα της μεμβράνης 
απομόνωσης συντήκονται και δημιουργείται το αυτοφαγόσωμα. Τα 
κυτταροπλασματικά συστατικά είναι εντελώς βυθισμένα στο αυτοφαγόσωμα. 
Στη συνέχεια το αυτοφαγόσωμα υποβάλλεται σε μια διαδικασία ωρίμανσης. 
Τέλος, το αυτοφαγόσωμα συντήκεται με το λυσόσωμα για να σχηματίσει το 
αυτολυσόσωμα και τα παγιδευμένα συστατικά, καθώς και η εσωτερική 
μεμβράνη του αυτοφαγοσώματος, διασπόνται από λυσοσωμικές υδρολάσες 
όπως καθεψίνες. 
Σε σύγκριση με το σύστημα ουβικουιτίνης-πρωτεοσώματος το οποίο 
αναγνωρίζει συγκεκριμένους στόχους για καταστροφή, η αυτοφαγία θεωρείται 
ότι περικλείει - παγιδεύει συστατικά μη-επιλεκτικά. [13] 
Μια πολύ συνοπτική περιγραφή της λειτουργίας της αυτοφαγίας είναι η 
ανακύκλωση, κατά την οποία μειώνει τα απόβλητα και αποδίδει πόρους.[14] 
Κατεστραμμένα οργανίδια και ανώμαλα αναδιπλωμένες πρωτεΐνες 
συσσωρεύονται στα γερασμένα κύτταρα ή κύτταρα από διάφορες 
καταπονήσεις, όπως οξειδωτικό στρες και λοιμώξεις. 
Οι αυτοφαγικοί μηχανισμοί καταστρέφουν και μειώνουν τα κυτταρικά 
“σκουπίδια”. Η αυτό-πέψη παρέχει συστατικά και υλικά για νεόδμητες 
κυτταρικές δομές. Τα αμινοξέα και τα λιπαρά οξέα που παράγονται από την 
αυτοφαγική καταστροφή χρησιμοποιούνται από τον κύκλο τρικαρβοξυλικού 
οξέος (TCA) για να παραχθεί ATP, μια κύρια πηγή ενέργειας για διάφορες 
κυτταρικές λειτουργίες.[15] 

Εικόνα 2.1:  Διαδικασία Αυτοφαγίας [125] 
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2.2 Η Αυτοφαγία προστατεύει τα Καρκινικά Κύτταρα από την 
πείνα 

   Το μεταβολικό στρες φαίνεται να επάγει την απόπτωση.[16] Σε πολλά 
κύτταρα όγκου η απόπτωση καταστέλλεται από την υπερέκφραση των αντι-
αποπτωτικών μορίων ή την έλλειψη προ-αποπτωτικών μορίων. Μικρότερη 
απόπτωση μπορεί να εξηγήσει τον περιορισμένο κυτταρικό θάνατο των 
καρκινικών κυττάρων κάτω από μεταβολικό στρες, αλλά ο τρόπος με τον 
οποίο τα καρκινικά κύτταρα εξασφαλίζουν τα απαραίτητα τους θρεπτικά 
συστατικά παραμένει ένα μυστήριο. 
Μια πιθανή λύση είναι ότι τα κύτταρα αφομοιώνουν τα δικά τους συστατικά και 
αποκτούν αμινοξέα ως εναλλακτική πηγή ενέργειας. Η αυτοφαγία φαίνεται 
ιδανική για τα καρκινικά κύτταρα για να διατηρήσουν την ενέργεια της 
ομοιόστασης με ένα τέτοιο αυτόνομο τρόπο.  
Η αυτοφαγία είναι γνωστό ότι επάγεται από διάφορες μορφές μεταβολικού 
στρες, συμπεριλαμβανομένων την στέρηση θρεπτικών συστατικών, την 
στέρηση του παράγοντα ανάπτυξης και την υποξία.[17,18]  Δεδομένου ότι 
συχνά παρατηρούνται αυτές οι συνθήκες σε μικροπεριβάλλοντες όγκους, η 
αυτοφαγία είναι πιθανόν να ενεργοποιείται σε καρκινικά κύτταρα. 
Η αυτοφαγία είναι επίσης γνωστό ότι επάγει κυτταρικά το θάνατο και πιθανός 
θυσιάζει ένα μέρος του επιμέρους κυτταρικού όγκου για την υποστήριξη 
παρατεταμένης επιβίωσης και τη συνεχή ανάπτυξη άλλων κυττάρων στη μάζα 
του όγκου. 
 
 
Η αναστολή της αυτοφαγίας θα μπορούσε να παρέχει στους όγκους ορισμένα 
αναπτυξιακά πλεονεκτήματα. Πως θα μπορούσε να συμβεί αυτό? 
 
Τα πρώιμα στάδια της ανάπτυξης του όγκου απαιτούν τα καρκινικά κύτταρα να 
υποβληθούν σε υψηλότερο επίπεδο πρωτεϊνοσύνθεσης από ότι 
αποικοδόμησης πρωτεϊνών για να αυξηθεί ο όγκος. 
Ως εκ τούτου η αναστολή της αυτοφαγίας, θα μπορούσε να διατηρήσει την 
συνεχή ανάπτυξη του όγκου . Επιπλέον πιστεύεται ότι η αυτοφαγία μειώνει 
τον ρυθμό μετάλλαξης και καταστέλλει την ογκογένεση εξαλείφοντας τα 
κατεστραμμένα οργανίδια που παράγουν γονοτοξικό στρες, όπως ελεύθερες 
ρίζες.[19] 
Ως εκ τούτου, ο αποκλεισμός της αυτοφαγίας  θα μπορούσε να συμβάλει στην 
ανάπτυξη του καρκίνου, όχι μόνο με την μείωση του ποσοστού της 
πρωτεϊνικής αποικοδόμησης αλλά και επιτρέποντας ελεύθερες ρίζες να 
συσσωρεύονται. 
Παρά το γεγονός ότι η αυτοφαγία καταστέλλεται κατά την διάρκεια των 
πρώιμων σταδίων της ογκογένεσης φαίνεται να ρυθμίζεται προς τα πάνω κατά 
τα τελευταία στάδια ανάπτυξης του όγκου ως ένας προστατευτικός 
μηχανισμός έναντι στρεσογόνων συνθηκών.[20,21,22] Καθώς ο όγκος 
μεγαλώνει, τα καρκινικά κύτταρα στην περιφέρεια (κοντά στα αιμοφόρα 
αγγεία) συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται με την διατήρηση του 
αναβολισμού.[18] Από την άλλη πλευρά, τα καρκινικά κύτταρα που βρίσκονται 
στις κεντρικές περιοχές του όγκου είναι ελάχιστα αγγειοποιημένα, έτσι ώστε η 
επαγωγή της αυτοφαγίας να τους επιτρέπει να επιβιώσουν σε χαμηλά 
επίπεδα θρεπτικών συστατικών και χαμηλό οξυγόνο.[22] 
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2.2.1  Αυτοφαγία και Καταστολή του Όγκου 

   Μια αντίθετη άποψη παρουσιάστηκε από μια μελέτη εξέτασης της 
πρωτεΐνης Beclin-1, ως υποψήφιος καταστολέας του όγκου. Η  
Beclin-1 αλληλεπιδρά με κατηγορία ΙΙΙ PI3-κινάσης, Vsp3, και αυτή η 
αλληλεπίδραση ήταν ζωτικής σημασίας για την επαγωγή της αυτοφαγίας και 
την καταστολή της ανάπτυξης του καρκίνου του μαστού σε ξενομόσχευμα 
κυτταρικών σειρών. [23-25] 
Παρατηρήθηκε η απώλεια του αλληλόμορφου γονιδίου που κωδικοποιεί 
Beclin-1 σε 40-75% των σποραδικών καρκίνων του μαστού, ωοθηκών και 
προστάτη. [26] 
Επιπλέον η έκφραση της Beclin-1 πρωτεΐνης ήταν μειωμένη, αλλά όχι εντελώς 
μειωμένη σε όγκους ποντικιών καθώς και σε ανθρώπινα κλινικά δείγματα. [25] 
Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι η Beclin-1 είναι ένα ογκοκατασταλτικό 
γονίδιο. 
 
 

2.2.2  Αυτοφαγία και Κυτταρικός Θάνατος 

   Ο τύπου ΙΙ και “αυτοφαγικός” μη  αποπτωτικός προγραμματισμένος 
κυτταρικός θάνατος καθορίζεται μορφολογικά από την ύπαρξη 
αυτοφαγοσώματος.[27] 
Ο αυτοκαννιβαλισμός, που είναι η κατάσταση στην οποία περίσσεια 
αυτοφαγικού καταβολισμού υπερβαίνει την ικανότητα για τον κυτταρικό 
αναβολισμό, συχνά υποστηρίζεται ως ο πιθανός μηχανισμός για τον 
αυτοφαγικό θάνατο. 
Η αποικοδόμηση κυτταροπροστατευτικών παραγόντων είναι ένας άλλος 
αναμφισβήτητος μηχανισμός αυτοφαγικού θανάτου.[28] 
 
 

2.2.3 Ο ρόλος της Αυτοφαγίας στην Θεραπεία του Καρκίνου 

   Η αυτοφαγία μπορεί να προωθήσει την προσαρμογή των κυττάρων και την 
επιβίωση, αλλά υπό ορισμένες συνθήκες οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο. Ο 
κυτταρικός θάνατος συνδέεται πιο συχνά με απόπτωση, αλλά μπορεί επίσης 
να προκύψει μέσω άλλων μηχανισμών συμπεριλαμβανομένης της 
αυτοφαγίας. Ένας αριθμός μελετών έχουν αναφέρει ότι η αυτοφαγία ή 
αυτοφαγικός κυτταρικός θάνατος, ενεργοποιείται σε καρκινικά κύτταρα που 
προέρχονται από ιστούς όπως του μαστού, παχέος εντέρου, του προστάτη και 
του εγκεφάλου, σε απάντηση σε διάφορες αντικαρκινικές θεραπείες. 
Δυστυχώς η αυτοφαγική απόκριση των καρκινικών κυττάρων σε θεραπευτικά 
μέσα δεν είναι πάντα μια ένδειξη καρκινικού θανάτου. Μπορεί επίσης να είναι 
μια προστατευτική ανταπόκριση στην θεραπεία, επιτρέποντας την 
ανακύκλωση των πρωτεϊνών και των κυτταρικών συστατικών.[20,21] Η 
αυτοφαγία μπορεί να λειτουργήσει για να αφαιρέσει πρωτεΐνες ή οργανίδια 
που έχουν καταστραφεί από τις  αντικαρκινικές θεραπείες ή μέσω της 
αποικοδόμησης των κυτταρικών συστατικών μπορεί να παρέχει θρεπτικά 
συστατικά για ταχεία ανάπτυξη των κυττάρων. Στην πραγματικότητα οι 
αναστολείς της αυτοφαγίας μπορεί να παράγουν διαφορετικά αποτελέσματα – 
την ανάπτυξη των κυττάρων ή κυτταρικό θάνατο. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

 
ΓΟΝΙΔΙΑ NOXA / ΒECLIN-1 / LC3 

 
 
3.1 Noxa 
   Η Noxa είναι BH-3 πρωτεΐνη, μέλος της οικογένειας Bcl-2. Η οικογένεια Bcl-
2 παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση του μιτοχονδριακού μονοπατιού για την 
απόπτωση. Η οικογένεια Bcl-2 αποτελείται από πρωτεΐνες που αναστέλλουν ή 
προάγουν την απόπτωση και περιέχουν μεταβλητές περιοχές ομολογίας BH1, 
BH2, BH3, BH4. 
Η απελευθέρωσή των μελών της οικογένειας Bcl-2 είναι ένα συχνό 
χαρακτηριστικό των ανθρώπινων κακοηθών νόσων και η αιτία για αντίσταση 
στη θεραπεία. 
Η Bcl-2 οικογένεια πρωτεϊνών, που ρυθμίζουν την απόπτωση κατά μήκος του 
εγγενούς μιτοχονδριακού μονοπατιού απόπτωσης (εικόνα 3.1), ενεργοποιείται 
σε απάντηση σε μια σειρά από στρεσογόνα ερεθίσματα, 
συμπεριλαμβανομένων της στέρησης παραγόντων, απόσυρσης κυτοκίνης, 
ροής Ca++, ή βλάβης του DNA που προκαλείται από UV ή ακτινοβολία γ. 
Μπορούν, επίσης, να συμβάλουν στον κυτταρικό θάνατο που προκλήθηκε 
από μέλη της οικογένειας παραγόντων νέκρωσης όγκων όπως Fas, TNF ή 
TRAIL.[29] 
Με βάση την λειτουργεία τους, τα μέλη της οικογένειας Bcl-2 μπορούν να 
χωριστούν σε προαποπτωτικές ή προεπιβιωτικές πρωτεΐνες. Προεπιβιωτικές 
πρωτεΐνες περιέχουν έως και τέσσερις Bcl-2 ομόλογες περιοχές.[30] Τα 
προαποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2 μπορούν να υποδιαιρεθούν σε 
πρωτεΐνες πολλαπλών περιοχών που φέρουν 3 από τις 4 BH-περιοχές (BH1, 
BH2, BH3) και συμπεριλαμβάνουν τις Bax, Bak και Bok και εκείνων που 
περιέχουν μόνο τη BH3-περιοχή και αναφέρονται ως BH3-only πρωτεΐνες, 
στις οποίες συμπεριλαμβάνονται οι  Bim/Bod, Bid, Bmf, Puma/Bbc3, 
Noxa/APR, Bad, Bik/Nbk/Blk and Hrk/DP5. [29] 
Οι Bcl-2 προεπιβιωτικοί συγγενείς, δηλαδή Bclxl, Mcl, Mclw και Bfl1/A1, είναι 
γνωστό ότι προστατεύουν τα κύτταρα από απόπτωση μέχρι να 
εξουδετερωθούν από BH3-only πρωτεΐνες (εικόνα 3.2). 
Οι BH3-only πρωτεΐνες προωθούν την απώλεια μιτοχονδριακής 
ακεραιότητας.[31] Η Puma και Bim μπορούν να συνδέονται με όλα τα 
προεπιβιωτικά μόρια με παρόμοια συγγένεια, ενώ οι Bad και Bmf μπορούν να 
συνδεθούν μόνο στην Bcl-2 και η Noxa  μπορεί να δεσμευτεί μόνο σε  
Bfl1/A1 και Mcl1.[32] Σύμφωνα με αυτό το μοντέλο, το κύτταρο υφίσταται 
απόπτωση όταν όλα τα προ-επιβιωτικά μόρια Bcl2 που εκφράζονται σε αυτό 
το κύτταρο εξουδετερωθούν με BH-only πρωτεΐνες που έχουν ενεργοποιηθεί 
και επάγουν ένα δεδομένο σήμα απόπτωσης. Αυτό στη συνέχεια οδηγεί σε 
ενεργοποίηση του Bax ή/και του Bak επιτρέποντας τη διαπερατότητα της 
εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης (MOMP), προκαλώντας την 
απελευθέρωση κασπασών που ενεργοποιούν πρωτεΐνες και άλλους 
μεσολαβητές κυτταρικού θανάτου, ενώ αντιαποπτωτικές πρωτεΐνες όπως Bcl2 
χρησιμεύουν στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων οι οποίες για να 
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διατηρήσουν την ακεραιότητα αντιτίθενται σε Bax και Bak(σχήμα 3.2). 
Επαγωγή του MOMP συσχετίζεται με ολιγομερισμό του Bax και Bak στην 
εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, η οποία είναι αντίθετη  με 
αντιαποπτωτικές πρωτεΐνες, όπως Bcl2 και Bclxl . [33,34] 
Έτσι, Bax και σχετικές δομικές προαποπτωτικές πρωτείνες (Bak, Bok) 
υποθέτουν ότι σχηματίζουν πρωτεϊνούχους και λιπιδικούς πόρους κατά τον 
ολιγομερισμό σε μιτοχονδριακές μεμβράνες, μόνες τους ή σε συνδυασμό με 
μιτοχονδριακές πρωτεΐνες, επιτρέποντας έτσι την διαφυγή διάφορων 
αποπτωγονικών πρωτεϊνών από αυτά τα οργανίδια. [35,36] 
Μιτοχόνδρια επάγουν την απόπτωση με την απελευθέρωση πρωτεϊνών που 
συμμετέχουν στην ενεργοποίηση κασπασών (για παράδειγμα κυτοχρώματος 
c) και εξουδετερώνουν ενδογενείς αναστολείς των κασπασών, καθώς επίσης 
απελευθερώνουν αρκετούς κασπασό-ανεξάρτητους νεκρωτικούς 
διαμεσολαβητές κυτταρικού θανάτου (εικόνα 3.1). [36,37]  
MOMP επίσης οδηγεί δευτερευόντως στην επεξεργασία του δραστικού 
οξυγόνου προκαλώντας υπεροξειδωση των λιπιδίων και  βλάβη της 
μεμβράνης, η οποία επηρεάζει την κανονική ομοιόσταση των ιόντων, 
προκαλώντας κυτταρική διόγκωση και διάρρηξη της πλασματικής μεμβράνης, 
καθώς και την ρήξη των λυσοσωμάτων και  την απελευθέρωση των 
υδρολυτικών ενζύμων που καταστρέφουν πρωτείνες, νουκλεϊκά οξέα και 
λιπίδια. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα: 3.1: H σηματοδότηση του Κυτταρικού θανάτου ρυθμίζεται από 
οικογένεια Bcl2 [126] 

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 
 
Εικόνα 3.2: Κυτταρικοί φαινότυποι των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 [127] 
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3.2 Beclin-1 
   Η Beclin-1 είναι μια πρωτεΐνη απαραίτητη για την έναρξη του σχηματισμού 
του αυτοφαγοσώματος.[38] Χρησιμεύει ως ένα ικρίωμα, το οποίο με την 
δέσμευση με άλλες πρωτεΐνες σχηματίζει δομές προαυτοφαγοσώματος. H 
Beclin-1 ρυθμίζει τον συντονισμό της αυτοφαγίας και η μεμβρανική της 
διακίνηση εμπλέκεται σε διάφορες φυσιολογικές και παθολογικές διεργασίες. 
Η Beclin-1 είναι μια αυτοφαγική πρωτεΐνη με BH3-only τομέα, η οποία 
εκφράζεται σε πολλούς ανθρώπινους ιστούς  και εντοπίζεται κυρίως εντός των 
κυτταροπλασματικών δομών, συμπεριλαμβανομένων του ER, των 
μιτοχονδρίων, trans-golgi και περιπυρηνικών μεμβρανών.[38,39]  
Η Beclin-1 περιέχει 3 εντοπισμένες δομικές περιοχές: μια περιοχή BH3 στο Ν-
τελικό άκρο, έναν κεντρικό τομέα συσπειρωμένης σπείρας (CCD) και μια 
εξελικτικά συντηρημένη περιοχή (ECD). Αντιαποπτωτικά μέλη της οικογένειας 
Bcl-2 αλληλεπιδρούν με την περιοχή BH3 της Beclin-1. 
 
 

3.2.1 Αναστολή της Αυτοφαγίας με Συμπλέγματα Beclin1-Bcl2  
   Μεταλλάξεις είτε στην ΒΗ3-only περιοχή εντός της Beclin1 ή στην περιοχή 
του BH3 εντός της Bcl2, διαταράσσουν το σύμπλοκο Beclin1-Bcl2, με 
αποτέλεσμα τη διέγερση της αυτοφαγίας. Η Beclin1 δεν μπορεί να 
εξουδετερώσει την αντιαποπτωτική λειτουργεία της Bcl2, η οποία  ασκείται στη 
μιτοχονδριακή μεμβράνη. Αντίθετα, η Bcl2 μειώνει την προαυτοφαγική 
δραστηριότητα της Beclin-1.[40,41] Επί του παρόντος, υπάρχουν αρκετά 
διαφορετικά μέσα για τη ρύθμιση της διάσπασης  Beclin-1 και Bcl-2 κατά την 
διάρκεια της αυτοφαγίας σε κύτταρα θηλαστικών (εικόνα 3.3).  
Αυτά περιλαμβάνουν:  
   (1) Ανταγωνιστική μετατόπιση της περιοχής ΒΗ3 της  Beclin-1 από άλλες 
πρωτείνες της οικογένειας Bcl-2. Η Beclin-1 αλληλεπιδρά με τις 
αντιαποπτωτικές πρωτείνες Bid, Bad and BNIP3, αλλά όχι με Βax και Bak. 
Επιπλέον, οι προαποπτωτικες BH3-only πρωτείνες, όπως BNIP3, Bad, Noxa, 
Puma, BimEL και Bik επάγουν αυτοφαγία [42]  
   (2) JNK1 και ERK διαμεσολαβούμενη φωσφορυλίωση της Bcl2 [6,7]  ή 
DAPK διαμεσολαβούμενη φωσφορυλίωση της Beclin-1[43] 

         (3)Ανταγωνιστική μετατόπιση του Bcl-2 από άλλες πρωτεΐνες που 
συνδέονται με την Beclin1 όπως HMGB1, UVRAG ή Atg14L / Barkor, το οποίο  
πιθανότατα ξεκινά μια προγραμματισμένη αύξηση της αντι-αποπτωτικής 
κατάστασης, προωθεί την αυτοφαγία, και τελικά προστατεύει το κύτταρο κατά 
τη διάρκεια του κυτταρικού στρες. [45] 
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Εικόνα 3.3: Ρύθμιση της διάσπασης  Beclin 1 και Bcl-2 κατά την διάρκεια της 
αυτοφαγίας [128] 
 

       
3.2.2 Επικοινωνία μεταξύ Απόπτωσης και Αυτοφαγίας από Beclin-
1: 

        Σε γενικές γραμμές, τα (BH3-only) μέλη της οικογένειας Bcl2 μπορούν να 
συνδεθούν-δεσμευτούν και να ανταγωνιστούν τις πρωτεΐνες προεπιβίωσης 
οδηγώντας σε αυξημένη απόπτωση. Ωστόσο, σε αντίθεση με άλλες γνωστές 
BH3-only πρωτεΐνες, η Beclin1 δε λειτουργεί ως προ-αποπτωτικό μόριο, 
ακόμη και αν αυτό υπερεκφράζεται. 

     Οι Bcl2 πρωτεΐνες, δεδομένου ότι αλληλεπιδρούν με τη Beclin1, δε χάνουν το 
αντιαποπτωτικό τους δυναμικό.[46] Αντίθετα, η Beclin-1 έχει ένα 
αντιαποπτωτικό ρόλο σε πολλές ρυθμίσεις, συμπεριλαμβανομένων του 
TRAIL, χημειοθεραπείας, ακτινοβολίας, ανοσοθεραπείας, στέρησης 
θρεπτικών, αναστολής αγγειογένεσης και υποξίας. Ο ακριβής μηχανισμός με 
τον οποίο η Beclin-1 αναστέλλει την απόπτωση δεν είναι ακόμη σαφής, αλλά 
μπορεί να σχετίζεται με ανεξέλεγκτη αυτοφαγία ως ένας προσαρμοζόμενος και 
μη βλαβερός μηχανισμός, καθαρίζοντας αποπτωτικά  κύτταρα. 
Οι πρωτεάσες κυστεϊνης/ασπαρτικού είναι κασπάσες που έχουν ένα κεντρικό 
ρόλο στον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο, είναι ενδιαφέρον ότι οι κασπάσες 
μπορεί να διασπάσουν Beclin1 στην απόπτωση, με αυτό τον τρόπο 
καταστρέφουν την προ-αυτοφαγική δραστηριότητα.[47,48] 
H Beclin1 εκφράζεται ανεπαρκώς σε φυσιολογικό κόλον και γαστρικό 
βλεννογόνο. Η υπερέκφραση σε καρκινώματα ήταν πολύ συχνή 
εκδήλωση.[49] 
Τα υψηλότερα επίπεδα της έκφρασης σχετίζονται με καλύτερη πρόγνωση σε 
ασθενείς με σταδίου ΙΙΙ καρκίνο του παχέος  εντέρου.[50] 
Μια μελέτη σε ηπατοκυτταρικά καρκινώματα πρότεινε ότι η απώλεια Beclin1 
σε κύτταρα όγκου σχετίζεται επίσης με την υποτροπή της νόσου.[52] 
Υπάρχει μια σχετική υποέκφραση της Beclin1 σε καρκινώματα του μαστού σε 
σύγκριση με τους φυσιολογικούς ιστούς, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 
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μειωμένη έκφραση των πρωτεϊνών αυτοφαγίας μπορεί να συμβάλει στην 
ανάπτυξη ή την πρόοδο του καρκίνου του μαστού.[51] 
Ως εκ τούτου, φαίνεται πως τόσο η υποέκφραση όσο και η υπερέκφραση της 
Beclin1 μπορεί να παρατηρηθούν σε καρκινώματα.  
Υπάρχουν 4 διαφορετικά μοτίβα έκφρασης της Beclin1: υποέκφραση Beclin1, 
κανονικό-like πρότυπο,  υπερέκφραση Beclin1. Η τελευταία κατηγορία 
διαιρείται σε 2 υπομονάδες περιορισμένης και εκτεταμένης υπερέκφρασης. 
Η εκτεταμένη υπερέκφραση της Beclin1 ήταν σημαντικά συνδεδεμένη με τους 
ιστολογικούς δείκτες της επιθετικότητας του όγκου, όπως κομβική εμπλοκή, 
υψηλός ιστολογικός βαθμός και αγγειακή εισβολή. Ανάλυση επιβίωσης 
επιβεβαίωσε απειλητικό προγνωστικό ρόλο της εκτεταμένης υπερέκφρασης 
της Beclin1, αλλά  παρόμοια κακή επιβίωση επίσης δείχθηκε σε όγκους με 
απώλεια έκφρασης της Beclin1. 
Η διατήρηση της έκφρασης της Beclin1 μπορεί κατ' ανάγκη να σχετίζεται με 
καλή πρόγνωση. 
Η υπερέκφραση της Beclin1 μπορεί να είναι ένας άμεσος δείκτης της 
επιθετικότητας του όγκου. Εκτενής υπερέκφραση συνδέθηκε με προς τα πάνω 
ρύθμιση HLF1a και LDHS, υποδεικνύοντας υποοξικότητα όγκων και ένα όξινο 
περιβάλλον εντός του όγκου. 
Προς τα πάνω ρύθμιση της Beclin1 μπορεί να είναι μια απάντηση στις 
δυσμενείς εντός του όγκου απαιτητικές συνθήκες προκειμένου  να ενταθεί η 
αυτοφαγική δραστηριότητα για τα καρκινικά κύτταρα για να ανακυκλώσουν 
πρωτεΐνες και κατεστραμμένα οργανίδια για να επιβιώσουν.[53] 
Το συμπέρασμα είναι ότι η Beclin1 έχει ένα σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και 
την μετάσταση ανθρώπινου ορθοκολικού καρκίνου. Η απώλεια έκφρασης 
πιθανόν να σχετίζεται με αλληλόμορφες απώλειες του γονιδίου ή microRNA 
ρυθμιστική δραστηριότητα όπως προτείνεται στη βιβλιογραφία και να 
καθορίζει κακή πρόγνωση προωθώντας αντι-αποπτωτικά μονοπάτια, ενώ η 
υπερέκφραση της πρωτεΐνης που συνδέεται με υποξία όγκου και οξύτητα 
καθορίζει επίσης υπομονάδες των όγκων με μια επιθετική κλινική 
συμπεριφορά. 
 
 

3.3 LC3 

   Μια λιπιδιακή μορφή του LC3, LC3 II, έχει δειχθεί ότι είναι ένας δείκτης 
αυτοφαγοσώματος στα θηλαστικά και έχει χρησιμοποιηθεί στη μελέτη της 
αυτοφαγίας σε νευροεκφυλιστικές και νευρομυϊκές παθήσεις, ογκογένεση και 
βακτηριακές και ιογενείς λοιμώξεις.[54,55,56,57,58,59,60,61] 
Πολλά ομόλογα θηλαστικών των Atg γονιδίων του ζυμομύκητα έχουν 
ταυτοποιηθεί και χαρακτηριστεί, γεγονός που υποδηλώνει ότι  οι μοριακοί 
μηχανισμοί  της αυτοφαγίας είναι συντηρημένοι από τις ζύμες μέχρι τα 
θηλαστικά. Τα περισσότερα από τα οποία χαρακτηρίζονται από τα γονιδιακά 
προϊόντα ATG, συμπεριλαμβανομένων Atg3, Atg5, Atg10, Atg12, και LC3 
εμπλέκονται σε 2 τροποποιήσεις σαν ουβικουιτινίωση των πρωτεϊνών στόχων, 
Atg12-σύζευξη και LC3-τροποποίηση τα οποία είναι απαραίτητα για την 
δυναμική διαδικασία σχηματισμού αυτοφαγοσώματος.[62,63,64,65,66,67] 
Η Atg12 σύζευξη είναι απαραίτητη για το σχηματισμό του 
προαυτοφαγοσώματος, ενώ η LC3 τροποποίηση είναι απαραίτητη για το 
σχηματισμό του αυτοφαγοσώματος.[68,69] 
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Η Atg12 ενεργοποιείται από ένα E1-like ένζυμο Atg7 και μεταφέρεται στο Ε2-
like ένζυμο Atg10 και συζευγνύεται με Atg5 για να σχηματίσει ένα πρόδρομο 
αυτοφαγόσωμα (εικόνα 3.4).[70,71,72,73,74]  
Pro-LC3 επεξεργάζεται στη μορφή του κυτταροπλάσματος,LC3I, εκθέτοντας 
ένα καρβοξύλιο Gly.[75] LC3I ενεργοποιείται επίσης από Atg7, μεταφέροντας 
την σε Atg3, ένα δεύτερο E2-like ένζυμο και τροποποιείται σε μια συνδεδεμένη 
μεμβρανική μορφή, LC3II (εικόνα 3.5).[64,65] LC3 II είναι εντοπισμένη σε 
προ-αυτοφαγοσώματα και αυτοφαγοσώματα, καθιστώντας αυτή την πρωτεΐνη 
ένα αυτοφαγικό δείκτη. Ακολούθως, μετά την συγχώνευση των 
αυτοφαγοσωμάτων με τα λυσοσώματα, η ενδο-αυτοφαγοσωμική LC3 
αποικοδομείται από τα λυσοσωματικά υδρολυτικά ένζυμα. Η Atg12 και LC3 
τροποποίηση συνδέονται μεταξύ τους, και τα 2 Ε-like ένζυμα είναι σημαντικά 
στη ρύθμιση των αντιδράσεων τροποποίησης-ουβικουιτινίωσης-like κατά την 
διάρκεια της αυτοφαγίας.[76] 

 
Η έκφραση του LC3 μειώνεται σε ανθρώπινους καρκινικούς ιστούς πνεύμονα 
σε σύγκριση με τους ομόλογους φυσιολογικούς ιστούς, αλλά αυτή η 
υποέκφραση δεν σχετίζεται σημαντικά με κλινικοπαθοφυσιολογικά 
χαρακτηριστικά.[77] 
Η έκφραση αυξάνεται σημαντικά σε ιστούς CRC σε σύγκριση με τους 
φυσιολογικούς σε επίπεδο mRNA και πρωτεϊνών.[78] 
Τα διακριτά επίπεδα έκφρασης σε CRC και καρκίνο του πνεύμονα μπορεί να 
συσχετίζονται με τον τύπο του καρκίνου.[79] 
Ορισμένες μελέτες έδειξαν ότι: 
Η υπερέκφραση του LC3 συσχετίστηκε με μικρότερη διαφοροποίηση των 
κυττάρων.[78] 
Χαμηλά επίπεδα LC3 σε CRC είναι ένας δείκτης θετικής πρόγνωσης.[80] 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 

Εικόνα 3.4:Το σύστημα σύζευξης του συμπλόκου Atg5-Atg12 [129] 
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Εικόνα 3.5: Το σύστημα σύζευξης της LC3 [130] 
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Β.ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

 
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 
 

4.1 Υλικά 
 

 
 
4.1.1 Χημικά 
 
Trizol: Invitrogen, Life Technology 
 
iQ SYBR – Green Supermix: Biorad 

 
RNaseOUT (Recombinant Ribonuclease Inhibitor): Invitrogen  
 
Superscript II Reverse Transcriptase: Invitrogen  
 
5x First Strand Buffer: Invitrogen  
 
DNTPs για RT-PCR: Promega 
 
Τυχαίοι primers (Random Primers): Promega 

 
 
4.1.2 Εκκινητές 
   

              Real – time PCR 
 
  GAPDH         F: 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3' 
 
                         R: 5'-CATGGGTGGAATCATATTGGAA-3' 
 
 
 
 
    NOXA           F: 5'-TGGAAGTCGAGTGTGCTACTCAAC-3' 
 
                         R: 5'-CAGAAGAGTTTGGATATCAGATTCAGA-3' 
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  BECLIN-1       F: 5'-GGCTGAGAGACTGGATCAGG-3' 
 
                         R: CTGCGTCTGGGCATAACG-3' 
 
 
 
 
      LC3             F: 5'-GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTGG-3' 
 
                         R: 5'-GTGTCCGTTCACCAACAGGAAG-3' 
 
 
Οι παραπάνω εκκινητές επιλέχθηκαν σύμφωνα με δημοσιευμένες μελέτες. 

 
 
 
 

4.2 ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

 
4.2.1 Μέθοδοι μελέτης RNA 

 
 
Κλινικά δείγματα 
   Χρησιμοποιήθηκαν 108 κλινικά δείγματα ιστού από ασθενείς με καρκίνο του 
παχέος εντέρου και 108 κλινικά δείγματα από φυσιολογικό ιστό ασθενών,  
κατόπιν αφαίρεσης μέρους του παχέος εντέρου εκατέρωθεν του 
νεοπλάσματος. Τα δείγματα προσφέρθηκαν από το Γενικό Νοσοκομείο 
Αθηνών “Γεώργιος Γεννηματάς” και οι ασθενείς ενημερώθηκαν. Από τα 
δείγματα αυτά απομονώθηκε RNA, το οποίο χρησιμοποιήθηκε για την μελέτη 
έκφρασης των επιπέδων Noxa, Beclin-1 και LC3. 
 
 
 
Απομόνωση RNA από κύτταρα 

   Το RNA απομονώνεται από τα κύτταρα με το αντιδραστήριο TRIZOL 
σύμφωνα με το πρωτόκολλο της Invitrogen. 
 

1. Τα δείγματα-ιστοί που βρίσκονται στην κατάψυξη μεταφέρονται σε 
φιαλίδιο bizoux αφού προσθέσουμε 2ml TRIZOL. Τα δείγματα 
ομογενοποιούνται μέσα στο Trizol για 1 – 2 min, μένουν  σε 
θερμοκρασία δωματίου για 5min και στη συνέχεια κάθε 
ομογενοποιημένο δείγμα χωρίζεται σε 2 eppendorf χωρητικότητας 
1,5ml. 
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2. Ακολουθεί προσθήκη 200μl χλωροφορμίου στα eppendorf. Αφού τα 
δείγματα αναδευτούν σε vortex ανά παλμούς για λίγα δευτερόλεπτα 
επωάζονται για 3-5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Κατόπιν,  
φυγοκεντρούνται για 20 λεπτά στα 12.000g. Κατ' αυτό τον τρόπο το 
μίγμα χωρίζεται σε δυο φάσεις, την οργανική και την υδατική. Η 
οργανική – φαινόλης, χλωροφόρμιου – φάση περιέχει τις πρωτείνες, η 
ενδιάμεση φάση που χωρίζει την οργανική από την υδάτινη DNA και η 
ανώτατη φάση ή υδατική φάση περιέχει το RNA. 

 

3. Μεταφέρεται η υδατική φάση σε νέο eppendorf και ακολουθεί 
προσθήκη ισοπροπανόλης, η ποσότητα της οποίας είναι ίση με την 
ποσότητα(ml) της υδατικής φάσης. Τα δείγματα επωάζονται σε 
θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά και φυγοκεντρούνται για 20 λεπτά 
στα 12.000g. 

 

4. Μετά την φυγοκέντριση παίρνουμε το RNA σε ίζημα. Αφαιρούμε το 
υπερκείμενο και ξεπλένουμε με προσθήκη 1ml αιθανόλης. Ακολουθεί 
ανάδευση του διαλύματος κα φυγοκέντριση για 4 λεπτά στα 7.500g.  

 

5. Αφού αφαιρεθεί το υπερκείμενο με προσοχή, τα δείγματα αφήνονται να 
στεγνώσουν για 10 λεπτά και κατόπιν προστίθεται απεσταγμένο νερό 
ανάλογα με την ποσότητα του RNA-ίζημα. Αναδεύονται και το RNA 
μετράται με φωτόμετρο στα 260nm. Ο τύπος υπολογισμού της 
συγκέντρωσης προκύπτει από το νόμο του Beer και είναι C = A260 x 
40 x βαθμό διάλυσης. 

 
 

PCR αντίστροφης μεταγραφάσης (Reverse transcription – 
PCR, RT – PCR) σε RNA από κλινικά δείγματα 

Η αντίστροφη μεταγραφή, δηλαδή η σύνθεση του cDNA (complementary 
DNA) γίνεται στο Thermal Cycler και είναι η εξής: 
 

1. Η ποσότητα του RNA που επιθυμούμε (συνήθως  μg) επωάζεται στους 
60oC για 2 min και στη συνέχεια τα δείγματα μεταφέρονται σε πάγο για 
5 min. Η επώαση αυτή γίνεται για πλήρη αποδιάταξη όλων των 
μορφών του RNA, διότι το ριβοσωμικό, το μεταφορικό και όλες οι 
μορφές RNA βρίσκονται σε μορφή διπλής έλικας μεταξύ τους σε 
αντίθεση με το αγγελιοφόρο RNA (mRNA) που βρίσκεται πάντα σε 
γραμμική μορφή. Με αυτό τον τρόπο κάνουμε cDNA για ολικό RNA του 
κυττάρου. 

2. Στη συνέχεια προστίθεται: 1μl εκκινητή oligo-dT, 1μl dNTPs, 1μl 
τυχαίων εκκινητών και αποστειρωμένο νερό μέχρι όγκου 12μl. 

 
3. Το μείγμα επωάζεται στους 65 oC για 5min και μεταφέρουμε ξανά στο 

πάγο για 8 min. Σε αυτή την θερμοκρασία αποδιατάσσουμε τους 
εκκινητές που τυχόν δημιουργούν δίκλωνες δομές μεταξύ τους. 

 
4. Στη συνέχεια προστίθενται: 4μl First-Stand Buffer (5x), 2μl DTT, 1μl 
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RnaseOUT και το μίγμα επωάζεται στους 42oC για 2 min και 
μεταφέρεται ξανά στον πάγο. Έτσι γίνεται επίτευξη της προσκόλλησης 
των εκκινητών στο RNA πριν τον πολυμερισμό. 

 
5. Τέλος προστίθεται 1μl SuperScript II και αφού το δείγμα αναδευτεί 

επωάζεται στους 42oC για 1 ώρα, όπου γίνεται ο πολυμερισμός του 
cDNA, ενώ ακολουθεί απενεργοποίηση της αντίδρασης με θέρμανση 
στους 70oC για 15 min. 

 
6.  Τα δείγματα αραιώνονται με αποστειρωμένο νερό συνήθως μέχρι 100 

μl ( εξαρτάται από την ποσότητα του RNA που χρησιμοποιείται). 
 

 
 
Real time PCR σε cDNA από κλινικά δείγματα  

 
   Η μέθοδος της PCR σε πραγματικό χρόνο είναι μια παραλλαγή της κλασικής 

PCR και βασίζεται στην ιχνηθέτηση των προϊόντων της PCR με φθορίζοντα 
μόρια και στη μέτρηση της εκπομπής του παραγόμενου φθορισμού κατά την 
διάρκεια της αντίδρασης. Μια αντίδραση PCR θεωρείται ότι αποτελείται από 
τρεις φάσεις, την πρώιμη φάση “υποβάθρου” ή φάση θορύβου, τη εκθετική 
φάση  ή λογαριθμική φάση, και την φάση “κορεσμού”. Η φάση θορύβου 
διαρκεί έως ότου το σήμα του προϊόντος PCR είναι μεγαλύτερο από το σήμα 
του υποβάθρου του συστήματος. Η φάση της εκθετικής ανάπτυξης ξεκινά 
μόλις συσσωρευτεί επαρκής ποσότητα προϊόντος, έτσι ώστε να είναι 
ανιχνεύσιμο πάνω από το θόρυβο, και ολοκληρώνεται όταν η απόδοση της 
αντίδρασης μειωθεί, καθώς η αντίδραση εισέρχεται στην φάση “κορεσμού”. Η  
PCR σε πραγματικό χρόνο βασίζεται στην καταγραφή του φθορισμού που 
εκπέμπεται κατά τη διάρκεια της αντίδρασης PCR, ο οποίος και αποτελεί 
δείκτη παραγωγής αντιγράφων σε κάθε κύκλο της αντίδρασης. Η λήψη του 
σήματος γίνεται με ανίχνευση στην λογαριθμική φάση της αντίδρασης. Το 
λαμβανόμενο σήμα αυξάνει ευθέως ανάλογα με την ποσότητα του προϊόντος 
της αντίδρασης PCR. Με την καταγραφή της ποσότητας του εκπεμπόμενου 
φθορισμού σε κάθε κύκλο είναι δυνατόν να παρακολουθείται η αντίδραση κατά 
τη διάρκεια της εκθετικής φάσης, όπου η πρώτη σημαντική αύξηση του 
προϊόντος σχετίζεται με την αρχική ποσότητα του εκμαγείου-στόχου. Δηλαδή, 
ο κύκλος όπου κάθε αντίδραση δίνει πρώτη φορά σήμα μεγαλύτερο του 
σήματος υποβάθρου εξαρτάται από την ποσότητα DNA-στόχου που υπήρχε 
στο δείγμα στην αρχική αντίδραση. 
 
Στην παρούσα μελέτη το σύστημα ανίχνευσης του προϊόντος που 
χρησιμοποιήθηκε ήταν το SYBR Green. Το SYBR Green είναι μια χρωστική 
που προσδένεται στη διπλή έλικα του DNA.  Θεωρείται ότι εισέρχεται στη 
μικρή αύλακα του δίκλωνου DNA και με την σύνδεση του σε αυτό ο φθορισμός 
του αυξάνεται μέχρι και 100 φορές. Έτσι κατά την αύξηση του προϊόντος 
καθώς προχωρά η αντίδραση της PCR αυξάνει και το σήμα φθορισμού. Η 
χρωστική αυτή παρ' όλο που είναι σταθερή και δεν απαιτεί σχεδιασμό και 
βελτιστοποίηση, το γεγονός ότι συνδέεται με οποιοδήποτε δίκλωνο DNA 
αποτελεί μειονέκτημα καθώς θα δώσει σήμα και για μη ειδικό προϊόν. Στη 
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παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε σχετικός ποσοτικός προσδιορισμός, 
δηλαδή χρησιμοποιήθηκε γονίδιο αναφοράς ως προς το οποίο προσδιορίζεται 
η ποσότητα του γονιδίου-στόχου, οπότε και τυχόν σφάλματα που μπορεί να 
γίνονται κατά τη διάρκεια του προσδιορισμού γίνονται και στα δυο γονίδια. 
 
Η αντίδραση λαμβάνει χώρα σε ειδικό για PCR πλακίδιο 96 θέσεων, σε κάθε 
μια από τις οποίες χρησιμοποιούνται τα ακόλουθα: 
 

 5μl iQ SYBR Green Supermix 
 

 0.2μl από τον κάθε εκκινητή ( forward και reverse) αρχικής 
συγκέντρωσης 10μM. 

 

 2μl cDNA 
 

 2.6μl νερού προς συνολικό όγκο αντίδρασης 10μl 
 
 
Το πλακίδιο τοποθετείται σε ειδικό μηχάνημα για Real time – PCR (Bio – Rad 
iCycler) και η αντίδραση γίνεται για 45 κύκλους. Οι θερμοκρασίες που 
χρησιμοποιούνται είναι: 94oC για 3 λεπτά, 95oC για 30 δευτερόλεπτα προς 
πλήρη αποδιάταξη του δίκλωνου DNA, 60οC για 1 λεπτό προς πρόσδεση των 
εκκινητών στο DNA και πολυμερισμό της νεοσυντηθέμενης αλυσίδας από την 
DNA πολυμεράση ( αντίδραση ενός σημείου) και 55oC όπου γίνεται τήξη των 
προϊόντων. Το γονίδιο που χρησιμοποιείται ως γονίδιο αναφοράς για την 
ποσοτικοποίηση είναι το GAPDH. 
 
 
 
 

4.3 ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 

 
 
    Τα αποτελέσματα των μετρήσεων στα πειράματα αναλύθηκαν με το 
πρόγραμμα  MedCalc Software (Ostend, Belgium) και οι διαφορές 
αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας t-test, Mann Whitney test και Wilcoxon test. 
Χρησιμοποιήσαμε επίσης και την ανάλυση ROC για να αξιολογήσουμε αν 
μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το κάθε γονίδιο μεμονωμένα ή συνδυαστικά 
ως διαφοροδιαγνωστικό δείκτη. Τιμές με p-value<0.05 χαρακτηρίστηκαν 
στατιστικά σημαντικές. 
 
 

 
 
 
 

 

 

Beclin-1 expression in relation to tumour stage 

 p=0.6883 

 p<0.0001 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Τα 70 από τα 108 κλινικά δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 
μελέτη, έχουν αναλυθεί, προηγουμένως στο εργαστήριο για τα επίπεδα 
έκφρασης mRNA των πιο κάτω γονιδίων, καθώς και για την παρουσία 
μεταλλάξεων στο γονίδιο KRAS (σε όλα τα δείγματα) από τα μέλη του 
εργαστηρίου Μαργαρίτα Βλάσση και Βιβή Κοσμίδου. 

 
 

5.1 Σημαντική μείωση των επιπέδων mRNA των γονίδιων 
Beclin-1 και LC3 σε κλινικά δείγματα ασθενών με καρκίνο του 
παχέος εντέρου. 
 
Η ανάλυση των αποτελεσμάτων των επιπέδων έκφρασης των mRNA των 
γονιδίων Beclin-1 και LC3 έγινε σε 108 κλινικά δείγματα ιστού από ασθενείς με 
καρκίνο του παχέος εντέρου καθώς και στα αντίστοιχα φυσιολογικά τους. Τα  
επίπεδα έκφρασης των τριών γονιδίων ελέγχθηκαν μέσω real-time PCR, ώστε 
να δειχθεί η κλινική σημασία τους στην ανάπτυξη του καρκίνου. (διαγράμματα 
5.1  και 5.3)  
Στη συνέχεια τα αποτελέσματα των μετρήσεων στα πειράματα αναλύθηκαν με 
το πρόγραμμα  MedCalc Software (Ostend, Belgium) και οι διαφορές 
αξιολογήθηκαν χρησιμοποιώντας t-test, Mann Whitney test και Wilcoxon test. 
Χρησιμοποιήσαμε επίσης και την ανάλυση ROC για να αξιολογήσουμε αν 
μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το κάθε γονίδιο μεμονωμένα ή συνδυαστικά 
ως διαφοροδιαγνωστικό δείκτη. Τιμές με p-value<0.05 χαρακτηρίστηκαν 
στατιστικά σημαντικές.  
 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

p<0.0001 

 

CRC vs Normal 
Mucosa 

AUC (Beclin-1) = 0.658 

95% CI= 0.590- 0.721;  

p=0.0001* 
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Διάγραμμα 5.2 
Η επιφάνεια κάτω από την ROC 
καμπύλη είναι μετρική της ακρίβειας του 
μοντέλου. Όσο πιο κοντά στη διαγώνιο 
τόσο λιγότερο ακριβές είναι το μοντέλο. 
AUC=0.5 καμιά διαγνωστική αξία 
AUC=1.0 μοντέλο με τέλεια ακρίβεια 
Το  AUC πρέπει να έίναι 0.6<AUC για να 
υπάρχει διαφοροδιαγνωστική αξία του 
γονιδίου Beclin-1 μεταξύ παθολογικών 
και φυσιολογικών στον καρκίνο του 
παχέος εντέρου. 
To Βeclin-1, μπορεί να θεωρηθεί ένας 
καλός διαφοροδιαγνωστικός δείκτης 
αφού έχουμε ένα καλό AUC (AUC>0.6) 
και ένα πολύ καλό p-valeu (pValue<0.05) 
 
 
 

 
 
 
  
 
  

 

 
 

 
 

Διάγραμμα 5.1 
Σημαντική μείωση των επιπέδων 
mRNA του Beclin-1 στα κλινικά 
δείγματα καρκίνου του παχέος 
εντέρου σε σχέση με τα φυσιολογικά 
δείγματα (pValue<0.05).  
Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης του 
mRNA του Beclin-1 έγινε με real-time 
PCR χρησιμοποιώντας τη σχετική 
μέθοδο 2-ΔΔC 

(όπου ΔΔCq = ΔCq ( Cq Beclin-1 – Cq 

GAPDH)παθολογικά – ΔCq (Cq Beclin-1 – Cq GAPDH 

)φυσιολογικά.  

Το γονίδιο GAPDH χρησιμοποιήθηκε 
ως εσωτερικό γονίδιο αναφοράς. 

CRC vs Normal Mucosa 

AUC (LC3) = 0.635 

95% CI= 0.566- 0.701; p=0.0005* 

 p<0.0005 

Διάγραμμα 5.3 

Σημαντική μείωση των επιπέδων 
mRNA του LC3 στα κλινικά δείγματα 
καρκίνου του παχέος εντέρου σε 
σχέση με τα φυσιολογικά δείγματα 
(pValue<0.05).  
Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης του 
mRNA του LC3 έγινε με real-time PCR 
χρησιμοποιώντας τη σχετική μέθοδο 
2-ΔΔC 

(όπου ΔΔCq = ΔCq ( Cq LC3 – Cq 

GAPDH)παθολογικά – ΔCq (Cq LC3 – Cq GAPDH)φυσιολογικά.  

Το γονίδιο GAPDH χρησιμοποιήθηκε 
ως εσωτερικό γονίδιο αναφοράς. 
 

Διάγραμμα 5.4 
Η επιφάνεια κάτω από την ROC 
καμπύλη είναι μετρική της ακρίβειας του 
μοντέλου. Όσο πιο κοντά στη διαγώνιο 
τόσο λιγότερο ακριβές είναι το μοντέλο. 
AUC=0.5 καμιά διαγνωστική αξία 
AUC=1.0 μοντέλο με τέλεια ακρίβεια 
Το  AUC πρέπει να έίναι 0.6<AUC για να 
υπάρχει διαφοροδιαγνωστική αξία του 
γονιδίου LC3 μεταξύ παθολογικών και 
φυσιολογικών στον καρκίνο του παχέος 
εντέρου 
To LC3, μπορεί να θεωρηθεί ένας καλός 
διαφοροδιαγνωστικός δείκτης αφού 
έχουμε ένα καλό AUC (AUC>0.6) και ένα 
πολύ καλό p-valeu (pValue<0.05) 
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Διάγραμμα 5.6 
Η επιφάνεια κάτω από την ROC 
καμπύλη είναι μετρική της ακρίβειας του 
μοντέλου. Όσο πιο κοντά στη διαγώνιο 
τόσο λιγότερο ακριβές είναι το μοντέλο. 
AUC=0.5 καμιά διαγνωστική αξία 
AUC=1.0 μοντέλο με τέλεια ακρίβεια 
Το  AUC πρέπει να έίναι 0.6<AUC<1 για 
να υπάρχει διαφοροδιαγνωστική αξία του 
γονιδίου Noxa μεταξύ παθολογικών και 
φυσιολογικών στον καρκίνο του παχέος 
εντέρου 
Το Noxa, μπορεί να θεωρηθεί ένας καλός 
διαφοροδιαγνωστικός δείκτης αφού 
έχουμε ένα καλό AUC (AUC>0.6) και ένα 
πολύ καλό p-valeu (pValue<0.05) 
 
 
 

Παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των επιπέδων mRNA  των γονιδίων Beclin-
1 και LC3 των παθολογικών δειγμάτων καρκίνου του παχέος εντέρου   σε 
σχέση με τα επίπεδα των φυσιολογικών δειγμάτων. Έτσι, τα βιομόρια αυτά, 
μπορούν να χαρακτηριστούν καρκινικοί δείκτες , καθώς βρίσκονται 
υποεκφρασμένα σε βιολογικά δείγματα (ιστός)  με κακοήθη εξαλλαγή. (5.2 και 
5.4) 

 
 

5.2 Σημαντική αύξηση των επιπέδων mRNA του γονίδιου 
Noxa σε κλινικά δείγματα ασθενών με καρκίνο του παχέος 
εντέρου. 
 
Στα ίδια κλινικά δείγματα έγινε ανάλυση των επιπέδων έκφρασης mRNA του 
γονιδίου Noxa και συγκρίθηκαν τα επίπεδα έκφρασης του μεταξύ των 
παθολογικών και των φυσιολογικών δειγμάτων. (διάγραμμα 5.5) 

 
  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 p<0.0001 

CRC vs Normal Mucosa 

AUC (Noxa) = 0.678 

95% CI= 0.612- 0.740; p<0.0001* 

Διάγραμμα 5.5 

Σημαντική αύξηση των επιπέδων 
mRNA του Noxa στα κλινικά δείγματα 
καρκίνου του παχέος εντέρου σε 
σχέση με τα φυσιολογικά δείγματα 
(pValue<0.05).  
Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης 
mRNA του Noxa έγινε με real-time 
PCR χρησιμοποιώντας τη σχετική 
μέθοδο 2-ΔΔC 

(όπου ΔΔCq = ΔCq ( Cq Noxa – Cq 

GAPDH)παθολογικά – ΔCq (Cq Noxa – Cq GAPDH)φυσιολογικά.  

Το γονίδιο GAPDH χρησιμοποιήθηκε 
ως εσωτερικό γονίδιο αναφοράς 

 p<0.0001 
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Παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση των επιπέδων mRNA του γονιδίου Noxa 
στα παθολογικά κλινικά σε σχέση με τα φυσιολογικά δείγματα, καθιστώντας το 
βιομόριο αυτό, πιθανό καρκινικό δείκτη τουλάχιστον για τον καρκίνο του 
παχέος εντέρου, όπου η υπερέκφραση του σε βιολογικά δείγμα(ιστό) 
σχετίζεται με την παρουσία κακοήθειας. (5.6) 
 

 
5.3 Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης των mRNA των 
γονιδίων Beclin-1, LC3 και Noxa με την σταδιοποίηση TNM 
στους ασθενείς με καρκίνο του παχέος εντέρου. 
 
Εφ’ όσον τα επίπεδα έκφρασης των mRNA των γονιδίων Beclin-1/ LC3 και 
Noxa εμφανίστηκαν σημαντικά μειωμένα και αυξημένα αντιστοίχως, στα 
κλινικά δείγματα ασθενών με καρκίνο του παχέος εντέρου, συσχετίστηκαν 
περεταίρω με τα κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών. 
 
Αρχικά έγινε συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων 
Beclin-1, LC3 και Noxa με την σταδιοποίηση TNM. (διάγραμμα 5.7 και 5.8) 
 

 p=0.1436 (Mann- Whitney test) 

 p=0.0313 (Wilcoxon test) 

 p=0.3805 

Διάγραμμα 5.7 
Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων Beclin-1 και LC3 με την TNM 
σταδιοποίηση. 
Καμιά διαφορά των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων Beclin-1 και LC3 στα κλινικά 
δείγματα καρκίνου του παχέος εντέρου είτε ο όγκος βρίσκεται στο στάδιο Ι/ΙΙ είτε ο όγκος βρίσκεται 
στο στάδιο ΙΙΙ/ΙV (pValue>0.05). 
Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης mRNA του Noxa έγινε με real-time PCR χρησιμοποιώντας τη 
σχετική μέθοδο 2-ΔΔC 

(όπου ΔΔCq = ΔCq ( Cq LC3 ή Beclin1 – Cq GAPDH)παθολογικά – ΔCq (Cq LC3 ή Beclin1 – Cq GAPDH)φυσιολογικά.  

Το γονίδιο GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικό γονίδιο αναφοράς 

Lc3 expression in relation to tumour stage 
Beclin-1 expression in relation to tumour stage 
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Στη συνέχεια , αφού τα δείγματα ομαδοποιήθηκαν ανάλογα με την παρουσία η 
απουσία μετάστασης σε λεμφαδένες συγκρίθηκαν τα επίπεδα έκφρασης για τα 
τρία γονίδια, ώστε να συσχετιστούν με το φαινόμενο της μετάστασης. Με 
εφαρμογή t-test, Mann Whitney test και Wilcoxon test, παρατηρήθηκε ότι τα 
επίπεδα έκφρασης των γονιδίων Beclin-1, LC3 και Noxa δεν συσχετίζονται με 
παρουσία μετάστασης (P>0.05). (διάγραμμα 5.9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 p=0.0514 (Mann - Whitney test) 

 p=0.0317 (Wilcoxon test) 

Noxa expression in relation to tumour stage 

Διάγραμμα 5.8 
Σημαντική αύξηση των επιπέδων mRNA του Noxa στα κλινικά 
δείγματα καρκίνου του παχέος εντέρου όταν ο όγκος βρίσκεται στο 
στάδιο ΙΙΙ/ΙV σε σύγκριση με το στάδιο Ι/ΙΙ (pValue<0.05). 
Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης mRNA του Noxa έγινε με real-time 
PCR χρησιμοποιώντας τη σχετική μέθοδο 2-ΔΔC 

(όπου ΔΔCq = ΔCq ( Cq Noxa 

– Cq GAPDH)παθολογικά – ΔCq (Cq Noxa – Cq GAPDH)φυσιολογικά.  

Το γονίδιο GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικό γονίδιο 
αναφοράς 
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Beclin-1 expression in relation to lymph node 
invasion status 

 

P=0,6883  p=0.2836 

Lc3 expression in relation to lymph node  

invasion status 

Διάγραμμα 5.9 
Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων Beclin-1, LC3 και Noxa με την 
μετάσταση σε λεμφαδένες. 
Καμιά διαφορά των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων Beclin-1, LC3 και Noxa στα κλινικά 
δείγματα καρκίνου του παχέος εντέρου είτε ο όγκος είναι θετικός στην μετάσταση είτε ο όγκος 
είναι αρνητικός στη μετάσταση. (pValue>0.05) 
Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης mRNA των γονιδίων έγινε με real-time PCR χρησιμοποιώντας 
τη σχετική μέθοδο 2-ΔΔC 

(όπου ΔΔCq = ΔCq ( Cq Noxa – Cq GAPDH)παθολογικά – ΔCq (Cq Noxa – Cq GAPDH)φυσιολογικά.  

Το γονίδιο GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικό γονίδιο αναφοράς 

Noxa expression in relation to lymph node  

invasion status 

 p=0.1666 
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5.4 Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων 
Beclin-1, LC3 και Noxa με την παρουσία μεταλλάξεων στο 
KRAS στα κλινικά δείγματα καρκίνου του παχέος εντέρου. 
 
Προϋπάρχουσα γνώση (ευγενική παραχώρηση) από τα μέλη του 
εργαστηρίου Μαργαρίτα Βλάσση και Βιβή Κοσμίδου 

 
Τα κλινικά δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη, έχουν 
αναλυθεί, προηγουμένως στο εργαστήριο για την παρουσία μεταλλάξεων στο 
γονίδιο KRAS. Η παρουσία των μεταλλάξεων συσχετίστηκε με τα επίπεδα 
έκφρασης mRNA των γονιδίων Beclin-1, LC3 και Noxa, ώστε να ελεγχθεί ο 
ρόλος της παρουσίας της μετάλλαξης στην έκφραση των τριών γονιδίων. 
 
Σύμφωνα με το διάγραμμα 5.10 δεν υπάρχει διαφορά μεταξύ των επιπέδων 
έκφρασης των τριών γονιδίων (Beclin-1, LC3 και Noxa) συναρτήσει της 
παρουσίας μετάλλαξης του KRAS.  
 
 

 
 

Beclin-1 expression in Kras mutant tumours 

 p=0.0031 

Beclin-1 expression in Kras wild-type tumours 

 p=0.0019 

Lc3 expression in Kras mutant tumours Lc3 expression in Kras wild-type tumours 

 p=0.0027 

 p=0.0534 (Mann - Whitney test) 

 p=0.0074 (Wilcoxon  test) 
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5.5 Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης mRNA των τριών 
γονιδίων συνδυαστικά σε κλινικά δείγματα ασθενών με 
καρκίνο του παχέος εντέρου. 
 
Στη συνέχεια με ανάλυση ROC προσπαθήσαμε να συνδυάσουμε την έκφραση 
των τριών γονιδίων για να δούμε αν μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε τα 
γονίδια συνδυαστικά ως διαφοροδιαγνωστικούς δείκτες, με καλύτερη 
διαφροδιαγνωστκή αξία απ’ ότι το κάθε γονίδιο μεμονωμένα. 
 
Ο συνδυασμός των τριών γονιδίων (3 gene)  καθώς και ο συνδυασμός των 

Noxa expression in Kras mutant tumours Noxa expression in Kras wild-type tumours 

 p=0.0054 

 p=0.0001 

Διάγραμμα 5.10 

Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων Beclin-1, LC3 και Noxa με την παρουσία 
μετάλλαξης KRAS. 
Καμιά διαφορά των επιπέδων έκφρασης mRNA των γονιδίων Beclin-1, LC3 και Noxa στα κλινικά 
δείγματα καρκίνου του παχέος εντέρου είτε υπάρχει μετάλλαξη KRAS είτε δεν υπάρχει. 
(pValue<0.05) 
Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης mRNA των γονιδίων έγινε με real-time PCR χρησιμοποιώντας 
τη σχετική μέθοδο 2-ΔΔC 

(όπου ΔΔCq = ΔCq ( Cq Noxa – Cq GAPDH)παθολογικά – ΔCq (Cq Noxa – Cq GAPDH)φυσιολογικά.  

Το γονίδιο GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικό γονίδιο αναφοράς 
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δύο γονιδίων (2 gene - Noxa/LC3 και Noxa/Beclin-1) δεν είχε καμιά 
διαφοροδιαγνωστική αξία αφού AUC<0.6 και pValue>0,05 (διάγραμμα 5.11) 

 
 

 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

3-gene 

CRC vs Normal Mucosa 

AUC (3-gene) = 0.565 

95% CI= 0.496- 0.634;  

p=0.0987 
 

CRC vs Normal Mucosa 

AUC (2-gene) = 0.570 

95% CI= 0.500- 0.638; p=0.0757 

2 - gene (Noxa / Lc3) 
 

CRC vs Normal Mucosa 

AUC (2-gene) = 0.570 

95% CI= 0.500- 0.638; p=0.0757 

2 - gene (Noxa / Beclin-1) 

Διάγραμμα 5.11 
Η επιφάνεια κάτω από την ROC καμπύλη είναι μετρική της ακρίβειας του μοντέλου. Όσο πιο κοντά 
στη διαγώνιο τόσο λιγότερο ακριβές είναι το μοντέλο. 
AUC=0.5 καμιά διαγνωστική αξία 
AUC=1.0 μοντέλο με τέλεια ακρίβεια 
To AUC πρέπει να είναι 0.6<AUC για να υπάρχει διαφοροδιαγνωστική αξία των γονιδίων 
συνδιαστικά μεταξύ παθολογικών και φυσιολογικών στον καρκίνο του παχέος εντέρου 
Τα 3 γονίδια συνδυαστικά καθώς και τα 2 γονίδια συνδυαστικά ( Noxa/LC3 και Noxa/Beclin-1) δεν 
μπορούν να θεωρηθούν διαφοροδιαγνωστικοί δείκτες αφού έχουμε ένα κακό AUC (AUC<0.6) και 
ένα πολύ κακό p-valeu (pValue>0.05) 
 
 
 



45 

 

Αντίθετα ο συνδιασμός των δυο γονιδίων (2 gene – Beclin-1 και LC3) έχει 
διαφοροδιαγνωστική αξία αφού AUC>0.6 και pValue<0,05. 
 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

CRC vs Normal Mucosa 

AUC (2-gene) = 0.641 

95% CI= 0.572- 0.706; p=0.0002 

2 - gene ( Beclin-1/LC3) 

Διάγραμμα 5.12 

Η επιφάνεια κάτω από την ROC καμπύλη είναι μετρική της ακρίβειας του μοντέλου. Όσο πιο κοντά 
στη διαγώνιο τόσο λιγότερο ακριβές είναι το μοντέλο. 
AUC=0.5 καμιά διαγνωστική αξία 
AUC=1.0 μοντέλο με τέλεια ακρίβεια 
To AUC πρέπει να έίναι 0.6<AUC για να υπάρχει διαφοροδιαγνωστική αξία των γονιδίων 
συνδιαστικά μεταξύ παθολογικών και φυσιολογικών στον καρκίνο του παχέος εντέρου 
Τα 2 γονίδια συνδυαστικά ( 2 gene – Beclin-1 και LC3) έχουν διαφοροδιαγνωστική αξία αφού 
έχουμε ένα καλό AUC (AUC>0.6) και ένα πολύ καλό p-valeu (pValue<0.05) 
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Γ. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 
 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Παρατηρείται μια σημαντική υποέκφραση των επιπέδων mRNA των γονιδίων 
Beclin-1 και LC3 σε Κ.Π.Ε. ανεξάρτητα από την παρουσία μεταλλάξεων στο K-
Ras. 
Αντίθετα τα επίπεδα mRNA του Noxa υπερεκφράζονταi σημαντικά σε Κ.Π.Ε., 
ειδικά στο στάδιο ΙΙΙ/ΙV των όγκων, ανεξάρτητα από την παρουσία 
μεταλλάξεων του K-Ras. 
Με ανάλυση καμπύλης ROC βλέπουμε ότι η έκφραση του κάθε γονιδίου 
ξεχωριστά καθώς και η έκφραση του Beclin-1 και LC3 συνδυαστικά έχει 
διαφοροδιαγνωστική αξία. 

 
6.1 Το γονίδιο Noxa στον καρκίνο του παχέος εντέρου 
   Η Noxa είναι BH-3 μέλος της οικογένειας Bcl-2 πρωτεϊνών. Η οικογένεια 
Bcl-2 παίζει σημαντικό ρόλο στην ρύθμιση του μιτοχονδριακού μονοπατιού για 
την απόπτωση. Σύμφωνα με πολλές μελέτες, υπερέκφραση του γονιδίου 
Noxa παρατηρείται σε πολλούς τύπους καρκίνου. Στην παρούσα μελέτη, 
παρουσιάζεται σημαντική κλινική σημασία του γονιδίου Noxa στον καρκίνο του 
παχέος εντέρου, καθώς βρίσκεται υπερεκφρασμένο στα καρκινικά δείγματα σε 
σύγκριση με τα αντίστοιχα φυσιολογικά τους, αποτέλεσμα το οποίο είναι 
σύμφωνο με αρκετές μελέτες. 
 
Επαγωγή της αυτοφαγίας από την Noxa: η παρατήρηση ότι η Noxa, μέλος 

της οικογένειας BH3-only πρωτεϊνών, μπορεί να προωθήσει ένα μη 
αποπτωτικό μονοπάτι κυτταρικού θανάτου είναι αντιφατική. Ωστόσο, η Noxa 
είναι ένας από τους λιγότερο ισχυρούς τελεστές για την ενεργοποίηση 
Bax/Bak και την ενεργοποίηση του αποπτωτικού μονοπατιού στην απόπτωση. 
[81] 
Επίσης, στοχευμένη απενεργοποίηση του γονιδίου Noxa έχει μικρή επίδραση 
σε πολυάριθμα προ-αποπτωτικά σήματα, υποδηλώνοντας ότι αυτή η 
πρωτεΐνη μπορεί να διαδραματίσει ένα σημαντικό ρόλο σε άλλα πλαίσια. 
Έτσι η αυξημένη έκφραση των BH3-only πρωτεϊνών, εκτός από τον πολύ 
γνωστό ρόλο τους στην προώθηση της απόπτωσης μπορούν επίσης να 
προωθήσουν την αυτοφαγία σε ορισμένα πλαίσια.[82,83] 
Το αποτέλεσμα (δηλαδή απόπτωση ή αυτοφαγία) είναι πιθανόν να εξαρτάται 
από συγκεκριμένες BH3-only πρωτεΐνες, οι οποίες υπερεκφράζονται 
/ενεργοποιούνται, και την ικανότητα των επιμέρους BH3-only πρωτεϊνών να 
εμπλέκονται με το απαιτούμενο εύρος προεπιβιωτικών μελών της οικογένειας 
Bcl2 για την προώθηση της απόπτωσης. 
Από την άποψη αυτή, η Noxa είναι γνωστό ότι εμπλέκεται σε ένα 
περιορισμένο φάσμα προεπιβιωτικών Bcl2 πρωτεϊνών, εμφανίζοντας 
μεγαλύτερη συγγένεια για Mcl1 και Α1, αλλά μικρή σύνδεση με άλλα μέλη της 
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οικογένειας Bcl2 σε ενδογενή επίπεδο. [84] 
Η διαπίστωση ότι η Noxa είναι συχνά υπερεκφρασμένη σε μελανώματα, η 
οποία συνδέεται επίσης με την παθογένεια της νόσου είναι ενδιαφέρουσα, 
καθώς αυτό υποδηλώνει ότι η Noxa μπορεί να έχει ένα ρόλο προ-επιβίωσης 
σε μελάνωμα κυττάρων, ενώ το δυναμικό επαγωγής απόπτωσης της έχει 
διατηρηθεί υπό έλεγχο.[85,86] 
H Mcl-1, που μπορεί να συνδέεται και να αναστέλλει την Noxa, αυξάνεται 
επίσης με την εξέλιξη του μελανώματος [85,87] και η ικανότητα του Noxa να 
ενεργοποιεί την απόπτωση καθορίζεται από μια ισορροπία μεταξύ των 
επιπέδων έκφρασης του Noxa και των επιπέδων του Mcl-1 [88], καθώς 
φαίνεται ότι η υψηλή έκφραση των Mcl-1 είναι επαρκής για να επιτρέψει τα 
κύτταρα του μελανώματος να αντέχουν εξίσου υψηλά επίπεδα Noxa.[89] 
Είναι κατανοητό ότι η αυξημένη έκφραση Noxa εν όψει των υψηλών επιπέδων 
Mcl-1 μπορεί να οδηγήσει σε ελεγχόμενη αυτοφαγία ανακυκλώνοντας 
κατεστραμμένα οργανίδια και ανεπιθύμητες πρωτεΐνες. 
Σε συμφωνία με αυτό, η αυτοφαγία προστατεύει τα καρκινικά κύτταρα από την 
απόπτωση σε πολλά πειραματικά συστήματα.[90,91,92] 
    Συμπερασματικά, αυτά τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η Noxa δεν είναι 
απλά μια πρωτεΐνη προ-απόπτωσης, αλλά λειτουργεί ως ένα φρουρός 
ασφαλείας που συμπληρώνει όχι μόνο την παροχή θρεπτικών συστατικών 
αλλά επίσης έχει ένα ρόλο προ-επιβίωσης μέσω ενεργοποίησης της 
αυτοφαγίας. [93] 
 
 
Ένα μεγάλο πάνελ διαφόρων ανθρωπίνων όγκων ελέγχθηκαν για μεταλλάξεις 
στο γονίδιο Noxa. Μεμονωμένες μεταλλάξεις δε βρέθηκαν να έχουν επίδραση 
στην ικανότητα της Noxa να επάγει απόπτωση in vitro.[131] Μελέτες δείχνουν 
ότι αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης Noxa σχετίζεται με την εξέλιξη του 
καρκίνου και συνδέεται με βιοχημική υποτροπή του καρκίνου του 
προστάτη.[132] 
 
BH3-only πρωτεΐνες ως μεσολαβητές των αντικαρκινικών θεραπειών: Οι 

έρευνες για τους μοριακούς μηχανισμούς της απόπτωσης που προκαλούνται 
από συμβατικές θεραπείες και νέους αντικαρκινικούς παράγοντες έχουν 
αποκαλύψει τον κρίσιμο ρόλο των BH3-only πρωτεϊνών κατά τη διαδικασία της 
ανταπόκρισης και της αντίστασης του φαρμάκου. 
Οι Puma και Noxa σχετίζονται με τις επιπτώσεις από κλασσικούς παράγοντες 
βλάβης του DNA , καθώς και της ακτινοθεραπείας, αλλά κάπως αναπάντεχα 
φαίνεται ότι η Noxa είναι ένας σχετικός μεσολαβητής της απόπτωσης σε 
απόκριση προς την αναστολή του πρωτεασώματος. Σε κακοήθες μελάνωμα, 
αλλά όχι πρωτογενή μελανοκύτταρα καθώς και σε πολλαπλό μυέλωμα , αλλά 
όχι σε λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος, μη επιλεκτική αναστολή του 
πρωτεασώματος με Birtezomib/Velcade προκαλεί αύξηση της έκφρασης της 
Noxa που προηγείται της απόπτωσης των καρκινικών κυττάρων [133,134]. 
Αξίζει να σημειωθεί ότι η επαγωγή της Noxa δεν είναι απλά μια συνέπεια της 
διαταραγμένης αποικοδόμησης του πρωτεασώματος του προεπιβιωτικού 
μέλους Mcl1, το οποίο συμπλέκεται με την Noxa για την συνεργασία 
αποικοδόμησης στο πρωτεάσωμα, αλλά εμφανίζεται επίσης και κατά το 
μεταγραφικό επίπεδο με ένα C-Myc-εξαρτώμενο τρόπο.[140] 
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Αναστολείς σεκρετάσης (GSI), που αναστέλλουν την επεξεργασία του 
υποδοχέα Notch και την ενεργοποίηση του, αναφέρθηκε να επάγουν την 
απόπτωση σε μελάνωμα και κυτταρικές σειρές πολλαπλού μυελώματος με ένα  
τρόπο που εξαρτάται από την Noxa. 
Συνοπτικά, όλες αυτές οι παρατηρήσεις επιβεβαιώνουν ότι η ενεργοποίηση 
μιας ή περισσότερων BH3-only πρωτεϊνών μεσολαβεί στις επιδράσεις όλων 
των αντικαρκινικών παραγόντων. 
 
 

6.2 Τα αυτοφαγικά γονίδια Beclin-1 και LC3 στον καρκίνο του 

παχέος εντέρου 
Στην παρούσα μελέτη, εξετάσαμε την έκφραση των αυτοφαγικών γονιδίων 
LC3 και Beclin-1 στο καρκίνο του παχέος εντέρου και βρήκαμε ότι και τα δυο 
γονίδια υποεκφράζονται στα  καρκινικά κύτταρα σε σύγκριση με τα 
φυσιολογικά. 
Μελέτες από τη βιβλιογραφία έρχονται σε αντίθεση με τα δικά μας 
αποτελέσματα καθώς δείχνουν ότι η αυτοφαγία έχει ένα σημαντικό ρόλο στην 
ανάπτυξη του καρκίνου. Αντίθετα, άλλες μελέτες έρχονται σε συμφωνία με τα 
δικά μας αποτελέσματα. 
Ωστόσο, δεν είναι σαφές εάν η αυτοφαγία καταστέλλει την ανάπτυξη όγκων ή 
παρέχει στα καρκινικά κύτταρα έναν μηχανισμό διάσωσης κάτω από συνθήκες 
πίεσης, όπως πείνα, προωθώντας την ανάπτυξη των όγκων. [94-98] 
Προηγούμενες μελέτες απέδειξαν ότι η αυτοφαγία λαμβάνει χώρα στα 
περισσότερα μη καρκινικά κύτταρα για την πρόληψη της συσσώρευσης των 
αδρανών πρωτεϊνών και ελαττωματικών κυτταρικών δομών και ότι επάγεται 
όταν τα κύτταρα αντιμετωπίζουν συνθήκες στρες, όπως πείνα. [99-103] 
Σε κάθε περίπτωση, θεωρητικά η αυτοφαγία πρέπει να λαμβάνει χώρα σε 
καρκινικά κύτταρα που βρίσκονται στην κεντρική περιοχή του καρκίνου. 
Αντίθετα, στην μελέτη μας υπάρχει υποέκφραση των αυτοφαγικών γονιδίων 
LC3 και Beclin-1 στα καρκινικά κύτταρα στην κεντρική περιοχή του όγκου. 
 
Αρκετές μελέτες έχουν συσχετίσει τη διαταραγμένη αυτοφαγία με την εξέλιξη 
του όγκου.[104] Αλληλική απώλεια του γονιδίου Beclin-1 βρέθηκε σε 
καρκίνους ωοθηκών, του μαστού και του προστάτη.[104] Μειωμένη έκφραση 
του Beclin-1 έχει συσχετιστεί με την εξέλιξη του όγκου των μαστών, των 
ωοθηκών και του καρκίνου του εγκεφάλου και με χαμηλότερη επιβίωση σε 
καρκίνους του οισοφάγου, του παχέος εντέρου, του ήπατος και του 
εγκεφάλου.[105 – 111] 
Σε αντίθεση, άλλοι ερευνητές βρήκαν ότι η υπερέκφραση του Beclin-1 
συσχετίζεται με ογκογένεση σε καρκίνους του παχέος εντέρου και του 
γαστρεντερικού. [112-114] 
Οι Liang X.H. et al. (2001) βρήκαν ότι τα υψηλότερα επίπεδα της έκφρασης 
του Beclin1 συνδέονται με καλύτερη πρόγνωση σε ασθενείς με σταδίου ΙΙΙ 
καρκίνο του παχέος εντέρου. [135] 
Μια άλλη μελέτη σε ηπατοκυτταρικά καρκινώματα από την άλλη πλευρά 
πρότεινε ότι η απώλεια Beclin-1 σε κύτταρα όγκου ήταν σημαντικότερο μοτίβο 
το οποίο συσχετίστηκε με την υποτροπή της νόσου. [136] 
Ως εκ τούτου, φαίνεται ότι τόσο η υποέκφραση όσο και η υπερέκφραση του 
Beclin-1 συναντώνται σε ανθρώπινα καρκινώματα. 
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Η υπερέκφραση του γονιδίου Beclin-1 μπορεί να είναι μια απάντηση στις 
δυσμενείς συνθήκες εντός του όγκου, προκειμένου να ενταθεί η αυτοφαγική 
δραστηριότητα για τα καρκινικά κύτταρα για να ανακυκλώσουν πρωτεΐνες και 
κατεστραμμένα οργανίδια για να επιβιώσουν. 
Ο Samokhvalov V. et al. (2008) έδειξε ότι RNAi knockdown λειτουργεία του 
Beclin-1 μειώνει την επιβίωση κάτω από υποξικό στρες.[141] 
Η υπερέκφραση της Beclin-1 μπορεί επομένως να είναι απάντηση επιβίωσης 
στις δυσμενείς συνθήκες και θα μπορούσε να υποδεικνύει επιθετικότητα του 
όγκου που συνδέεται με υποξία και οξύτητα. 
 
Η έκφραση του γονιδίου LC3 έχει αναφερθεί ότι είναι μειωμένη στον καρκίνο 
του εγκεφάλου και των ωοθηκών [107,115] και αυξημένη σε νεοπλάσματα 
οισοφάγου και γαστρεντερικού.[115] Η έκφραση του LC3 βρέθηκε να 
συσχετίζεται με κακή έκβαση σε καρκίνο του παγκρέατος  και με μια καλύτερη 
επιβίωση σε ασθενείς με γλοιοβλάστωμα.[115,116] 
Ο Jiang Z.F. et al. (2012) έδειξε ότι η έκφραση του LC3 μειώνεται σε 
ανθρώπινους καρκινικούς ιστούς του πνεύμονα σε σύγκριση με τους 
ομόλογους φυσιολογικούς ιστούς, αλλά αυτή η έκφραση δε συσχετίζεται 
σημαντικά με κλινικοπαθολογοανατομικά χαρακτηριστικά.[137] 
Η έκφραση του LC3 συσχετίστηκε σημαντικά με την διαφοροποίηση των 
κυττάρων και τα διακριτά επίπεδα έκφρασης σε καρκίνο του παχέος εντέρου 
και καρκίνο του πνεύμονα μπορεί να συσχετίζονται με τον τύπο του καρκίνου. 
[138] 
Η σημαντική συσχέτιση μεταξύ της έκφρασης του LC3 και της 
διαφοροποίησης των κυττάρων προτείνει ότι κακοήθη κύτταρα μπορεί να 
προκύψουν από την αύξηση της αυτοφαγίας, επομένως χαμηλότερη έκφραση 
του LC3 σε καρκίνο του παχέος εντέρου είναι δείκτης θετικής 
πρόγνωσης.[139] 
 
Ως εκ τούτου, η βιολογική σημασία και οι κλινικές επιπτώσεις των 
διακυμάνσεων έκφρασης των γονιδίων Beclin-1 και LC3 στον καρκίνο φαίνεται 
να σχετίζονται με τον τύπο του όγκου και το πλαίσιο των ιστών[104,117], 
υποδεικνύοντας ότι διάφορες θεραπευτικές στρατηγικές θα μπορούσαν να 
προβλέψουν είτε αύξηση είτε μείωση της αυτοφαγίας. [118] 
Από τους ισχυρισμούς αυτούς προκύπτει ότι η αναγνώριση των 
συγκεκριμένων μοτίβων αυτοφαγίας σε βιοψίες ιστού μπορεί να προσφέρει 
σημαντικές πληροφορίες για τη διάγνωση και εξατομικευμένη θεραπεία του 
καρκίνου. 
 
Από θεραπευτικής άποψης η Beclin-1 και LC3 αναδύονται ως στόχοι για την 
ανάπτυξη μοριακών θεραπειών.  
Σίγηση της Beclin-1 πρωτεΐνης και της LC3 πρωτεΐνης μπορεί να αποδειχθεί 
θανατηφόρα για τους όγκους των οποίων η επιβίωση εξαρτάται από την 
απόκριση εντατικοποίησης της αυτοφαγίας κυττάρων, όπως οι όγκοι υψηλού 
υποξικού περιεχομένου των κυττάρων.  
Οι Song J et al, 2009 [119] βρήκαν ότι η θεραπεία των κυττάρων ήπατος με 
Beclin-1 siRNA οδήγησε σε χημειοευαισθητοποίηση υπό συνθήκες υποξίας. 
Eπίσης, ο αποκλεισμός της αυτοφαγίας ευαισθητοποιεί τα καρκινικά κύτταρα 
στην ακτινοβολία. [120] 
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6.3 Ογκογόνος Ras-επαγώμενη έκφραση της Noxa και Beclin-
1 προωθεί αυτοφαγικό κυτταρικό θάνατο και περιορισμένη 
επιβίωση 
Στην μελέτη μας προσπαθήσαμε να συνδέσουμε την παρουσία μεταλλάξεων 
του K-Ras με την έκφραση των γονιδίων  στα καρκινικά κύτταρα, χωρίς όμως 
να φαίνεται να υπάρχει κάποια συσχέτιση, παρόλο που κάποιες μελέτες 
δείχνουν κάποια συσχέτιση της παρουσίας μεταλλάξεων του  Κ-Ras με τα 
γονίδια Noxa και Beclin-1. 
Η απορρύθμιση ογκογονιδίων, όπως MYC και RAS, είναι τυπικά ανεπαρκής 
για να μετασχηματίσει κύτταρα από μόνη της, κάτι το οποίο οφείλεται στην 
ενεργοποίηση των μονοπατιών που περιορίζουν τον πολλαπλασιασμό. 
Μελέτες έχουν δείξει ότι το ογκογόνο H-Ras μπορεί να προκαλέσει αναστολή 
του πολλαπλασιασμού ή γήρανση ανάλογα με το κυτταρικό περιβάλλον. 
Η απορρύθμιση της δραστηριότητας H-Ras μπορεί να οδηγήσει σε κασπασο-
ανεξάρτητο κυτταρικό θάνατο με χαρακτηριστικά της αυτοφαγίας. Ras-
επαγόμενη αυτοφαγία συνδέθηκε με υπερέκφραση των BH3-only πρωτεϊνών 
Noxa καθώς και τη ρύθμιση της αυτοφαγίας από Beclin-1. 
Σίγηση της έκφρασης του Noxa ή του Beclin-1 μειώνει την Ras-επαγόμενη 
αυτοφαγία και αυξάνει την επιβίωση. Ο Ras-επαγώμενος κυτταρικός θάνατος 
αναστέλλεται επίσης με συνέκφραση των μελών της οικογένειας Bcl-2 που 
αναστέλλουν την λειτουργία της Beclin-1. Επιπλέον, Ras-επαγώμενη 
αυτοφαγία συνδέθηκε με την μεσολάβηση της Noxa που μετατόπισε το μέλος 
της οικογένειας Bcl2, Mcl1, από Beclin-1. [142] 
Έτσι, η Ras-επαγώμενη έκφραση των Noxa και Beclin-1 προάγει αυτοφαγικό 
κυτταρικό θάνατο, ο οποίος αντιπροσωπεύει ένα μηχανισμό για τον 
περιορισμό του ογκογόνου δυναμικού του Ras. Εν κατακλείδι, από τα πιο 
πάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι απορρύθμισή της H-Ras δραστηριότητας 
μπορεί να οδηγήσει σε κασπασο-ανεξάρτητο κυτταρικό θάνατο με 
χαρακτηριστικά της αυτοφαγίας. Έτσι, εκτός από την πρόωρη κυτταρική 
γήρανση, ο Ras-επαγόμενος κυτταρικός θάνατος είναι πιθανόν να 
αντιπροσωπεύει έναν πρόσθετο μηχανισμό που χρησιμεύει για τον 
περιορισμό του ογκογόνου δυναμικού από την απελευθέρωση σημάτων Ras. 

 
 
Συμπερασματικά, από την παρούσα μελέτη αναδείχθηκε η κλινική σημασία 
των τριών γονιδίων Noxa, Beclin-1 και LC3 στην ανάπτυξη του καρκίνου του 
παχέος εντέρου, τα οποία αλλάζουν σημαντικά τα επίπεδα έκφρασής τους σε 
ιστούς καρκίνου παχέος εντέρου σε σύγκριση με τα φυσιολογικά δείγματα. Για 
να μπορέσουν να συσχετιστούν τα τρία γονίδια μεταξύ τους καθώς και με το 
K-Ras, ίσως θα έπρεπε να αυξηθεί ο αριθμός των εξεταζόμενων κλινικών 
δειγμάτων ή να μελετηθούν και τα τρία γονίδια σε επίπεδο πρωτεϊνης. Επίσης,  
η συσχέτιση θα μπορούσε να είναι ισχυρή εάν κατά την παραλαβή του 
καρκινικού ιστού  από τον ασθενή, μπορούσε να συλλεγεί μεγαλύτερο 
ποσοστό καρκινικών κυττάρων από τον ιστό.  
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