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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Κλινικής 

Χηµείας της Ιατρικής Σχολής του Παν/µίου Ιωαννίνων, ενώ το πειραµατικό µέρος 

εκτελέστηκε στο Βιοχηµικό Εργαστήριο του Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου 

Ιωαννίνων (Π.Γ.Ν.Ι) υπό την επίβλεψη του Kαθηγητή κ. Κωνσταντίνου Σεφεριάδη, 

Οµότιµο Καθηγητή Βιολογικής Χηµείας της Ιατρικής Σχολής του Παν/µίου 

Ιωαννίνων. Χρηµατοδοτήθηκε για δύο χρόνια (2003-2005) από πρόγραµµα του 

ΚΕΣΥ στο πεδίο Ογκολογίας (Αρ. ∆Υ2β/οικ. 128320/30-11-20050 απόφαση του 

Υπουργείου Υγείας και Κοινωνικής Αλληλεγγύης µε κωδικό αριθµ. πρωτ. 111Κ/56). 

Για την ολοκλήρωση της διδακτορικής διατριβής συνέβαλαν σηµαντικά τα 

µέλη της τριµελούς συµβουλευτικής επιτροπής, οι Καθηγητές Κ. Σεφεριάδης και Ι. 

Γεωργίου και η Αναπλ. Καθηγήτρια Ε. Μπαϊρακτάρη, που όλα αυτά τα χρόνια ήταν 

πρόθυµοι να ακούσουν τους προβληµατισµούς µου γύρω από τα θεωρητικά και 

τεχνικά θέµατα που προέκυπταν και µε τις εύστοχες παρατηρήσεις τους καθόρισαν 

και την τελική δοµή της παρούσας διατριβής, τους οποίους ευχαριστώ θερµά. 

Ξεχωριστά ευχαριστώ τον καθηγητή Κ. Σεφεριάδη, Καθηγητή µου από το 

πρώτο έτος των σπουδών µου στο Πρόγραµµα Σπουδών Επιλογής Βιοχηµεία του 

Παν/µίου Ιωαννίνων και επιβλέπων στη διδακτορική µου διατριβή, που µου µετέδωσε 

µε τόση θέρµη τις γνώσεις του στον τοµέα της Βιοχηµείας και της Κλινικής Χηµείας 

και µε επέλεξε για την επίτευξη του στόχου του, να αναπτυχθεί στο Βιοχηµικό 

Εργαστήριο του Π.Γ.Ν. Ιωαννίνων ένας νέος τοµέας, αυτός της Μοριακής 

∆ιαγνωστικής, µε απώτερο στόχο τον εκσυγχρονισµό, του µέχρι σήµερα τοµέα της 

Κλινικής Χηµείας µε νέες τεχνικές που θα αντιµετωπίζουν τον κάθε ασθενή 

ξεχωριστά και µε βάση το γενετικό του προφίλ.        

Ένα µεγάλο ευχαριστώ οφείλω στον ∆ρ. Βιοχηµικό Γεώργιο Κολιό, που µου 

έδωσε την ευκαιρία να συνεργαστώ µαζί του από τα πρώτα δειλά βήµατα της 

ερευνητικής µου πορείας µέχρι και σήµερα, ενώ οι ιδέες και οι παρατηρήσεις του 

ήταν καθοριστικής σηµασίας τόσο από την έναρξη και τον ορισµό του θέµατος της 

διδακτορικής µου διατριβής, όσο και κατά την πορεία των πειραµάτων αλλά και την 

τελική διαµόρφωση και συγγραφή της. Η ευρεία γνώση του στα θέµατα και τις 

τεχνικές στον τοµέα της Μοριακής Βιολογίας και Βιοχηµείας, αλλά και η 

αποφασιστικότητα, η επιµονή καθώς και το αστείρευτο µεράκι για την έρευνα που 

τον διακατέχουν, µου έδωσαν σε όλη την µέχρι σήµερα ερευνητική µου πορεία την 

  



   

πίστη ότι τα πάντα είναι εφικτά να γίνουν αρκεί να βαδίζουµε µε γνώµονα την 

υποµονή και επιµονή. 

Ένα µεγάλο ευχαριστώ οφείλω επίσης στην ∆ρ. Βιοχηµικό Χρυσούλα 

Καλογερά που ήταν η πρώτη που µε µύησε στις τεχνικές της Μοριακής ∆ιαγνωστικής 

και η οποία τόσο µε τις γνώσεις της στον τοµέα της Μοριακής Βιολογίας και 

Βιοχηµείας, όσο και µε την συνεχή αγάπη της για την έρευνα αλλά και το µεράκι για 

οτιδήποτε αναλαµβάνει, επέδρασε καθοριστικά στη βελτίωση του χαρακτήρα µου και 

στην αγάπη µου για την έρευνα στον τοµέα της Μοριακής ∆ιαγνωστικής, αλλά και 

στον κανόνα ζωής: τα πάντα πρέπει να τα αντιµετωπίζουµε µε χαµόγελο και καλή 

διάθεση. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω επίσης όλα τα µέλη της επταµελούς εξεταστικής 

επιτροπής που δέχτηκαν να συµµετάσχουν ως κριτές της παρούσας διατριβής, οι 

καίριες παρατηρήσεις των οποίων ήταν καθοριστικές για την τελική διαµόρφωσή της. 

Για το ευχάριστο και φιλικό κλίµα εργασίας που µου προσέφεραν, θα ήθελα 

να απευθύνω τις ευχαριστίες µου προς όλα τα µέλη του Βιοχηµικού Εργαστηρίου του 

Π.Γ.Ν.Ι. καθώς και την ∆ρ. Χριστίνα Κωσταρά για την συνεργασία της στα πρώτα 

µας κοινά βήµατα ως υποψήφιοι ∆ιδάκτορες του Εργαστηρίου Κλινικής Χηµείας. 

 Την απέραντη αγάπη και ευγνωµοσύνη µου θα ήθελα να εκφράσω στους 

γονείς µου, οι οποίοι µε παρότρυναν πάντα στο δρόµο της γνώσης και συνέβαλλαν µε 

την αγάπη και την κατανόηση τους καθ’ όλη τη διάρκεια της διδακτορικής µου 

διατριβής, καθώς και την αδερφή µου που µε την αγάπη και τη φλόγα για ζωή που 

την διακατέχουν, µε αφήνει να βλέπω τον κόσµο µε διαφορετική µατιά. 

Τέλος το µεγαλύτερο ευχαριστώ οφείλω στο Γιώργο, τον καλύτερό µου φίλο, 

συµπαραστάτη και φύλακα-άγγελό µου όλα αυτά τα χρόνια, του οποίου η διαρκής 

παρουσία, οι πολύωρες συζητήσεις και η αµείωτη συµπαράσταση ελάφρυναν κατά 

πολύ το φορτίο της ολοκλήρωσης της παρούσας διδακτορικής διατριβής.        
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
A: Αδενίνη (Adenine) 

ACF: αλλοιώσεις των εντερικών κρυπτών (aberrant crypt foci) 

APC: γονίδιο του αδενωµατώδους πολυποδάτου εντέρου (adenomatous polyposis 

coli) 

APS: υπερθειϊκό αµµώνιο (ammonium persulfate)  

ATP: τριφωσφορική αδενοσίνη (adenosine triphosphate) 

BAX: µέλος της οικογένειας των BCL2 πρωτεϊνών που συνδέεται µε το Χ 

χρωµόσωµα (BCL2- associated X protein) 

BCL2: οικογένεια πρωτεϊνών Β-κυττάρων λευχαιµίας/λεµφώµατος 2 (B-cell CLL/ 

Lymphoma 2) 

C: Κυτοσίνη (Cytosine) 

CA-SSR I: απλές επαναλαµβανόµενες CA αλληλουχίες στο ιντρόνιο 1 (CA-simple 

sequence repeats in intron 1)  

CIM: µεθυλίωση στις CpG νησίδες (CpG islands methylation) 

CIMP: φαινότυπος που συνδέεται µε τη µεθυλίωση στις CpG νησίδες (CpG islands 

methylation phenotype)   

CIN: χρωµοσωµική αστάθεια (chromosomal instability) 

c-MYB: οµόλογο ογκογονίδιο του ιογενούς µυελοβλαστώµατος (myeloblastosis viral 

oncogene homolog) 

CpA: κυτοσίνη µε φωσφορική οµάδα δίπλα από αδενίνη (-C-phosphate-Α-) 

CpG islands: νησίδες µε πλήθος CpG  

CpG: κυτοσίνη µε φωσφορική οµάδα δίπλα από γουανίνη (-C-phosphate-G-) 

CpT: κυτοσίνη µε φωσφορική οµάδα δίπλα από θυµίνη (-C-phosphate-Τ-) 

dATP: τριφωσφορική δεoξυαδενίνη (deoxyadenine triphosphate)  

dCTP: τριφωσφορική δεoξυκυτοσίνη (deoxycytosine triphosphate) 

ddH2O: δις-απεσταγµένο νερό (dis distilled water) 

ddNTPs: τριφωσφορικά διδεόξυ νουκλεοτίδια (dideoxy nucleotide triphosphates) 

dGTP: τριφωσφορική δεoξυγουανίνη (deoxyguanine triphosphate) 

dH2O: απεσταγµένο νερό (distilled water) 

DMSO: διµεθυλοσουλφοξείδιο (dimethyl sulfoxide) 

DNA: δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ (deoxyribonucleic acid) 

DNMTs: DNA µεθυλοτρανφεράσες (DNA methylotransferases) 

  



   

dTTP: τριφωσφορική δεoξυθυµίνη (deoxythimine triphosphate) 

EDTA: (C10H14N2Na2O8·2H2O) αιθυλενοδινιτρολοτετροξικό οξύ (ethylene 

dinitrilotetra-acetic acid) 

EGFR: υποδοχέας του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (epidermal growth factor 

receptor) 

erbB: ογκογονίδιο Β της ερυθροβλάστωσης των πτηνών (avian erythroblastosis 

oncogene B) 

FAP:  oικογενής αδενωµατώδης πολυποδίαση (familial adenomatous polyposis) 

G: Γουανίνη (Guanine) 

hMLH1: ανθρώπινο οµόλογο 1 του βακτηριακού γονιδίου mutL (human mutL 

homolog 1) 

hMSH2: ανθρώπινο οµόλογο 2 του βακτηριακού γονιδίου mutS (human mutS 

homolog 2) 

hMSH3: ανθρώπινο οµόλογο 3 του βακτηριακού γονιδίου mutS (human mutS 

homolog 3) 

hMSH6: ανθρώπινο οµόλογο 6 του βακτηριακού γονιδίου mutS (human mutS 

homolog 6) 

HNPCC: κληρονοµούµενος µη-πολυποδιακός καρκίνος του παχέος εντέρου 

(hereditary non polyposis colorectal cancer) 

IGFIIR: υποδοχέας του ινσουλινικού αυξητικού παράγοντα ΙΙ (insuline growth factor 

II receptor) 

LINEs: µακρά διάσπαρτα µεταθετά στοιχεία (long interspersed nuclear elements) 

LOH: απώλεια ετεροζυγωτίας (loss of heterozygosity) 

MAGE: αντιγόνο του µελανώµατος (melanoma antigen) 

MGMT: Ο6-µεθυλογουανίνη-DNA-µεθυλοτρανσφεράση (Ο6- methylguanine-DNA-

methyltransferase) 

MINT: περιοχές γνωστές ότι είναι µεθυλιωµένες σε όγκους (methylated in tumors) 

MMR: σύστηµα επιδιόρθωσης των λανθασµένων ζευγών τoυ DNA (mismatch 

repair) 

MSI: µικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite instability) 

MSI φαινότυπος: φαινότυπος µε θετική µικροδορυφορική αστάθεια (υψηλή ή 

χαµηλή) 

MSI-H: υψηλή µικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite instability high) 

MSI-L: χαµηλή µικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite instability low) 

  



   

MSS: σταθερό από µικροδορυφορική αστάθεια (microsatellite instability stable) 

NaHSO3: όξινο θειώδες νάτριο (sodium bisulfite) 

P16 ή CDKN2A: 2Α αναστολέας κυκλίνης εξαρτώµενος µε κινάση (Cyclin-

dependent kinase inhibitor 2A) 

PCNA: πολλαπλασιαστικό κυτταρικό πυρηνικό αντιγόνο (proliferating cell nuclear 

antigen) 

PCR: αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (polymerase chain reaction) 

Pol δ: DNA πολυµεράση δ (polymerase δ) 

RNA: ριβονουκλεϊκό οξύ (ribonucleic acid) 

RNase: ριβονουκλεάση (ribonuclease) 

SAM: S-αδενοσυλοµεθειονίνη (S-adenosyl-L-methionine) 

SINEs: κοντά διάσπαρτα µεταθετά στοιχεία (short interspersed nuclear elements) 

T: Θυµίνη (Thymine) 

TBE: ρυθµιστικό διάλυµα µε Tris- Βορικό οξύ και EDTA (Tris-Boric acid-EDTA)  

TEMED: τετραµεθυλένο διαµίνη (Ν, Ν, Ν, Ν-tetramethylene diamine) 

TGCE: ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς µε βαθµίδωση θερµοκρασίας (temperature 

gradient capillary electrophoresis) 

TGFβRII: υποδοχέας τύπου ΙΙ του αυξητικού παράγοντα µετασχηµατισµού β 

(transforming growth factor β receptor II) 

Tm:  θερµοκρασία τήξης (temperature melting) 

Tris: υδροξυ-µεθυλαµινοµεθάνιο (hydroxymethyl-aminomethan) 

U: Ουρακίλη (Uracile)  

wt: άγριος τύπος (wild type) 
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                                    1                                                    Εισαγωγή 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Σε έναν πολυκύτταρο οργανισµό, η διαφοροποίηση και ο πολλαπλασιασµός 

των κυττάρων ελέγχονται αυστηρά, µέσω πολλαπλών µηχανισµών που στόχο έχουν 

την φυσιολογική του λειτουργία. Υπό φυσιολογικές καταστάσεις, µία βλάβη στο 

DNA θα οδηγήσει είτε σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου, ώστε να επιτραπεί η 

επιδιόρθωση της βλάβης αυτής, ή όπου αυτό δεν είναι εφικτό, σε µια 

προγραµµατισµένη κυτταρική “αυτοκτονία”, την απόπτωση. Όταν αυτά τα µέτρα 

επιδιόρθωσης αποτυγχάνουν, προάγεται ένας ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασµός των 

παρεκκλινόµενων κυττάρων, οδηγώντας έτσι στη δηµιουργία όγκων. Συνήθως µία 

τέτοια αποτυχία επιδιόρθωσης οφείλεται στην κακή λειτουργία αλλά και την απώλεια 

γονιδίων που ενεργοποιούνται στη διαδικασία ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, τα 

ογκοκατασταλτικά και τα αποπτωτικά γονίδια. Κατά συνέπεια, τα γονίδια αυτά 

απενεργοποιούνται ενώ αντίθετα τα ογκογονίδια, που προορίζονται στο να προάγουν 

τον πολλαπλασιασµό, απορυθµίζονται και η ενεργότητά τους ενισχύεται. 

Συνήθως, η ανάπτυξη ενός όγκου αρχίζει µε ένα παρεκκλίνον κύτταρο που, 

µέσω µετάλλαξης, αποκτά πλεονέκτηµα ανάπτυξης σε σχέση µε τον φυσιολογικό 

κυτταρικό πληθυσµό στον οποίο ανήκει. Μέσω της κλωνικής επέκτασης, ένα πρόωρο 

αδένωµα διαµορφώνεται, όπου τα κύτταρα είναι διαφοροποιηµένα και η κυτταρική 

αύξηση είναι εντοπισµένη. Στη συνέχεια, εξαιτίας επιπλέον γενετικών µεταλλάξεων 

και επιγενετικών αλλαγών, το πρόωρο αυτό αδένωµα θα µετασχηµατιστεί σε όψιµο 

αδένωµα και θα εξελιχτεί σε καρκίνωµα, ικανό να βλάψει βασικές µεµβράνες, µέσω 

των µεταστατικών καρκινικών κύτταρων που έχουν την ικανότητα να διαπερνούν τα 

ενδοθηλιακά τοιχώµατα των αγγείων και, µέσω της ροής του αίµατος, να εισβάλουν 

και στα πιο αποµακρυσµένα όργανα.  

∆εδοµένων όλων αυτών, ο καρκίνος είναι ένα σπάνιο περιστατικό σε 

µεµονωµένη βάση και πιθανότερος µεταξύ των ηλικιωµένων ατόµων, λόγω της 

συσσώρευσης πολλαπλών γενετικών και επιγενετικών αλλαγών στα σωµατικά τους 

κύτταρα κατά τη διάρκεια της ζωής τους. Παρόλα αυτά, είναι απαισιόδοξα τα 

στατιστικά στοιχεία που αναφέρουν ότι σχεδόν 11 εκατοµµύρια

νέες περιπτώσεις καρκίνου διαγιγνώσκονται κάθε χρόνο και πεθαίνουν πάνω από 6 

εκατοµµύρια άνθρωποι παγκοσµίως [1]. 
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2. Ο ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΤΟΥ ΠΑΧΕΟΣ ΕΝΤΕΡΟΥ 

 

2.1. Συχνότητα και παράγοντες επικινδυνότητας 
 

Ο καρκίνος του παχέος εντέρου είναι ο τρίτος σε συχνότητα εµφάνισης 

καρκίνος, µετά τον καρκίνο του πνεύµονα και του µαστού. Παγκοσµίως, το 2002 είχε 

συχνότητα εµφάνισης της τάξης του ενός εκατοµµυρίου και θνησιµότητας περίπου το 

µισό αυτού. Σε αντίθεση µε τους περισσότερους άλλους καρκίνους, ο καρκίνος του 

παχέος εντέρου, απαντάται µε σχεδόν παρόµοια συχνότητα τόσο στους άντρες όσο 

και στις γυναίκες µε αναλογία 1.2:1 [2]. 

Μέχρι σήµερα έχουν παρατηρηθεί παγκοσµίως τουλάχιστον 25 παραλλαγές 

της νόσου. Τα υψηλότερα ποσοστά εµφάνισης της νόσου καταγράφονται στη Βόρεια 

Αµερική, Αυστραλία/Νέα Ζηλανδία, ∆υτική Ευρώπη και Ιαπωνία, ακολουθούν οι 

νότιες περιοχές της Νοτίου Αµερικής, ενώ τα χαµηλότερα ποσοστά των περιστατικών 

εντοπίζονται σε Αφρική και Ασία. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα ποσοστά εµφάνισης 

της νόσου µεταξύ των µεταναστών και των απογόνων τους, φθάνουν γρήγορα σε 

εκείνα της χώρας υποδοχής τους [3]. Αυτές οι διεθνείς διαφορές, µαζί µε τα 

αποδηµητικά στοιχεία και τις πρόσφατες µικρές αλλαγές στη συχνότητα εµφάνισης 

σε χώρες όπως η Ιαπωνία, δείχνουν ότι ο καρκίνος του παχέος εντέρου είναι ιδιαίτερα 

ευαίσθητος στις αλλαγές των περιβαλλοντικών συνθηκών και των διατροφικών 

συνηθειών.  

Στην Ελλάδα, παρ’ ότι η συχνότητα εµφάνισης της νόσου καταλαµβάνει τη 

χαµηλότερη θέση ανάµεσα στις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης, αποτελεί την τρίτη 

αιτία θανάτου από κακοήθη νεοπλασία (µετά τον καρκίνο του µαστού και του 

πνεύµονα) και ο ετήσιος επιπολασµός υπολογίζεται σε 7 µε 9 άτοµα ανά 100.000 

πληθυσµού, µε αυξητική τάση [1]. Η συχνότητα εµφάνισης στα δύο φύλα είναι 

παρόµοια, µε τη διαφορά ότι στους άντρες είναι αυξηµένη η συχνότητα του καρκίνου 

του ορθού. Η πιθανότητα ενός ατόµου, χωρίς συµπτώµατα, να αναπτύξει στη 

διάρκεια της ζωής του τη νόσο πλησιάζει το 6% και για τα δύο φύλα, ενώ περίπου οι 

µισοί από αυτούς θα πεθάνουν από τη νόσο. Συνήθως το 80% των περιπτώσεων µε 

καρκίνο του παχέος εντέρου αφορά άτοµα ηλικίας µεταξύ 50-75 ετών, ενώ το 3-4% 

των περιπτώσεων αφορά άτοµα ηλικίας κάτω των 35 ετών. Σπανιότερα και µε 
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ποσοστό 0.5-1%, ο καρκίνος του παχέος εντέρου εντοπίζεται σε άτοµα ηλικίας κάτω 

των 25 ετών.  

Το παχύ έντερο (µήκους 1.5 έως 2 µέτρα) αποτελεί το τελευταίο τµήµα του 

γαστρεντερικού σωλήνα και βρίσκεται στην κοιλιακή κοιλότητα (Εικόνα 1). 

 

Εικόνα 1. Τα τµήµατα του παχέος εντέρου. 

 

Το παχύ έντερο αρχίζει από την ειλεοτυφλική βαλβίδα (η οποία λειτουργεί ως 

βαλβίδα µονής κατεύθυνσης και παρεµποδίζει την παλινδρόµηση περιεχοµένου του 

τυφλού στον τελικό ειλεό) και τελειώνει στον πρωκτό. Αποτελείται από τρείς 

µικρότερες µοίρες που είναι: το τυφλό έντερο µαζί µε τη σκωληκοειδή απόφυση, το 

κόλον (ανιόν, εγκάρσιο, κατιόν και σιγµοειδές) και τον ορθό.  

Ο καρκίνος µπορεί να αναπτυχθεί σε οποιοδήποτε από τα προαναφερθέντα 

τµήµατα του παχέος εντέρου. Για το λόγο αυτό έχουν αναπτυχθεί µέχρι σήµερα 5 

τύποι διαγνωστικών εξετάσεων για τον έλεγχο των ασθενών (έλεγχος κοπράνων για 

µικροσκοπική αιµορραγία, δακτυλική εξέταση του ορθού, σιγµοειδοσκόπηση, 

βαριούχος υποκλυσµός και κολονοσκόπηση) µε πιο διαδεδοµένη την ολική 

κολονοσκόπηση, εξέταση κατά την οποία ελέγχεται µέσω του κολονοσκοπίου, το 

εσωτερικό του παχέος εντέρου σε όλο το µήκος του, µέχρι και τον ειλεό και επιπλέον 

επιτρέπει την άµεση βιοψία ή ενδοεκτωµή κάθε ύποπτου ευρήµατος µέσα σε αυτό. 

Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι ο καρκίνος του παχέος εντέρου µπορεί να 

έχει διαφορετικά συµπτώµατα ανάλογα µε τη θέση που εντοπίζεται. Συχνά ο 
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καρκίνος του δεξιού τµήµατος του εντέρου (τυφλό, ανιόν) ή αλλιώς εγγύς τµήµα του 

παχέος εντέρου, συνοδεύεται από σιδηροπενική αναιµία. Αντίθετα ο καρκίνος στο 

αριστερό κόλον (κατιόν, σιγµοειδές) το οποίο έχει µικρή διάµετρο και φράζει εύκολα, 

εκδηλώνεται συχνότερα µε συµπτώµατα ειλεού χωρίς να λείπει και η αναιµία.  

Ο δυτικός τρόπος ζωής αποτελεί έναν βασικό παράγοντα που συνδέεται µε 

τον αυξανόµενο κίνδυνο για την εµφάνιση καρκίνου του παχέος εντέρου και 

υπολογίζεται ότι από µόνος του είναι υπεύθυνος για το περίπου 50% των σποραδικών 

περιπτώσεων [4]. Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι η κατανάλωση λιπαρών 

ουσιών, κόκκινου κρέατος και αλκοόλ καθώς και το κάπνισµα συµβάλουν σηµαντικά 

στην ανάπτυξη καρκίνου του παχέος εντέρου ενώ αντίθετα η δίαιτα πλούσια σε 

φρούτα, λαχανικά και φυτικές ίνες, θεωρείται ότι µειώνει τον κίνδυνο ανάπτυξης της 

νόσου. Τέλος µελέτες έχουν δείξει ότι τα µη-στεροειδή αντιφλεγµονώδη φάρµακα, οι 

ορµόνες για θεραπευτικούς λόγους καθώς και η φυσική δραστηριότητα έχουν 

προστατευτική δράση ενάντια στον καρκίνο του παχέος εντέρου [5]. Εν τούτοις, 

µερικές από αυτές τις ιδιότητες είναι αµφιλεγόµενες [6] και για κάποιους από αυτούς 

τους παράγοντες λίγα είναι γνωστά σχετικά µε το πώς επιδρούν στον κίνδυνο για τον 

καρκίνο του παχέος εντέρου.  

Ωστόσο, ο ποιο σηµαντικός παράγοντας επικινδυνότητας για τον καρκίνο του 

παχέος εντέρου είναι το θετικό οικογενειακό ιστορικό για τη νόσο αυτή. Η 

πιθανότητα εµφάνισης της νόσου σε ένα άτοµο µε συγγενή πρώτου βαθµού µε 

καρκίνο του παχέος εντέρου, είναι κατά δυο φορές µεγαλύτερη από ένα άτοµο χωρίς 

οικογενειακό ιστορικό. Ενώ, η ύπαρξη πλέον του ενός συγγενή µε καρκίνο του 

παχέος εντέρου, αυξάνει την πιθανότητα κατά τέσσερεις φορές [7].  

Λαµβάνοντας υπόψη λοιπόν τόσο το οικογενειακό ιστορικό του κάθε ατόµου, 

όσο και τον τρόπο ζωής και διατροφής του, είναι δυνατόν να κατηγοριοποιηθεί η 

κάθε περίπτωση ξεχωριστά και επιπλέον µε τη βοήθεια πειραµατικών µεθοδολογιών 

ανίχνευσης γενετικών και επιγενετικών παραγόντων, να προσδιοριστεί η αιτιολογική 

και παθογενετική πλευρά της νόσου. Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι κάθε 

καρκίνος, αν ανιχνευθεί σε πρώιµο στάδιο και προσδιοριστεί η πιθανή του αιτία 

µπορεί να περιοριστεί ή και να εξαλειφτεί [8]. 
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2.2. Το µονοπάτι εξέλιξης του καρκίνου του παχέος εντέρου 

 

Οι όγκοι στο παχύ έντερο αναπτύσσονται σταδιακά, από τους πολύποδες στο 

αδενοκαρκίνωµα και είναι το αποτέλεσµα µεταλλάξεων στα φυσιολογικά κύτταρα 

του επιθηλίου που τα µετατρέπουν σε καρκινικά, µέσω µίας διαδικασίας που 

περιλαµβάνει εµφανείς ιστολογικές αλλαγές και συνοδεύεται από ταυτόχρονες 

µοριακές αλλαγές.  

Η µέχρι σήµερα αναγνωρισµένη πορεία του αδενώµατος προς το καρκίνωµα, 

χαρακτηρίζεται από αναγνωρίσιµες ιστολογικές αλλαγές οι οποίες αρχίζουν µε την 

απορύθµιση των κυττάρων των εντερικών κρυπτών (ACF), που λόγω µεταλλάξεων 

στο γονίδιο APC επιτρέπεται ο σχηµατισµός πρόωρων αδενωµάτων καθώς και άλλων 

µη νεοπλασµατικών πολυπόδων όπως οι µεικτοί, οι υπερπλαστικοί, οι φλεγµονώδεις 

και οι νεανικοί πολύποδες. Στη συνέχεια αυτά τα πρόωρα αδενώµατα µέσω γενετικών 

και επιγενετικών µηχανισµών όπως µεταλλάξεις στο γονίδιο K-ras καθώς και µίας 

γενικευµένης υποµεθυλίωσης του DNA, θα µετατραπούν αρχικά σε νεοπλασµατικά 

καλοήθη αδενώµατα (σωληνοειδή, σωληνολαχνωτά και λαχνωτά) τα οποία στη 

συνέχεια µέσω επιπρόσθετων γενετικών αλλαγών θα µετατραπούν και θα εξελιχθούν 

σε αδενοκαρκινώµατα. 

Το 1990, οι Fearon και Vogelstein πρότειναν ένα µοντέλο της σταδιακής 

καρκινογένεσης στο παχύ έντερο [9] (Εικόνα 2). Στο µοντέλο αυτό, το οποίο 

ονοµάζεται και µοντέλο “Vogelgram”, ο καρκίνος του παχέος εντέρου προέρχεται 

από µία σειρά γενετικών αλλαγών µε παράλληλη ιστολογική πρόοδο κατά την οποία 

το φυσιολογικό επιθήλιο µετατρέπεται σε δυσπλαστικά αδενώµατα, µέσω 

συγκεκριµένων µηχανισµών και στη συνέχεια µέσω επιπρόσθετων γενετικών και 

επιγενετικών αλλαγών σε αδενοκαρκινώµατα, µε ικανότητα µετάστασης σε άλλους 

ιστούς. Το µοντέλο αυτό, το οποίο είναι ευρέως αποδεχτό, έχει τροποποιηθεί κατά 

καιρούς λόγω των νεότερων δεδοµένων στην πορεία την καρκινογένεσης ενώ είναι 

εµφανή και έχουν βρεθεί τρία γονίδια κλειδιά στην ογκογένεση του καρκίνου του 

παχέος εντέρου. Το γονίδιο APC, για την έναρξη των βλαβών στο φυσιολογικό 

επιθήλιο, το γονίδιο K-ras για την δυσπλαστική µετεξέλιξη των αδενωµάτων και το 

γονίδιο P53 για τον σχηµατισµό του καρκινώµατος.  
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Εικόνα 2. Μοντέλο “Vogelgram”. 

Αλληλοδιαδοχή των γενετικών και επιγενετικών αλλαγών που οδηγούν στην 

εξέλιξη του καρκίνου του παχέος εντέρου. (Τροποποιηµένο από τους [9-11]. 

 

Παράλληλα λοιπόν µε το µετασχηµατισµό του φυσιολογικού επιθηλίου του 

παχέος εντέρου σε πολύποδα, σε πολύποδα µε αυξηµένη δυσπλασία, σε 

αδενοκαρκίνωµα και τελικά σε µεταστατικό καρκίνο, παρατηρούνται τόσο γενετικές 

αλλαγές όπως χρωµοσωµική και µικροδορυφορική αστάθεια, µεταλλάξεις σε 

σηµαντικά γονίδια, απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων αλλά και 

υπερέκφραση ογκογονιδίων όσο και επιγενετικές αλλαγές όπως η ολική 

υποµεθυλίωση του DNA και η στοχευµένη µεθυλίωση των νησίδων CpG σε 

υποκινητές σηµαντικών γονιδίων (hMLH1, MGMT κ.ά.). 

Για κάθε ασθενή, ο κίνδυνος να νοσήσει από καρκίνο του παχέος εντέρου θα 

µειωνόταν σηµαντικά εάν όλες οι πρόδροµες βλάβες αφαιρούνταν µε ενδοσκοπική 

πολύποδο-εκτοµή. Αυτό έχει παρατηρηθεί σε πολλές µελέτες παρακολούθησης, 

σύµφωνα µε τις οδηγίες για τους καρκίνους του παχέος εντέρου, µε κολονοσκοπική 

παρακολούθηση και θεραπεία των ασθενών που φέρουν πολύποδες [8]. Εντούτοις, 

αυτές οι µελέτες έχουν δείξει επίσης ότι ένας σηµαντικός αριθµός των καρκίνων του 

παχέος εντέρου αναπτύχθηκε παρά την στενή παρακολούθηση. Τέτοιοι καρκίνοι 

µπορεί να είχαν χαθεί σε µια προηγούµενη ενδοσκόπηση, είτε ως το αποτέλεσµα µίας 
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γρήγορης ανάπτυξης καρκίνου, ή λόγω λανθασµένης ερµηνείας των πρόδροµων 

βλαβών κατά την ενδοσκόπηση.  

Σύµφωνα µε µελέτες [12], ο διαχωρισµός των καρκίνων του παχέος εντέρου 

ανάλογα µε την ανατοµική περιοχή προέλευσής τους σε δύο οµάδες, είναι πολύ 

σηµαντικός τόσο για τη διευκρίνηση των µοριακών µονοπατιών, τα οποία είναι 

υπεύθυνα για την εξέλιξη του καρκίνου, όσο και για τη µετέπειτα θεραπευτική αγωγή 

που θα πρέπει να ακολουθηθεί για το κάθε άτοµο ξεχωριστά. Πράγµατι, µε βάση τη 

µελέτη του Elsaleh και της οµάδα του [13], οι ασθενείς µε καρκίνο στο δεξί τµήµα 

του παχέος εντέρου που παίρνουν χηµειοθεραπευτική αγωγή έχουν περισσότερες 

πιθανότητες επιβίωσης σε σχέση µε τους ασθενείς µε καρκίνο στο αριστερό τµήµα 

του παχέος εντέρου. Μάλιστα, η αποτελεσµατικότητα της αγωγής ενισχύεται όταν οι 

ασθενείς αυτοί είναι θετικοί στην µικροδορυφορική αστάθεια, κάτι που θα αναλυθεί 

και στη συνέχεια. 

 

2.3. Μορφές του καρκίνου του παχέος εντέρου 
 

Σύµφωνα µε τα ιστολογικά, φαινοτυπικά και γενοτυπικά χαρακτηριστικά, ο 

καρκίνος του παχέος εντέρου χωρίζεται αρχικά σε δύο µεγάλες κατηγορίες. Τους 

σποραδικούς καρκίνους, η ανάπτυξη των οποίων οφείλεται είτε σε περιβαλλοντικούς 

και διατροφικούς παράγοντες, ή σε µεταλλάξεις στα ίδια τα σωµατικά κύτταρα και 

τους οικογενείς καρκίνους, όπου η κύρια αιτία για την ανάπτυξή τους είναι το θετικό 

οικογενειακό ιστορικό για τη νόσο αυτή, καθώς και ετερόζυγες γενετικές και 

επιγενετικές αλλαγές στη γαµετική σειρά γνωστών ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 

 

2.3.1. Ο σποραδικός καρκίνος του παχέος εντέρου 
Ο σποραδικός καρκίνος του παχέος εντέρου αντιστοιχεί στο 70-80% όλων 

των περιπτώσεων καρκίνου στο παχύ έντερο. Εµφανίζεται συνήθως µετά την ηλικία 

των 60 ετών και δεν έχει εµφανή σηµάδια µεταβίβασης µέσα στην οικογένεια του 

ασθενούς. Έχει παρατηρηθεί ότι σηµαντικός παράγοντας στην έναρξη των 

σποραδικών καρκίνων είναι κατά 50% η διατροφή και ο τρόπος ζωής. Η πορεία 

εξέλιξης του σποραδικού καρκίνου του παχέος εντέρου, από τους πολύποδες στο 

αδενοκαρκίνωµα, ακολουθεί το µοντέλο “Vogelgram” που αναφέρθηκε παραπάνω, 

µε σηµαντικότερα την εµφάνιση σωµατικών µεταλλάξεων στα ογκογονίδια K-ras 
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(50%), αλλά και σε µικρότερα ποσοστά στα c-Myc και c-erbB2, την απενεργοποίηση 

λόγω µεταλλάξεων των ογκοκατασταλτικών γονιδίων P53 (75%) και APC (60%), 

καθώς και την εµφάνιση µεταλλάξεων σε γονίδια του συστήµατος επιδιόρθωσης 

λανθασµένων ζευγών του DNA (σύστηµα MMR, Mismatch Repair) [14]. Λόγω 

µάλιστα µεταλλάξεων στα γονίδια του συστήµατος MMR ή  απενεργοποίησης αυτών 

λόγω µεθυλίωσης στον υποκινητή τους, ένα µεγάλο ποσοστό σποραδικών καρκίνων 

(10-15%) εµφανίζει διαφορές στον αριθµό κάποιων επαναλαµβανόµενων 

ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών του DNA, που είναι γνωστός ως φαινότυπος της 

µικροδορυφορικής αστάθειας (MSI, Microsatellite Instability). 

 

2.3.2. Ο οικογενής καρκίνος του παχέος εντέρου 
Ο οικογενής καρκίνος του παχέος εντέρου αντιπροσωπεύει το 20-30% του 

συνόλου των καρκίνων του εντέρου [15]. Στον οικογενή καρκίνο, υπάρχουν συνήθως 

περισσότερα από ένα περιστατικά µε καρκίνο στο οικογενειακό περιβάλλον του 

ασθενούς και η ηλικία εµφάνισης είναι από 20 µέχρι 55 ετών. ∆ύο  είναι τα πιο 

γνωστά σύνδροµα στους οικογενείς καρκίνους του παχέος εντέρου: η οικογενής 

αδενωµατώδης πολυποδίαση (γνωστή και ως σύνδροµο FAP) που αντιστοιχεί στο 1-

2% περίπου των καρκίνων του εντέρου και ο κληρονοµικός µη-πολυποδιακός 

καρκίνος του παχέος εντέρου (γνωστός ως σύνδροµο HΝPCC ή σύνδροµο Lynch) 

που είναι υπεύθυνος για το 1-3% περίπου των καρκίνων του εντέρου. Κάποια άλλα 

πιο σπάνια σύνδροµα, όπως το σύνδροµο Peutz Jeghers, το σύνδροµο Cowden, το 

σύνδροµο Turcot, το σύνδροµο της νεανικής πολυποδίασης και το σύνδροµο Μuir 

Torre, ευθύνονται για λιγότερο από το 1% των περιστατικών του καρκίνου του 

παχέος εντέρου [15]. Για όλα τα παραπάνω σύνδροµα έχουν χαρακτηριστεί ήδη οι 

κύριες γενετικές και επιγενετικές αλλαγές που ευθύνονται για την εµφάνισή τους. 

Ένα κλινικό χαρακτηριστικό όλων των παραπάνω συνδρόµων, στο οποίο βασίζεται 

και η µεταξύ τους διάκριση, είναι η ύπαρξη πολυπόδων όπου ο αριθµός τους ποικίλει 

από ελάχιστους, στον κληρονοµικό µη-πολυποδιακό καρκίνο του παχέος εντέρου, 

έως και χιλιάδες στην οικογενή αδενωµατώδης πολυποδίαση [16].  
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2.3.2.1. Η οικογενής αδενωµατώδης πολυποδίαση (σύνδροµο FAP) 
Η οικογενής αδενωµατώδης πολυποδίαση, περιγράφηκε για πρώτη φορά πριν 

από 84 χρόνια [17] και είναι το πρώτο από τα  σύνδροµα του παχέος εντέρου του 

οποίου διαλευκάνθηκε η γενετική βάση. Ο σηµαντικότερος λόγος για αυτό ήταν ο 

επικρατής τρόπος κληρονοµικότητας και ο χαρακτηριστικός φαινότυπος του 

συνδρόµου. Στην οικογενή αδενωµατώδης πολυποδίαση, το έντερο γεµίζει µε 

εκατοντάδες έως χιλιάδες πολύποδες µέχρι την ηλικία των 30 ετών. Είναι πλέον 

ευρέως αποδεκτό, ότι το αργότερο 20 χρόνια µετά την εµφάνιση των πολυπόδων το 

άτοµο θα εµφανίσει καρκίνο [18]. Γι’ αυτό το λόγο η ολική κολεκτοµή συνοδευόµενη 

από ειλεορθική αναστόµωση αποτελούν µονόδροµο για όσους υποφέρουν από αυτή 

την πάθηση. Ο καρκίνος εµφανίζεται συνήθως στο αριστερό κόλον και πολύ 

σπανιότερα στον ειλεό. Ακόµη όµως και µετά την κολεκτοµή οι ασθενείς µε οικογενή 

αδενωµατώδης πολυποδίαση, έχουν αυξηµένη πιθανότητα εµφάνισης καρκίνου και 

σε άλλα σηµεία. Το 1987 ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά το κυρίως υπεύθυνο γονίδιο 

για την οικογενή αδενωµατώδη πολυποδίαση, το γονίδιο APC στο χρωµόσωµα 5q21-

q22 [19]. Πράγµατι οι µεταλλάξεις στο γονίδιο APC θεωρούνται ως ένα από τα πιο 

πρόωρα γεγονότα στην έναρξη και εξέλιξη του καρκίνου του παχέος εντέρου, όπως 

φαίνεται και από το µοντέλο “Vogelgram”. Στους ασθενείς µε οικογενή 

αδενωµατώδης πολυποδίαση, αλληλόµορφες µεταλλάξεις του γονιδίου APC 

ακολουθούµενες από απώλεια της ετεροζυγωτίας, είναι ένα κοινό χαρακτηριστικό 

γνώρισµα. Ειδικότερα, µεταλλάξεις στο γονίδιο APC παρατηρούνται σε ποσοστό 60 

µε 80% της συγκεκριµένης νόσου [20].  

 

2.3.2.2. Ο κληρονοµικός µη-πολυποδιακός καρκίνος του παχέος 

εντέρου (σύνδροµο HNPCC) 
Ο Aldred Warthin για πρώτη φορά το 1913 περιέγραψε το σύνδροµο του 

κληρονοµικού µη-πολυποδιακού καρκίνου του παχέος εντέρου, το οποίο είναι 

γνωστό και σαν σύνδροµο HNPCC ή Lynch [21]. Το σύνδροµο αυτό κληρονοµείται 

µε αυτοσωµικό επικρατή τρόπο και υπολογίζεται ότι ευθύνεται για το 1 έως 3% όλων 

των περιπτώσεων καρκίνου στο παχύ έντερο. Η διάµεση ηλικία διάγνωσης είναι τα 

44 χρόνια και συνήθως προσβάλει το δεξί τµήµα του παχέος εντέρου (στο 70% 

περίπου των περιπτώσεων). Παράλληλα, ενώ στον σποραδικό καρκίνο του παχέος 

εντέρου ο καρκίνος εµφανίζεται µετά από πέντε έως δέκα χρόνια από την εµφάνιση 
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των πολυπόδων έως το σχηµατισµό του αδενοκαρκινώµατος, στους ασθενείς µε 

κληρονοµικό µη-πολυποδιακό καρκίνο η διαδικασία αυτή κρατάει µόνο ένα µε δύο 

χρόνια.  

Αν και ο κληρονοµικός µη-πολυποδιακός καρκίνος του παχέος εντέρου 

κατατάσσεται στα σύνδροµα µε πολύποδες, οι ασθενείς εµφανίζουν µικρό αριθµό 

πολυπόδων, συνήθως δέκα, κατά µέσον όρο. Είναι σηµαντικό επίσης ότι οι ασθενείς 

µε το σύνδροµο αυτό, µπορεί να εµφανίσουν καρκίνο και σε άλλα όργανα εκτός του 

παχέος εντέρου, µε ποιο χαρακτηριστικό το αδενοκαρκίνωµα του ενδοµητρίου, 

ακολουθούµενο από το καρκίνωµα στο στοµάχι, στο λεπτό έντερο, στο ήπαρ και στις 

ωοθήκες [22]. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα άτοµα µε προδιάθεση για το σύνδροµο 

HNPCC, έχουν πιθανότητα 50-80% να εµφανίσουν καρκίνο στο παχύ έντερο, 50-

60% καρκίνο του ενδοµητρίου (στις γυναίκες), αλλά και ποσοστό 15% για άλλους 

καρκίνους [23].  

Από νωρίς έγινε κατανοητό ότι τα άτοµα που φέρουν το σύνδροµο του 

κληρονοµικού µη-πολυποδιακού καρκίνου του παχέος εντέρου, έχουν υψηλή 

πιθανότητα να αναπτύξουν καρκίνο σε νεαρή ηλικία και χρήζουν ενδοσκοπικό έλεγχο 

σε τακτά χρονικά διαστήµατα. Για το λόγο αυτό τέθηκαν το 1991 και στη συνέχεια το 

1998, από την ∆ιεθνή Οµάδα Συνεργασίας για τον κληρονοµικό µη-πολυποδιακό 

καρκίνο του παχέος εντέρου, τα αναθεωρηµένα κριτήρια Amsterdam (Πίνακας 1), 

ώστε να επιλέγονται οι ασθενείς που έχουν αυξηµένη πιθανότητα να είναι φορείς του 

συνδρόµου αυτού [24, 25]. Στη συνέχεια και αφού έγινε κατανοητή η γενετική βάση 

του συνδρόµου, καθορίστηκαν το 2003 τα κριτήρια Bethesda (Πίνακας 1) [26]. 

Στόχος των κριτηρίων αυτών ήταν ο εντοπισµός των οικογενειών που χρήζουν 

γενετικό έλεγχο, αρχικά ως προς την εµφάνιση του φαινοτύπου της 

µικροδορυφορικής αστάθειας και στη συνέχεια για πιθανές µεταλλάξεις στη γαµετική 

σειρά των γονιδίων του συστήµατος επιδιόρθωσης λανθαµένων νουκλεοτιδικών 

συνδέσεων του DNA (σύστηµα MMR). ∆ύο σηµαντικές γενετικές µεταβολές που 

σχετίζονται άµεσα µε την εµφάνιση του συνδρόµου HNPCC. 
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Κριτήρια Amsterdam 
Τουλάχιστον τρείς συγγενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου και όλα τα 
ακόλουθα: 
Ο ένας προσβαλλόµενος συγγενής να έχει πρώτου βαθµού συγγένεια µε τους 
άλλους δύο συγγενείς. 
∆ύο διαδοχικές γενεές να έχουν προσβληθεί από καρκίνο. 
Το λιγότερο µία περίπτωση να έχει διαγνωστεί µε καρκίνο του παχέος εντέρου 
πριν την ηλικία των 50 ετών.  
Όλες οι περιπτώσεις FAP εξαιρούνται. 

Αναθεωρηµένα κριτήρια Amsterdam 
Ίδια µε τα κριτήρια Amsterdam µε την διαφορά ότι αντί µόνο για καρκίνο του 
παχέος εντέρου συµπεριλαµβάνονται και οι καρκίνοι που είναι σχετικοί µε το 
σύνδροµο HNPCC (ενδοµήτριο, λεπτό έντερο, ουρήθρα, νεφρική πύελο). 

Κριτήρια Bethesda 
Τα κριτήρια Amsterdam και ένα από τα παρακάτω: 
∆ύο περιπτώσεις µε καρκίνο συσχετιζόµενο µε το σύνδροµο σε έναν ασθενή 
συµπεριλαµβανοµένων σύγχρονων ή µετάχρονων καρκίνων. 
Καρκίνο του παχέος εντέρου και έναν συγγενή πρώτου βαθµού µε HNPCC 
συσχετιζόµενο καρκίνο και/ή προχωρηµένο πολύποδα στο παχύ έντερο (η µία 
περίπτωση µε καρκίνο να έχει διαγνωστεί πριν την ηλικία των 45 ετών, ενώ ο 
πολύποδας να έχει διαγνωστεί πριν την ηλικία των 40 ετών). 
Καρκίνος τους παχέος εντέρου ή του ενδοµητρίου διαγνωσµένος πριν την ηλικία 
των 45 ετών. 
Καρκίνος του παχέος εντέρου εντοπισµένος στο δεξί τµήµα, µε αδιαφοροποίητη 
εικόνα διαγνωσµένος πριν την ηλικία των 45 ετών. 

Πίνακας 1. Κλινικά κριτήρια για τον καθορισµό των οικογενειών µε το σύνδροµο 

HNPCC. 
 

Η γενετική προσέγγιση του συνδρόµου HNPCC είναι πολύ πιο περίπλοκη από 

αυτή του συνδρόµου FAP, λόγω των πολυάριθµων µεταλλάξεων στα γονίδια του 

συστήµατος MMR. ∆ύο από τα γονίδια του συστήµατος αυτού, τα hMLH1 και 

hMSH2, ευθύνονται για το 85-90% των ασθενών µε το συγκεκριµένο σύνδροµο [27], 

ενώ µεταλλάξεις στα γονίδια hMSH6, PMS2 και PMS1 παρατηρούνται στο 15% των 

περιπτώσεων [23]. Επίσης, εξαιτίας της ελαττωµατικής λειτουργίας του συστήµατος 

MMR, παρατηρείται αυξηµένη αστάθεια του µικροδορυφορικού DNA 

(µικροδορυφορική αστάθεια) σε ποσοστό που φτάνει το 90% των περιπτώσεων 

καθώς και αστάθεια σε νουκλεοτιδικές επαναλήψεις εντός λειτουργικών περιοχών 

γονιδίων (TGFβRII, IGFΙΙR, BAX, hMSH3 και hMSH6) µε σηµαντικό ρόλο στη 

λειτουργία του κυτταρικού κύκλου και την απόπτωση [28]. Παράλληλα, επιγενετικές 

αλλαγές, όπως η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1, αποτελεί ένα 

επιπλέον συχνό φαινόµενο στους καρκίνους του συνδρόµου HNPCC [29] και 

παρουσιάζεται σε πρώιµο στάδιο κατά την εξέλιξη του καρκίνου [30]. 
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3. ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΣΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ ΤΟΥ ΠΑΧΕΟΣ 

ΕΝΤΕΡΟΥ 
 

Ο καρκίνος του παχέος εντέρου αναπτύσσεται µέσω διαδοχικών βηµάτων στα 

οποία επιδρούν τόσο γενετικοί όσο και επιγενετικοί παράγοντες. Μέχρι σήµερα τα 

δύο πιο ευδιάκριτα µοριακά γενετικά µονοπάτια, στον καρκίνο του παχέος εντέρου, 

αποτελούν η χρωµοσωµική αστάθεια (CIN) και η µικροδορυφορική αστάθεια (MSI) 

[31]. Η απώλεια της γενοµικής σταθερότητας, είτε λόγω χρωµοσωµικής αστάθειας 

είτε λόγω µικροδορυφορικής αστάθειας, εµφανίζεται µετά από το σχηµατισµό των 

πολυπόδων αλλά πριν από την εξέλιξη της νόσου. Στην πραγµατικότητα και τα δύο 

αυτά γενετικά γεγονότα φαίνεται να εµφανίζονται σχετικά νωρίς στην ανάπτυξη των 

όγκων, όπως φαίνεται και από το µοντέλο “Vogelgram” (Εικόνα 2) και επιδρούν σε 

όλα τα στάδιά του. Βέβαια, πρέπει να αναφερθεί ότι είναι δύο γεγονότα ανεξάρτητα 

µεταξύ τους αφού ακολουθούν ξεχωριστούς µοριακούς µηχανισµούς.  

Στην περίπτωση της χρωµοσωµικής αστάθειας οι καρκίνοι χαρακτηρίζονται 

από µια υψηλή συχνότητα απώλειας ετεροζυγωτίας (LOH) (µε συνηθέστερη αυτή 

στους χρωµοσωµικούς βραχίονες 5q, 8p, 17p και 18q), χρωµοσωµικών ενισχύσεων 

και µετατόπισης [32]. Αλλαγές που συνδέονται µε το αποτέλεσµα της χρωµοσωµικής 

αστάθειας είναι η ενεργοποίηση των ογκογονιδίων K-ras και c-myc, καθώς και η 

αδρανοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων APC, P53, DCC, SMAD2 και 

SMAD4 [33]. Η χρωµοσωµική αστάθεια είναι ένα φαινόµενο που παρατηρείται στο 

85% των καρκίνων του παχέος εντέρου καθώς και στην πλειοψηφία των ασθενών µε 

το σύνδροµο FAP  εξαιτίας των µεταλλάξεων που παρατηρούνται στο γονίδιο APC. 

Αντίθετα οι καρκίνοι µε τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας 

χαρακτηρίζονται αφενός από αυξηµένη αστάθεια του µικροδορυφορικού DNA σε µη 

νοηµατικές περιοχές του γονιδιώµατος, οφειλόµενο στην κακή λειτουργία του 

συστήµατος MMR, σε ποσοστό που φτάνει το 90% για το σύνδροµο HNPCC και το 

15% για τους σποραδικούς καρκίνους του παχέος εντέρου και αφετέρου από 

αστάθεια σε επαναλαµβανόµενες µονονουκλεοτιδικές αλληλουχίες εντός των 

λειτουργικών περιοχών γονιδίων, µε σηµαντικό ρόλο στη λειτουργία του κυτταρικού 

κύκλου και την απόπτωση. Επιπλέον οι όγκοι αυτοί χαρακτηρίζονται από υψηλό 

βαθµό µεθυλίωσης στις νησίδες CpG των υποκινητών των γονιδίων του συστήµατος 

MMR καθώς και από µία αδυναµία έκφρασης των γονιδίων αυτών. 

  



 13                                Μοριακοί µηχανισµοί  
 

Η παρούσα διατριβή ασχολείται µε το δεύτερο γενετικό µονοπάτι, αυτό της 

µικροδορυφορικής αστάθειας καθώς και όλα τα στάδια, γενετικά και επιγενετικά που 

συµβάλλουν σε αυτό όπως το σύστηµα MMR και η µεθυλίωση στους υποκινητές 

συγκεκριµένων γονιδίων. 

  

3.1. Μικροδορυφορική Αστάθεια 
 

Η µικροδορυφορική αστάθεια εµφανίζεται στο 10-15% του συνόλου των 

καρκίνων του παχέος εντέρου και προέρχεται από την ελαττωµατική λειτουργία του 

συστήµατος MMR, είτε ως αποτέλεσµα γενετικών µεταλλάξεων στα γονίδια του 

συστήµατος MMR (όπως συµβαίνει στο σύνδροµο HNPCC) ή την αδυναµία 

έκφρασης των γονιδίων του συστήµατος MMR λόγω µεθυλίωσης στους υποκινητές 

τους (όπως συµβαίνει στην περίπτωση των σποραδικών καρκίνων του παχέος 

εντέρου). 

Το χαρακτηριστικό γνώρισµα της µικροδορυφορικής αστάθειας, είναι οι 

εκτεταµένες εισδοχές ή ελλείψεις νουκλεοτιδίων σε επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 

DNA, γνωστές ως µικροδορυφόροι. 

Από το σύνολο του γενετικού υλικού ενός οργανισµού, ένα πολύ µικρό 

ποσοστό (περίπου το 10-15%) αντιστοιχεί σε γονίδια και µεταφέρει γενετική 

πληροφορία. Το υπόλοιπο µέρος του DNA φαίνεται να µην έχει καµία λειτουργία και 

γι’ αυτό πολλές φορές αναφέρεται ως “ρετάλι” (Junk DNA). Στο τµήµα αυτό του 

DNA υπάρχουν ορισµένες ασυνήθεις, εν σειρά επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 

(tandemly repeated sequences) του DNA που είναι γνωστές ως: 
 

 ∆ορυφόροι (satellites) µε µέγεθος επαναλήψεων άνω των 100 ζευγών 

βάσεων. 

 Μινιδορυφόροι (minisatellites) µε µέγεθος επαναλήψεων 10-100 ζευγών 

βάσεων. 

 Μικροδορυφόροι (microsatellites) µε µέγεθος επαναλήψεων 1-6 ζεύγη 

βάσεων. 

 

Το µικροδορυφορικό DNA (που αποτελεί το 30% του επαναλαµβανόµενου 

DNA) αποτελείται από µικρές όµοιες αλληλουχίες 1 έως 6 βάσεων, µε συχνότερα 
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εµφανιζόµενες τις (CA)n βάσεις, οι οποίες επαναλαµβάνονται στη σειρά, η µία δίπλα 

στην άλλη όπως τα βαγόνια ενός τραίνου. 

Η παρουσία του µικροδορυφορικού DNA ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά τη 

δεκαετία του 1960. ∆ιαπιστώθηκε τότε ότι κατά την φυγοκέντρηση του DNA σε 

βαθµίδωση συγκεντρώσεων, αυτό χωριζόταν σε δύο ή περισσότερες ζώνες: µία κύρια 

ζώνη που αποτελούνταν από το DNA των γονιδίων και κάποιες δευτερεύουσες ζώνες, 

που για το λόγο αυτό ονοµάστηκαν δορυφορικές. Στη συνέχεια αποδείχθηκε ότι οι 

δορυφορικές αυτές ζώνες αποτελούνταν από επιµήκεις επαναλαµβανόµενες 

αλληλουχίες νουκλεοτιδίων.  

Η ιδιότητα του µικροδορυφορικού DNA να µεταλλάσσεται πολύ γρήγορα 

είναι ένας σηµαντικός παράγοντας για την εξέλιξη. Έχει υπολογισθεί ότι η 

πιθανότητα να προστεθεί ή να χαθεί µία µονάδα επανάληψης σε µία 

µικροδορυφορική περιοχή σε µία γενεά είναι 10.000 φορές µεγαλύτερη από την 

πιθανότητα να γίνει µία σηµειακή µετάλλαξη σε ένα άλλο γονίδιο. Εποµένως, ενώ 

είναι εξαιρετικά σπάνιο το φαινόµενο να γίνει µία αντίστροφη µετάλλαξη η οποία θα 

επαναφέρει ένα µεταλλαγµένο γονίδιο στην προηγούµενη “φυσική” του κατάσταση, 

ένας µικροδορυφόρος µπορεί να αποκατασταθεί µέσα σε χρονικό διάστηµα λίγων 

γενεών. 

Η αλλαγή (αύξηση ή µείωση) στον αριθµό των επαναλαµβανόµενων 

αλληλουχιών του µικροδορυφορικού DNA, καλείται µικροδορυφορική αστάθεια 

(MSI) και θεωρείται ότι οφείλεται στο λανθασµένο “γλίστρηµα” της DNA 

πολυµεράσης κατά τη αντιγραφή του DNA (Εικόνα 3) αλλά και στον άνισο 

διασκελισµό κατά την διάρκεια της µείωσης [34]. Αυτές οι αλλαγές των 

επαναλήψεων συνήθως διορθώνονται µε τη βοήθεια των πρωτεϊνών του συστήµατος 

MMR. Εντούτοις η επισκευή είναι αδύνατη όταν υπάρχει ανεπάρκεια µίας εκ των 

πρωτεϊνών αυτών. Έτσι η µικροδορυφορική αστάθεια αποτελεί και έναν δείκτη της 

καλής ή όχι λειτουργίας του συστήµατος αυτού. 
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Εικόνα 3. Αναπαράσταση της αντιγραφής του DNA και του τρόπου 

επιδιόρθωσής του [34].  

 

Πολύ νωρίς έγινε εµφανές στους ερευνητές ότι η µικροδορυφορική αστάθεια 

συνεπάγεται την εµφάνιση σηµαντικών νευρολογικών ασθενειών όπως η νόσος του 

Huntington και οφείλονται σε επαναλαµβανόµενες τριάδες βάσεων [35].  

Ακόµη έχει βρεθεί ότι το µέγεθος ορισµένων µικροδορυφόρων µεταβάλλεται 

κατά τα πρώτα στάδια ανάπτυξης ορισµένων µορφών καρκίνου [36] γεγονός που τους 

καθιστά χρήσιµους δείκτες για την έγκαιρη διάγνωση του καρκίνου. Επιπλέον, επειδή 

το µέγεθος των µικροδορυφόρων συνήθως διαφέρει από άτοµο σε άτοµο, 

χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση ατόµων (π.χ. για τον καθορισµό της 

πατρότητας, τον προσδιορισµό εγκληµατιών κτλ) µία µέθοδος γνωστή ως 

“δακτυλοσκοπία” [37]. 
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3.1.1. Μικροδορυφορική αστάθεια και καρκίνος του παχέος εντέρου 
 Το 1992, αναφέρθηκε για πρώτη φορά από τον Peinado και την οµάδα του ότι 

κάποιοι καρκίνοι του παχέος εντέρου εµφανίζουν µεγάλο αριθµό εισδοχών ή 

ελλείψεων στις µικροδορυφορικές περιοχές [38]. Λίγο αργότερα, το 1993, βρέθηκε 

ότι το 12-15% όλων των καρκίνων του παχέος εντέρου εµφανίζουν έναν 

συγκεκριµένο φαινότυπο, αυτόν της µικροδoρυφορικής αστάθειας (ΜSΙ phenotype) 

[39]. Την ίδια χρονολογία ο Aaltonen και η οµάδα του, συσχέτισε την 

µικροδορυφορική αστάθεια µε τον κληρονοµικό µη-πολυποδιακό καρκίνο του παχέος 

εντέρου [40] και µάλιστα σε ποσοστό που φτάνει το 90% . 

 Η µικροδορυφορική αστάθεια, ανιχνεύεται επίσης σε έξω-εντερικούς όγκους 

όπως οι όγκοι του γαστρικού, του µαστού, του ενδοµητρίου καθώς και σε 

καρκινώµατα του ανώτερου ουροποιητικού συστήµατος [41] όµως δεν έχει απoδεχθεί 

ακόµα ότι αποτελεί µοριακό δείκτη σε αυτούς τους καρκίνους. 

 Υπολογίζεται ότι τα καρκινικά κύτταρα µε τον φαινότυπο MSI έχουν 

πιθανότητα µετάλλαξης, σε επίπεδο νουκλεοτιδίων, 100-1.000 φορές µεγαλύτερη από 

τα φυσιολογικά κύτταρα [42]. Αυτός ο µεταλλακτοφόρος φαινότυπος που 

χαρακτηρίζεται από µικροδορυφορική αστάθεια θεωρείται ότι συµβάλει στην έναρξη 

και την προώθηση της σταδιακής καρκινογένεσης [43], όµως πιστεύεται ότι η απλή 

αδρανοποίηση ενός µόνο γονιδίου του συστήµατος MMR δεν αρκεί για την 

εκδήλωση του φαινοτύπου αυτού.  

 Εκτός όµως από τις µικροδορυφορικές περιοχές που βρίσκονται εκτός των 

γονιδίων ενός οργανισµού, υπάρχουν και περιοχές εντός των γονιδίων, ή σε 

λειτουργικές περιοχές αυτών, που εµφανίζουν έναν µικρό αριθµό νουκλεοτιδικών 

επαναλήψεων (8-10 επαναλήψεις) και αποτελούν ιδανικούς στόχους µεταλλάξεων σε 

κύτταρα που φέρουν το φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας, για το λόγο 

αυτό τέτοια γονίδια αναφέρονται και ως γονίδια στόχοι. Το 1995, το γονίδιο TGFβRII 

αναφέρθηκε ως το πρώτο γονίδιο στόχος στους όγκους µε τον φαινότυπο MSI [44]. 

Μέσα σε σύντοµο χρονικό διάστηµα, βρέθηκαν και πολλά άλλα σηµαντικά γονίδια 

στόχοι, ανάµεσα στα οποία συµπεριλαµβάνονται γονίδια που συµβάλουν στην 

απόπτωση, όπως το BAX και η caspase-5 [45, 46], τα γονίδια ρυθµιστές του 

κυτταρικού κύκλου  E2F4, TCF4 και PTEN ([47-49], τα γονίδια επιδιόρθωσης του 

DNA, hMSH3 και hMSH6 [50] και ο αυξητικός παράγοντας IGFIIR [51]. Μέχρι 

σήµερα, τουλάχιστον 30 γονίδια έχουν θεωρηθεί γονίδια στόχοι της καρκινογένεσης 
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του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας και ο αριθµός 

αυτών αυξάνεται συνεχώς. Εντούτοις µόνο µερικά από αυτά έχουν αποδειχθεί ότι 

αποτελούν πραγµατικά γονίδια στόχους [52]. 

Σήµερα, είναι ευρέως αποδεκτό το γεγονός ότι η µικροδορυφορική αστάθεια 

είναι ένα φαινόµενο που συσχετίζεται τόσο µε τον κληρονοµικό µη-πολυποδιακό 

καρκίνο (σε ποσοστό που αγγίζει το 90% των περιπτώσεων) όσο και µε τους 

σποραδικούς καρκίνους του παχέος εντέρου (σε ποσοστό 10-15%) και µάλιστα σε 

πρώιµο στάδιο. Έτσι πολλοί επιστήµονες πλέον θεωρούν απαραίτητο τον έλεγχο του 

φαινοτύπου της αστάθειας των µικροδορυφορικών περιοχών µετά την διάγνωση ενός 

ασθενούς µε καρκίνο του παχέος εντέρου ή όταν κάποιος πληροί ένα από τα κριτήρια 

Bethesda (Πίνακας 1).  

Μέχρι σήµερα έχει ελεγχθεί µια ευρεία σειρά από µικροδορυφορικές περιοχές, 

µε στόχο να προσδιοριστούν αυτές που επηρεάζονται συχνότερα τόσο στο σύνδροµο 

HNPCC όσο και στον σποραδικό καρκίνο του παχέος εντέρου. Το 1997 σε µία 

επιστηµονική ηµερίδα του Εθνικού Ινστιτούτου Καρκίνου των Ηνωµένων Πολιτειών 

που έγινε στη Bethesda, προτάθηκαν εκτός από τα κλινικά κριτήρια που 

αναφέρθηκαν προηγουµένως για το σύνδροµο HNPCC (Πίνακας 1) και µια οµάδα 5 

δεικτών (η οποία στη συνέχεια και καθιερώθηκε) για τον οµοιόµορφο χαρακτηρισµό 

των καρκίνων µε το φαινότυπο MSI, γνωστοί και ως δείκτες Bethesda [53]. Οι πέντε 

αυτοί δείκτες περιέχουν είτε µονονουκλεοτιδικές επαναλήψεις (ΒΑΤ25 και ΒΑΤ26) ή 

δινουκλεοτιδικές επαναλήψεις (D2S123, D5S346 και D17S250), εντοπίζονται σε 

διαφορετικές χρωµοσωµικές περιοχές του γονιδιώµατος και ενδείκνυται να 

χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο του φαινοτύπου MSI.   

Πιο συγκεκριµένα ο δείκτης BAT25 αντιστοιχεί σε µία περιοχή µε 25 πολυ(Τ) 

επαναλήψεις και εντοπίζεται στην χρωµοσωµική περιοχή 4q12 στο ιντρόνιο 16 του 

ογκογονιδίου C-kit. Ο δείκτης ΒΑΤ26 αντιστοιχεί σε µία περιοχή 26 πολυ(Α) 

επαναλήψεων και εντοπίζεται στη χρωµοσωµική περιοχή 2p16 στο ιντρόνιο 5 του 

γονιδίου hMSH2. Ο δείκτης D2S123, εντοπίζεται στην περιοχή 2p16-p21, περιοχή 

παρακείµενη του γονιδίου hMSH2 και φέρει δινουκλεοτιδικές (CA) επαναλήψεις µε 

την µορφή (CΑ)13ΤΑ(CA)15. Ο δείκτης D5S346 εντοπίζεται στην περιοχή 5q21-q22 

του γονιδίου APC και φέρει 26 πολυ(CA) επαναλήψεις. Τέλος ο δείκτης D17S250 

εντοπίζεται στην περιοχή 17q11.2-q12, περιοχή παρακείµενη του γονιδίου P53 και 

φέρει 16 πολυ(CA) επαναλήψεις. 
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Η αστάθεια του µικροδορυφορικού DNA αποδεικνύεται µε έλεγχο του µήκους 

των µικροδορυφορικών αλληλουχιών έπειτα από πολλαπλασιασµό των αντίστοιχων 

περιοχών µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) και ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου, σε δείγµατα DNA από τον καρκινικό ιστό (ο οποίος 

περιέχει >50% καρκινικά κύτταρα) συγκρινόµενα µε τα δείγµατα DNA του 

παρακείµενου φυσιολογικού ιστού και το αίµα. Έτσι, οι όγκοι µε αστάθεια σε δύο ή 

και περισσότερους από τους πέντε αυτούς δείκτες χαρακτηρίζονται ως MSI-υψηλής 

συχνότητας (MSI-H), ενώ αυτοί µε αστάθεια σε έναν ή κανέναν από τους δείκτες 

αυτούς κατατάσσονται ως ΜSI-χαµηλής συχνότητας (MSI-L) και MSI-σταθεροί 

όγκοι (MSS) αντίστοιχα.  

Μελέτες έχουν δείξει ότι οι δινουκλεοτιδικοί δείκτες της µικροδορυφορικής 

αστάθειας (D2S123, D5S346 και D17S250) είναι περισσότερο ευαίσθητοι στους 

καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI-L, ενώ οι µονονουκλεοτιδικοί δείκτες (ΒΑΤ25 και 

ΒΑΤ26) έχουν µεγαλύτερη ειδικότητα στους MSI-H καρκίνους [54]. Μάλιστα σε µία 

µελέτη [55] υποστηρίζεται ότι η χρήση και µόνο του δείκτη BAT26, αρκεί για τον 

προσδιορισµό των καρκίνων µε τον φαινότυπο MSI-Η, θεωρώντας ότι οι MSI-L 

όγκοι δεν διαφέρουν σε τίποτα από τους MSS όγκους και επιπλέον δεν έχουν 

διαγνωστική αξία. Η άποψη αυτή όµως δεν µπορεί να εδραιωθεί αφού πολλές 

µετέπειτα µελέτες βρίσκουν τόσο µορφολογικές διαφορές όσο και διαφορές στο 

µοριακό µονοπάτι που ακολουθούν οι όγκοι µε τον φαινότυπο MSI-L σε σχέση µε 

αυτούς µε τον φαινότυπο MSS [56, 57]. Πιο συγκεκριµένα, σύµφωνα µε τον Makinen 

[57], οι MSI-H και κάποιοι MSI-L καρκίνοι του παχέος εντέρου είναι πιο συχνοί στην 

δεξιά περιοχή του εντέρου (ανιόν, τυφλό) και φέρουν επιπλέον µεταλλάξεις στο 

γονίδιο BRAF καθώς και µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1 και 

MGMT, ενώ οι υπόλοιποι MSI-L και MSS καρκίνοι εντοπίζονται στο αριστερό 

τµήµα του εντέρου (κατιόν, σιγµοειδές) και φέρουν µεταλλάξεις στο γονίδιο K-ras, 

ενώ µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου MGMT παρατηρείται κυρίως στους 

MSI-L καρκίνους.  

Παρά το γεγονός ότι η µικροδορυφορική αστάθεια εντοπίζεται τόσο στους 

κληρονοµικούς µη-πολυποδιακούς καρκίνους του παχέος εντέρου, όσο και στους 

σποραδικούς καρκίνους του παχέος εντέρου, η κάθε περίπτωση εµφανίζει 

διαφορετικά χαρακτηριστικά. Το πιο σηµαντικό είναι ότι οι καρκίνοι µε τον 

φαινότυπο MSI-H στο σύνδροµο HNPCC, προκαλούνται από µεταλλάξεις στην 

γαµετική σειρά των γονιδίων του συστήµατος MMR [23], ενώ οι σποραδικοί 
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καρκίνοι του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-H και MSI-L προκαλούνται 

λόγω µεθυλίωσης στον υποκινητή και αδρανοποίησης των γονιδίων hMLH1 και 

MGMT [58]. 

Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί ότι οι σποραδικοί καρκίνοι του παχέος εντέρου µε 

τον φαινότυπο MSI-H είναι πιο συχνοί στις γυναίκες και µάλιστα σε ηλικία, κυρίως 

µετά την εµµηνόπαυση [59]. Μία πιθανή εξήγηση γι’ αυτό µπορεί να είναι η πτώση 

των επιπέδων των οιστρογόνων και η εξάντληση των αποθεµάτων σε φυλικό οξύ, τα 

οποία προάγουν τη µικροδορυφορική αστάθεια αλλά και την µεθυλίωση των 

περιοχών µε υψηλό ποσοστό CpG δινουκλεοτιδίων.   

Πολλές µελέτες επισηµαίνουν το γεγονός ότι ο φαινότυπος της 

µικροδορυφορικής αστάθειας στον καρκίνο του παχέος εντέρου, παρέχει χρήσιµες 

προγνωστικές πληροφορίες, αφού οι ασθενείς µε µικροδορυφορικώς ασταθή 

νεοπλάσµατα έχουν καλύτερο ρυθµό επιβίωσης, µειωµένο κίνδυνο µετάστασης στο 

ήπαρ, καθώς και διαφορετική ανταπόκριση στην χηµειοθεραπεία [60-62]. Ο 

φαινότυπος της µικροδορυφορικής αστάθειας βοηθάει επίσης στην επιλογή της 

θεραπευτικής αγωγής στον καρκίνο του παχέος εντέρου και στην εξατοµίκευση της 

χηµειοθεραπευτικής αγωγής για κάθε ασθενή [63]. 

Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η χηµειοθεραπευτική αγωγή βασιζόµενη στην 

5’-φθοριοουρακίλη (5-FU) (αντιµεταβολίτη των πυριµιδινών), είχε ωφέλιµα 

αποτελέσµατα στους ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου και τον φαινότυπο 

MSI-L και MSS όχι όµως και σε αυτούς µε τον φαινότυπο MSI-H [63, 64]. In vitro 

πειράµατα υποστηρίζουν την άποψη αυτή, αφού κυτταρικές σειρές µε τον φαινότυπο 

MSI έδειξαν µεγαλύτερη αντίσταση στην 5-FU σε σχέση µε κυτταρικές σειρές µε τον 

φαινότυπο MSS. Ειδικότερα τα συστατικά του συστήµατος MMR αναγνωρίζουν και 

δεσµεύονται στην 5-FU που έχει δεσµευτεί στο DNA και επάγουν τον κυτταρικό 

θάνατο, ένα φαινόµενο που απουσιάζει από τους καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI 

αφού στην πλειονότητα τους έχουν ελαττωµατικό το σύστηµα MMR [64, 65]. Πιθανά 

µία διαφορετική χηµειοθεραπευτική προσέγγιση µπορεί να έχει καλύτερα 

αποτελέσµατα σε ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου και τον φαινότυπο ΜSI-Η, 

γεγονός που υποστηρίζεται και από δύο πρόσφατες µελέτες [60, 66], σύµφωνα µε τις 

οποίες οι ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου και τον φαινότυπο MSI-H, είχαν 

καλύτερη ανταπόκριση στην χηµειοθεραπευτική αγωγή µε Ιρινοτεκάνη (Irinotecan) 

σε σύγκριση µε ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου και τον φαινότυπο MSI-L 

και MSS αντίστοιχα, καθώς και πιο µεγάλο χρόνο επιβίωσης (15-17 µήνες).  
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3.2. Το σύστηµα επιδιόρθωσης λανθασµένων ζευγών του DNA 

(Mismatch Repair System, MMR) 
 

 Το σύστηµα επιδιόρθωσης λανθασµένων ζευγών του DNA (σύστηµα MMR) 

προσδιορίστηκε αρχικά στα βακτήρια. Αποτέλεσµα της αδρανοποίησής του ήταν η 

αύξηση του ποσοστού µεταλλάξεων εξαιτίας της ανικανότητας επιδιόρθωσης των 

λαθών κατά την αντιγραφή του DNA [67]. Η σηµασία αυτού του συστήµατος 

επιδιόρθωσης του DNA έχει επιβεβαιωθεί στις αρχές της δεκαετίας του '90, όταν 

διαπιστώθηκε ότι η αδρανοποίησή του στα αντίστοιχα ανθρώπινα µονοπάτια ήταν η 

αρχική αιτία του κληρονοµικού µη-πολυποδιακού καρκίνου του παχέος εντέρου 

(HNPCC) [68-71]. Το σύστηµα MMR είναι καλύτερα γνωστό για τον ρόλο του στη 

µετά-αντιγραφική επιδιόρθωση των λαθών που γίνονται από τις DNA πολυµεράσες 

και έχουν ξεφύγει της επιδιόρθωσης κατά την διορθωτική ανάγνωση. Εκτός από την 

επιδιόρθωση των λαθών κατά την εισαγωγή των νουκλεοτιδίων, οι πρωτεΐνες του 

συστήµατος MMR εµπλέκονται επίσης στην επισκευή σπασιµάτων στην διπλή έλικα 

του DNA και στον ανασυνδυασµό [72]. Ειδικότερα, το σύστηµα MMR αναγνωρίζει 

τα λανθασµένα ταιριάσµατα στην διπλή έλικα του DNA παρεµποδίζοντας έτσι την 

ολοκλήρωση του ανασυνδυασµού µεταξύ λαθεµένων αλληλουχιών, προωθώντας 

κατά συνέπεια τη γενετική σταθερότητα [73]. Το σύστηµα MMR, συµµετέχει επίσης 

σε µια επιπλέον διαδικασία επιδιόρθωσης του DNA, που σχετίζεται µε το µονοπάτι 

επιδιόρθωσης που συνδέεται µε την µεταγραφή [74]. Τέλος µερικά µόρια του 

συστήµατος MMR εµπλέκονται στην ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και την P53-

εξαρτώµενη αποπτωτική απάντηση καθώς και σε µία ποικιλία βλαβών του DNA [75-

77].  

Το απλούστερο σύστηµα MMR που έχει µελετηθεί και µας δίνει ουσιαστικές 

πληροφορίες για τον τρόπο λειτουργίας των συστηµάτων αυτών, είναι της Ε. coli. 

Τρεις είναι οι ειδικές πρωτεΐνες, οι οποίες αποτελούν το σύστηµα MMR της Ε. coli: η 

MutS, η MutL και η MutH. Ο ρόλος κάθε µιας είναι ο εξής : 

Στο πρώτο βήµα αναγνωρίζεται η περιοχή λανθασµένων ζευγών από την MutS, µια 

ΑΤΡ-άση που δρα ως οµοδιµερές και κινείται κατά µήκος του DNA αναγνωρίζοντας 

τις σχηµατιζόµενες θηλιές. Μετά τη σύνδεσή της στη θηλιά του DNA, η MutS 

υφίσταται αλλαγές στη διαµόρφωσή της, οι οποίες της επιτρέπουν παρουσία ΑΤΡ να 

αλληλεπιδρά µε την MutL. Η MutL, η οποία είναι επίσης µια ΑΤΡ-άση που δρα ως 
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οµοδιµερές, σε συνεργασία µε την MutS αποµακρύνουν τη νεοσυντιθέµενη αλυσίδα 

από το σηµείο λανθασµένης σύζευξης. Η MutH είναι µια ενδονουκλεάση η οποία 

βοηθά στην αναγνώριση της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας, µεταξύ των δύο αλυσίδων 

του DNA, την οποία και αποικοδοµεί. Η δράση τους φαίνεται παραστατικά στην 

παρακάτω εικόνα (Εικόνα 4). 

 
Εικόνα 4. Αναπαράσταση της λειτουργίας των πρωτεϊνών MutS, MutL και 

MutH του συστήµατος ΜΜR της E. Coli [78]. 

 

Όσον αναφορά τον άνθρωπο, υπάρχουν πέντε ανάλογα της MutS (hMSH2 έως 

hMSH6), τέσσερα ανάλογα της ΜutL (hMLH1, hMLH3, hPMS1, hPMS2) ενώ δεν 

έχουν βρεθεί ανάλογα της MutH τόσο στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς όσο και τον 

άνθρωπο. Το σύµπλοκο για την αναγνώριση των λαθών της αντιγραφής αποτελείται 

από δύο ετεροδιµερή της hMSH2 πρωτεΐνης µε τις hMSH3 και hMSH6 πρωτεΐνες, 

που ονοµάζονται hMutSa και hMutSβ και αφορούν αντίστοιχα τις κακοζεύξεις και τις 

θηλιές [79, 80]. Ένα άλλο ετεροδιµερές (hMutLa) των πρωτεϊνών hMLH1 και 

hPMS2 αναλαµβάνει τη διασύνδεση του συµπλόκου αναγνώρισης µε άλλες 

πρωτεΐνες, απαραίτητες για την επιδιόρθωση. Αυτές είναι το πολλαπλασιαστικό 

κυτταρικό πυρηνικό αντιγόνο PCNA, οι DNA πολυµεράσες δ και ε, η DNA 

µονόκλωνο-προσδετική πρωτεΐνη SSB και πιθανόν κάποιες ελικάσες. Ο ρόλος άλλων 

πρωτεϊνών και των συµπλόκων τους είτε είναι γνωστός όπως για το ετεροδιµερές των 
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hMLH1-hMLH3 (επιδιόρθωση θηλιών) [81], είτε ακόµη ερευνάται όπως για το 

ετεροδιµερές hMutLβ των hMLH1- PMS1 [82, 83]. Το σύµπλεγµα αυτών των 

πρωτεϊνών και ο τρόπος δράσης τους παριστάνεται στην Εικόνα 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Ο τρόπος δράσης των γονιδίων του συστήµατος MMR στον 

άνθρωπο [23]. 

Οι πρωτεΐνες MSH2, MSH3, MSH6, MLH1 και PMS2 αναγνωρίζουν τα λάθη 

στην αλυσίδα του DNA και τα επιδιορθώσουν µε ATP-εξαρτώµενη δράση, η 

οποία επίσης απαιτεί αλληλεπιδράσεις µαζί µε άλλες πρωτεΐνες, όπως είναι το 

πολλαπλασιαστικό κυτταρικό πυρηνικό αντιγόνο (PCNA), την εξονουκλεάση 

και την DNA πολυµεράση δ (Pol δ).  
 

Όλα τα προϊόντα των γονιδίων του συστήµατος MMR (hMSH2, hMLH1, 

hPMS1, hPMS2, hMSH3 και hMSH6) συµµετέχουν στην επιδιόρθωση του DNA. 

Μεταλλάξεις στα γονίδια αυτά έχουν ως αποτέλεσµα την αδρανοποίηση του ίδιου 

του συστήµατος MMR καθώς και την εµφάνιση µη-φυσιολογικών αλληλοδιαδοχών 

σε τµήµατα του DNA όπως οι µικροδορυφόροι.  

 

3.2.1. Γενετικές τροποποιήσεις του συστήµατος MMR στον καρκίνο 

του παχέος εντέρου 
Η ανακάλυψη ότι οι µεταλλάξεις στα γονίδια του συστήµατος MMR (hMLHl, 

hMSH2, hMSH6, hPMS1, hPMS2 και hMSH3) είναι υπεύθυνες για την εµφάνιση του 

συνδρόµου HNPCC, ήταν µια σηµαντική ανακάλυψη για τη σκιαγράφηση του 

συνδρόµου αυτού αλλά και για το σηµαντικό ρόλο του συστήµατος MMR στον 

καρκίνο του παχέος εντέρου.  
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Το 1966, ο Lynch µελέτησε δύο µεγάλες οικογένειες που εµφάνιζαν σειρά 

πρωτοπαθών καρκίνων στα µέλη τους, µε πλειοψηφία το αδενοκαρκίνωµα του παχέος 

εντέρου, του ενδοµητρίου και του στοµάχου, και τα οποία κληρονοµούνταν µε 

επικρατή αυτοσωµικό χαρακτήρα [84]. Μερικά έτη αργότερα, η µελέτη σε µεγάλες 

οικογένειες, χρησιµοποιώντας συνδυαστικές αναλύσεις, έδωσαν µερικές ιδέες 

σχετικά µε την αιτιολογία της κληρονοµικότητας του καρκίνου του παχέος εντέρου. 

Έτσι, βρέθηκαν δύο χρωµοσωµικές περιοχές αυξηµένης ευαισθησίας, στο 

χρωµόσωµα 2p16 και στο 3p21 [85, 86]. Προκειµένου να προσδιοριστούν οι περιοχές 

απώλειας ετεροζυγωτίας στους όγκους του παχέος εντέρου που εµφανίζουν 

κληρονοµικότητα, οι ερευνητές χρησιµοποίησαν έναν πίνακα µικροδορυφορικών 

περιοχών που φάνηκαν να είναι επιρρεπείς σε αστάθεια. Η µικροδορυφορική 

αστάθεια ήταν χαρακτηριστική των όγκων αυτών και ο µεταλλακτικός τους 

φαινότυπος προερχόταν από ανεπάρκεια του συστήµατος MMR, ανάλογη αυτής των 

βακτηρίων και της ζύµης. Η παρατήρηση αυτή ενίσχυσε τον προσδιορισµό του 

hMSH2, το ανθρώπινο οµόλογο του γονιδίου Ε. coli MutS, στο χρωµόσωµα 2p [87, 

88] και του hMLH1, το ανθρώπινο οµόλογο του Ε. coli MutL, στο χρωµόσωµα 3p 

[89] καθώς και την εµφάνιση µεταλλάξεων σε αυτά. Μεταλλάξεις  σε ασθενείς µε 

κληρονοµικό µη-πολυποδιακό καρκίνο του παχέος εντέρου βρέθηκαν επίσης και στα 

γονίδια hPMS1 και hPMS2, οµόλογα της MutL [90]. 

Αναφέρθηκε και προηγουµένως ότι το σύνδροµο HNPCC, αποτελεί περίπου 

το 1-3% όλων των καρκίνων του παχέος εντέρου και συνδέεται άµεσα µε µεταλλάξεις 

στην γαµετική σειρά σε ένα από τα γονίδια του συστήµατος MMR. Οι πιο συχνά 

παρατηρούµενες µεταλλάξεις εντοπίζονται στα γονίδια hMSH2 και hMLH1 [87-90] 

όπου οι µεταλλάξεις στην γαµετική τους σειρά φτάνουν το ~90% (και για τα δύο 

γονίδια µαζί) του συνόλου των µεταλλάξεων που υπολογίζονται στο σύνδροµο 

HNPCC. Ακολουθεί το γονίδιο hMSH6 του οποίου οι µεταλλάξεις υπολογίζονται στο 

~7% του συνόλου των µεταλλάξεων για το ίδιο σύνδροµο. Τέλος ένα πολύ µικρό 

ποσοστό µεταλλάξεων ανιχνεύθηκε στο γονίδια hPMS2 και σπανίως στο hPMS1 [23, 

91]. 

Η διεισδυτικότητα των µεταλλαγµένων αυτών γονιδίων είναι πολύ υψηλή στο 

σύνδροµο HNPCC, µε κίνδυνο εµφάνισης της νόσου σε ποσοστό πάνω από 80% και 

µεγαλύτερο για τους άντρες και για τους φορείς µεταλλάξεων στο γονίδιο hMSH2 

[92]. Για το λόγο αυτό καθιερώθηκαν και τα κριτήρια Άµστερνταµ και Bethesda που 

αναφέρθηκαν παραπάνω (Πίνακας 1) ώστε να επιτραπεί ο έγκυρος έλεγχος των 
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ατόµων υψηλού κινδύνου για το σύνδροµο HNPCC για τυχόν µεταλλάξεις στα 

γονίδια του συστήµατος MMR. Ο προσδιορισµός των µεταλλάξεων στην γαµετική 

σειρά των γονιδίων hMSH2 ή/και hMLH1 θα µπορούσε να εκτελεσθεί στο 50-70% 

των οικογενειών που ικανοποιούν τα κριτήρια του Άµστερνταµ για το σύνδροµο 

HNPCC, λαµβάνοντας υπόψη ότι οι οικογένειες που δεν πληρούν αυτά τα κριτήρια 

παρουσιάζουν πολύ χαµηλότερη συχνότητα µεταλλάξεων στα γονίδια του 

συστήµατος MMR [68, 70, 93, 94]. Μέχρι σήµερα, η ανίχνευση της 

µικροδορυφορικής αστάθειας υψηλής συχνότητας (MSI-Η) ή η απώλεια έκφρασης 

είτε του hMSH2 ή/και του hMLH1 κατά την ανοσοϊστοχηµική εξέταση των όγκων, 

είναι ο καλύτερος δείκτης ένδειξης για την παρουσία µεταλλάξεων στην γαµετική 

σειρά των γονιδίων του συστήµατος MMR για τους ασθενείς υψηλού κινδύνου µε 

οικογενειακό ιστορικό [95, 96].   

 Όσων αφορά τον ελληνικό πληθυσµό και τις µεταλλάξεις των γονιδίων 

hMSH2 και hMLH1 στο σύνδροµο HNPCC, µόνο µία εµπεριστατωµένη µελέτη έχει 

γίνει στο ερευνητικό κέντρο YΓΕΙΑ [97]. Η µελέτη αυτή έγινε σε εννέα ελληνικές 

οικογένειες ασθενών µε το σύνδροµο HNPCC και υψηλή πιθανότητα εµφάνισης 

µεταλλάξεων στα γονίδια του συστήµατος MMR διότι πληρούσαν τα κριτήρια 

Amsterdam και Bethesda. Σύµφωνα µε την µελέτη αυτή, το 77.7% των µεταλλάξεων 

που βρέθηκαν, οφείλονταν σε µεταλλάξεις στο γονίδιο hMSH2 σε αντίθεση µε 

παρόµοιες µελέτες σε άλλες χώρες [98] όπου η πλειοψηφία των µεταλλάξεων 

προέρχεται από το γονίδιο hMLH1. Επίσης, ένα άλλο στοιχείο που προέκυψε από την 

µελέτη αυτή, είναι ότι σε κάθε περιστατικό παρατηρείται µόνο µία µετάλλαξη, σε 

αντίθεση µε τον φιλανδικό πληθυσµό που συνήθως δύο µεταλλάξεις εµφανίζονται σε 

κάθε περίπτωση και µάλιστα σε ποσοστό ≥ 50% [99]. 

 Σε αντίθεση µε τους καρκίνους του συνδρόµου HNPCC, στους σποραδικούς 

καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI, το 90% των περιπτώσεων οφείλεται κυρίως στην 

αδρανοποίηση του γονιδίου hMLH1 λόγω µεθυλίωσης στον υποκινητή του, ενώ ο 

υποκινητής του γονιδίου hMSH2 φαίνεται να µην είναι επιρρεπής σε µεθυλίωση [29, 

100-102]. Επιπλέον στους σποραδικούς όγκους µε τον φαινότυπο MSI, µεταλλάξεις 

στα γονίδια του συστήµατος MMR ανιχνεύονται πιο συχνά στο γονίδιο hMLH1 απ' 

ότι στο hMSH2 [102, 103], ενώ απώλεια ετεροζυγωτίας εµφανίζεται και στα δύο 

γονίδια σε ποσοστό 20-40% του συνόλου των καρκίνων αυτών [104]. Τέλος, τόσο οι 

σωµατικές µεταλλάξεις όσο και η έλλειψη ετεροζυγωτίας µπορούν να εµφανιστούν 
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στα γονίδια hMLH1 και hMSH2 ταυτόχρονα µε τη µεθυλίωση στον υποκινητή του 

γονιδίου hMLH1 ή και άλλων γονιδίων [102, 105]. 

 

3.2.2. Επιγενετικές τροποποιήσεις του συστήµατος MMR στον 

καρκίνο του παχέος εντέρου 
Με την ολοκλήρωση του προγράµµατος της πλήρης αλληλούχισης του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος, έχουµε µία σχεδόν ολοκληρωµένη λίστα γονιδίων που 

υπάρχουν στον ανθρώπινο οργανισµό και είναι υπεύθυνα για τις λειτουργίες του. 

Παρόλα αυτά η πραγµατικότητα είναι πολύ πιο πολύπλοκη από την αναφορά ενός 

απλού καταλόγου των γονιδίων αυτών.  

Σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση και εξέλιξη του καρκίνου, έχει ένα δεύτερο 

σύστηµα το οποίο χρησιµοποιούν τα κύτταρα για να προσδιορίσουν το πού και το 

πότε ένα συγκεκριµένο γονίδιο θα εκφραστεί κατά την εξέλιξη και την 

διαφοροποίησή του. Το σύστηµα αυτό συµβάλει στο επίπεδο έκφρασης του DNA µε 

την µορφή επιγενετικών µεταβολών και κληρονοµείται κατά την κυτταροδιαίρεση 

χωρίς όµως να συνδυάζεται µε αλλαγές στην αλληλουχία του DNA. 

Οι πιο γνωστές και µελετηµένες επιγενετικές µεταβολές στο DNA των 

θηλαστικών είναι µέχρι σήµερα η µετά-µεταφραστική τροποποίηση των ιστονών, 

µέσω ακετυλίωσης, µεθυλίωσης και φωσφορυλίωσης, γεγονός που συνδέεται µε την 

λειτουργικότητα ή µη των γονιδίων [106] καθώς και η µεθυλίωση των κυτοσινών του 

DNA στο 5-καρβόξυ τελικό τους άκρο, όταν αυτές βρίσκονται σε δινουκλεοτίδια 

CpG και σε λίγες περιπτώσεις όταν βρίσκονται σε περιοχές CpA και CpT (Εικόνα 6) 

[107].  

Οι επιγενετικές µετατροπές επιδρούν τόσο στο µονοπάτι της χρωµοσωµικής 

αστάθειας, µέσω της υποµεθυλίωσης και της ενεργοποίησης ογκογονιδίων όπως το c-

myc, όσο και στο µονοπάτι της µικροδορυφορικής αστάθειας, προκαλώντας λόγω της 

υπερµεθυλίωσης, πρόωρη απενεργοποίηση των γονιδίων του συστήµατος MMR και 

εποµένως συσσώρευση λαθών στην περιοχή των µικροδορυφόρων, αλλά και στις 

κωδικοποιούσες περιοχές των γονιδίων στόχων. 

Η µεθυλίωση του DNA εµφανίζεται στην 5’ θέση των οµάδων κυτοσίνης σε 

µια αντίδραση που καταλύεται από τις DNA µεθυλοτρανφεράσες (DNMTs) και 

χρησιµοποιεί τις S-αδενοσυλοµεθειονίνες (SAM), ως δότες µεθυλοµάδας (Εικόνα 6).  
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    SAM 

Εικόνα 6. Σχηµατική αναπαράσταση των επιγενετικών τροποποιήσεων. 

Κόκκινοι κύκλοι: µεθυλιωµένες κυτοσίνες, άσπροι κύκλοι: µη-µεθυλιωµένες 

κυτοσίνες [108].  

 

Στα φυσιολογικά κύτταρα, σχεδόν το 70% όλων των δινουκλεοτιδίων CpG 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος είναι µεθυλιωµένα. Η φυσιολογική µεθυλίωση του 

DNA συµβαίνει τόσο σε επαναλαµβανόµενες περιοχές που περιέχουν δορυφορικό 

DNA όσο και σε παρασιτικά στοιχεία, όπως τα µακρά διάσπαρτα µεταθετά στοιχεία 

(LINEs), τα κοντά διάσπαρτα µεταθετά στοιχεία (SINEs) και τους ενδογενείς 

ρετροϊούς και λειτουργεί σαν µία φυσική µηχανή προστασίας του DNA από αυτά 

[109]. 

Στις περισσότερες περιπτώσεις οι νησίδες CpG, δηλαδή περιοχές 200bp έως 

και 1kb µε υψηλό ποσοστό δινουκλεοτιδίων CpG, που εντοπίζονται κυρίως στον 

υποκινητή των γονιδίων, αλλά και σε µη µεταφραζόµενες περιοχές ή και στο εξόνιο 1 

κάποιων γονιδίων, είναι επί το πλείστων µη µεθυλιωµένες, µία κατάσταση 

απαραίτητη για την λειτουργικότητα και τη µεταγραφή των γονιδίων αυτών.  

Συσχέτιση µεταξύ µεθυλίωσης του DNA και εµφάνισης του καρκίνου, 

αποδείχτηκε για πρώτη φορά το 1983 από τους Feinberg και Vogelstein όταν 

παρατήρησαν σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα υποµεθυλίωση του γονιδίου H-ras 

[110]. Παράλληλα το 1989 παρατηρήθηκε σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα, 

υπερµεθυλίωση στις νησίδες CpG του υποκινητή του ογκοκατασταλτικού γονίδιο Rb 

το οποίο είναι υπεύθυνο για την ανάπτυξη του Ρετινοβλαστώµατος [111].  

Εποµένως, δύο είναι οι επιγενετικοί µηχανισµοί µε τους οποίους τα 

φυσιολογικά κύτταρα θα µετατραπούν σε καρκινικά. Η µεταγραφική αποσιώπηση 

των ογκοκατασταλτικών γονιδίων λόγω µεθυλίωσης των νησίδων CpG στον 

υποκινητή τους και η γενωµική υποµεθυλίωση στο σύνολο του γονιδιώµατος. Την 
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ίδια στιγµή λοιπόν που κάποιες νησίδες CpG υπόκεινται σε υπερµεθυλίωση, το 

γονιδίωµα των καρκινικών κυττάρων υπόκειται σε δραµατική ολική υποµεθυλίωση. 

Τα κακοήθη κύτταρα µπορούν να έχουν 20%-60% λιγότερες µέθυλο-

κυτοσίνες απ’ ότι τα ίδια φυσιολογικά κύτταρα στο σύνολο του DNA τους [112]. Η 

έλλειψη των µεθυλοµάδων σχετίζεται κυρίως µε υποµεθυλίωση στο «σώµα» 

(κωδικοποιούσες περιοχές και ιντρόνια) των γονιδίων, καθώς και µε αποµεθυλίωση 

των επαναλαµβανόµενων DNA αλληλουχιών οι οποίες υπολογίζονται στο 20%-30% 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Ο βαθµός υποµεθυλίωσης του DNA αυξάνεται κατά 

την διάρκεια όλων των σταδίων της καρκινογένεσης, από την καλοήθη υπερπλασία 

ως τον επιθετικό καρκίνο [113]. Η υπερµεθυλίωση των CpG νησίδων των 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων, οδηγεί σε απενεργοποίηση της µεταγραφικής τους 

ικανότητας και σε αδυναµία εκτέλεσης των φυσιολογικών κυτταρικών λειτουργιών 

που αυτά επιτελούν (Εικόνα 7). Με τον τρόπο αυτό, η υπερµεθυλίωση συµβάλλει 

στην εµφάνιση πολλών από τις χαρακτηριστικές ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων 

όπως η είσοδος στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, η αποφυγή της απόπτωσης, η 

επίδραση στην επιδιόρθωση του DNA, η αγγειογένεση και η έλλειψη της κυτταρικής 

αναστολής [114]. 

Εικόνα 7. Μηχανισµός αποσιώπησης της έκφρασης των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων µέσω µεθυλίωσης στον υποκινητή τους στα καρκινικά κύτταρα.  

Μαύροι κύκλοι: µεθυλιωµένες κυτοσίνες, άσπροι κύκλοι: µη-µεθυλιωµένες κυτοσίνες. 
 

Οι νησίδες CpG, στην περιοχή του υποκινητή των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων, είναι φυσιολογικά µη-µεθυλιωµένες, όπως και σε όλα τα άλλα γονίδια. Η 

υπερµεθυλίωση που παρατηρείται στα καρκινικά κύτταρα, οδηγεί στην αποσιώπηση 

των γονιδίων αυτών καθώς και σε αλλαγές στην δοµή της χρωµατίνης (υπο-

ακετυλίωση των ιστονών). Είναι εντυπωσιακό το γεγονός ότι δεν µεθυλιώνονται όλα 

τα γονίδια σε οποιοδήποτε τύπο καρκίνου, αλλά υπάρχει επιλεκτική µεθυλίωση 

 Μεταγραφή ΦΦυυσσιιοολλοογγιικκάά  
κκύύττττααρραα  

Μεθυλίωση 

ΑΑπποοσσιιώώππηησσηη  ττηηςς  
έέκκφφρραασσηηςς  ττοουυ  

γγοοννιιδδίίοουυ  ΚΚααρρκκιιννιικκάά  
κκύύττττααρραα  
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αυτών ανάλογα µε την περιοχή του ιστού που έχει προσβληθεί, καθώς και ότι ο 

αριθµός των υπερµεθυλιωµένων γονιδίων αυξάνεται ανάλογα µε τη δυναµικότητα και 

την επιθετικότητα της κακοήθειας [113, 115]. Πάντως µέχρι σήµερα δεν είναι 

ξεκάθαρο γιατί κάποια γονίδια υπερµεθυλιώνονται σε συγκεκριµένους τύπους 

καρκίνου, ενώ κάποια άλλα µε τις ίδιες ιδιότητες (τυπική περιοχή µε νησίδες CpG 

στον υποκινητή τους, έλλειψη έκφρασης σε καρκίνους και αδυναµία ανίχνευσης 

µεταλλάξεων) παραµένουν αµεθυλίωτα. Μόνο υποθέσεις µπορούν να γίνουν, του 

τύπου ότι πρόκειται για µία επιλεκτική και µία στοχευόµενη κατάσταση, που στην 

περίπτωση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων γίνονται ταυτόχρονα. 

Από την άλλη, µία σειρά γονιδίων που εµπλέκονται αντίστοιχα στην ρύθµιση 

του κυτταρικού κύκλου, στην επιδιόρθωση του DNA, στην καρκινική διήθηση, στον 

ανασχηµατισµό της χρωµατίνης, στον µηχανισµό µεταβίβασης κυτταρικού σήµατος, 

καθώς και στη µεταγραφή και την απόπτωση, είναι γνωστά ότι υπόκεινται σε 

µεθυλίωση και απενεργοποιούνται σε σχεδόν όλους τους τύπους καρκίνου. Αυτό, 

δίνει στα καρκινικά κύτταρα ένα µεγάλο πλεονέκτηµα, αυξάνοντας την γενωµική 

τους αστάθεια (αφήνοντάς τους έτσι να αποκτήσουν επιπλέον γενετικές αλλαγές) και 

ταυτόχρονα τους επιτρέπει να οδηγήσουν στη µετάσταση. Στους καρκίνους µε 

γνωστή πορεία εξέλιξης, όπως ο καρκίνος του παχέος εντέρου, η ασυνήθιστη 

υπερµεθυλίωση είναι εµφανής σε πρώιµα στάδια της πορείας καρκινογένεσης, 

δείχνοντας έτσι ότι θα οδηγήσει άµεσα σε µετασχηµατισµό και ότι δεν είναι ένα 

όψιµο γεγονός που προκύπτει ως αποτέλεσµα γενετικών τροποποιήσεων [116]. Το 

γεγονός αυτό, καθιστά τον έλεγχο της µεθυλίωσης στις νησίδες CpG, ως έναν πρώιµο 

δείκτη της εµφάνισης και εξέλιξης των διαφόρων τύπων καρκίνων. 

 Πρόσφατα έχει συνδεθεί η µεθυλίωση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων µε 

δύο µετατροπές κλειδιά των ιστονών, την αποακετυλίωση και την µεθυλίωση της 

λυσίνης-9, κατάλοιπο της ιστόνης Η3. Οι δύο αυτές διαδικασίες γίνονται ταυτόχρονα 

και αµοιβαία, καθώς επηρεάζουν το ίδιο σηµείο. Η ακετυλίωση της λυσίνης-9 

συσχετίζεται µε την γονιδιακή έκφραση, ενώ η µεθυλίωσή της συσχετίζεται µε τη 

γονιδιακή αποσιώπηση. Τέτοιες αλλαγές έχουν παρατηρηθεί και σε πολλούς 

καρκίνους του παχέος εντέρου [117]. Θεωρείται µάλιστα ότι η µεθυλίωση στους 

υποκινητές των ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως των P16 (CDKN2A), hMLH1 και 

MGMT, συνεπάγεται άµεσα αλλαγές στη δοµή της χρωµατίνης, όπως µείωση της 

ακετυλίωσης στη λυσίνη-9 και της µεθυλίωσης στη λυσίνη-4 και την παράλληλη 

αύξηση στη µεθυλίωση της λυσίνης-9 [118, 119], υποστηρίζοντας έτσι ότι η 
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µεθυλίωση του DNA και η µετατροπές των ιστονών είναι άµεσα συνυφασµένες στον 

καρκίνο του παχέος εντέρου. 

Η µεθυλίωση στις νησίδες CpG, είναι ένα κοινό επιγενετικό φαινόµενο στις 

νεοπλασίες του παχέος εντέρου και ένας µηχανισµός αποσιώπησης πολλών γνωστών 

γονιδίων. Η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 αποτελεί ένα κλασσικό 

παράδειγµα αυτού του φαινοµένου. Ένα µεγάλο φάσµα γονιδίων έχουν βρεθεί ότι 

υφίστανται ασυνήθιστη υπερµεθυλίωση στον υποκινητή τους, στον καρκίνο του 

παχέος εντέρου. Σε αυτά περιλαµβάνονται γνωστά ογκοκατασταλτικά γονίδια (π.χ. 

P16, P14), γονίδια που συνδέονται µε τον αποπτωτικό θάνατο (π.χ. DAPK), γονίδια 

του συστήµατος MMR (π.χ. hMLH1 και MGMT), γονίδια που εµπλέκονται στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι Wnt (π.χ. SRFP), γονίδια που σχετίζονται µε την επιθηλιακή 

διαφοροποίηση (π.χ. GATA4, 5), γονίδια συνδεόµενα µε p53 εξαρτώµενη απόκριση 

σε βλάβες (π.χ. HIC1), καθώς και γονίδια αποκρινόµενα σε εξωκυττάριες αντιδράσεις 

(cell–matrix interactions) (π.χ. TIMP3), µε διαφορετικά ποσοστά εµφάνισης 

µεθυλίωσης για το κάθε ένα [118]. Μάλιστα, σε κάποια από αυτά τα γονίδια, η 

µεθυλίωση φαίνεται να είναι άµεσα συνυφασµένη µε την ηλικία. Για παράδειγµα, η 

παρουσία µεθυλίωσης στον υποκινητή του hMLH1 και του P14, είναι στενά 

συνδεδεµένη µε την ηλικία σε φυσιολογικά επιθήλια παχέος εντέρου και εντοπίζεται 

συνήθως σε ηλικιωµένα άτοµα (Πίνακας 2). 
 

 
Πίνακας 2. Επιλεγµένα γονίδια που επηρεάζονται από την µεθυλίωση στον 

υποκινητή τους [118]. 
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 Η µεθυλίωση των νησίδων CpG, µπορεί να εντοπιστεί σε διάφορα στάδια της 

εξέλιξης του καρκίνου. Στον καρκίνο του παχέος εντέρου, έχουν εντοπιστεί δύο είδη 

µεθυλίωσης, ανάλογα και µε τον ιστό που έχει προσβληθεί, o τύπος Α και ο τύπος C. 

Η µεθυλίωση των νησίδων CpG τύπου Α (ηλικιακά εξαρτώµενη), εντοπίζεται τόσο 

στο φυσιολογικό επιθήλιο του εντέρου όσο και στα καρκινώµατα του παχέος εντέρου 

και αυξάνεται µε την ηλικία. Ο τύπος αυτός φαίνεται να µην σχετίζεται µε την 

καρκινογένεση. Αντίθετα, η µεθυλίωση των νησίδων CpG τύπου C συµβαίνει 

αποκλειστικά στον καρκίνο του παχέος εντέρου και είναι προφανές ότι συµβάλει 

στην καρκινογένεση.  

Το 1999 η ερευνητική οµάδα του Toyota [120] έλεγξε τους καρκίνους του 

παχέος εντέρου µε βάση τον φαινότυπο της µεθυλίωσης των νησίδων CpG (CIMP), 

ελέγχοντας µία σειρά γνωστών γενετικών τόπων που είναι µεθυλιωµένες στον 

καρκίνο (γνωστές ως MINT) και φέρουν αλληλουχίες CpG, από καρκινικές 

κυτταρικές σειρές παχέος εντέρου, καθώς και τη µεθυλίωση στους υποκινητές των 

γονιδίων hMLH1 και P16. Έτσι κατατάσσει τον φαινότυπο µεθυλίωσης (CIMP) σε 

τύπου Α όταν κάποιες από τις περιοχές (MINT 4, 6, 23, 32) είναι µεθυλιωµένες και 

εµφανίζονται τόσο σε φυσιολογικούς ιστούς όσο και σε άτοµα µεγάλης ηλικίας και 

σε τύπου C όταν κάποιοι από τους γενετικούς τόπους (MINT 1, 2, 12, 25, 31) είναι 

µεθυλιωµένοι και εµφανίζονται αποκλειστικά σε καρκίνους και µη µεθυλιωµένοι 

στους περισσότερους φυσιολογικούς ιστούς. Επιπλέον, η ίδια ερευνητική οµάδα, 

διαχωρίζει τον φαινότυπο CIMP, σε CIMP+ όταν υπάρχουν ≥3 γενετικοί τόποι 

µεθυλιωµένοι και CIMP-I (ενδιάµεσοι) ή CIMP-L (χαµηλοί) όταν ≥ 2 γενετικοί τόποι 

είναι µεθυλιωµένοι και σε CIMP– όταν λιγότερο από 2 γενετικοί τόποι είναι 

µεθυλιωµένοι. Επιπλέον, για να εντοπίσουν πότε ο φαινότυπος CIMP επιδρά στη 

µεθυλίωση του υποκινητή των γονιδίων hMLH1 και P16, έλεγξαν την µεθυλίωσή 

τους στις διάφορες κατηγορίες CIMP. Όπως προέκυψε, όλοι οι καρκίνοι µε 

µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 έχουν τον φαινότυπο CIMP+ καθώς 

και τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας MSI-H, ενώ η εµφάνιση 

µεθυλίωσης στο γονίδιο P16 ακόµη και σε φυσιολογικά επιθήλια µε τον φαινότυπο 

CIMP+ οδήγησε στο συµπέρασµα ότι πολλοί CIMP+ καρκίνοι προέρχονται από 

CIMP+ πολύποδες. Φαίνεται λοιπόν ότι  ο φαινότυπος CIMP+ συνδέεται µε τη 

µεθυλίωση γνωστών γονιδίων και είναι ένα πρώιµο στάδιο στον καρκίνο του παχέος 

εντέρου που οδηγεί στην εµφάνιση και την εξέλιξη του καρκίνου µέσω αποσιώπησης 

των γονιδίων αυτών. Η σύνδεση του φαινοτύπου MSI µε τον φαινότυπο CIMP 
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εξηγείται από τη µεθυλίωση του γονιδίου hMLH1 στον φαινότυπο CIMP+. Τέλος, 

αξίζει να σηµειωθεί ότι οι CIMP+ καρκίνοι εµφανίζονται σε πρώιµο στάδιο σε σχέση 

µε τους CIMP– καρκίνους.  

Το 1997 η ερευνητική οµάδα του Ahuja [121] βρήκε υψηλή συσχέτιση µεταξύ 

της µικροδορυφορικής αστάθειας και της µεθυλίωσης των νησίδων CpG, καθώς και 

ότι η µεθυλίωση αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισµα κυρίως των σποραδικών 

καρκίνων του παχέος εντέρου και όχι τόσο των καρκίνων του συνδρόµου HNPCC. 

Αργότερα αναγνωρίστηκε ότι η µεθυλίωση στις νησίδες CpG επιδρά στη εξέλιξη του 

15% των σποραδικών καρκίνων, που επίσης ακολουθεί το µονοπάτι της 

µικροδορυφορικής αστάθειας [122].  

Από το 1999 και µετά οι περισσότερες αναφορές κατατάσσουν τους όγκους µε 

τον φαινότυπο MSI και µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 σε CIMP+. 

Παρόλα αυτά, κάποιοι τέτοιοι καρκίνοι δεν εµφανίζουν µεθυλίωση στο γονίδιο 

hMLH1 και κατατάσσονται ως CIMP-L ή CIMP–. Για το λόγο αυτό γίνεται έλεγχος 

της µεθυλίωσης στους υποκινητές και άλλων γνωστών γονιδίων που συµβάλουν στον 

καρκίνο του παχέος εντέρου. Έτσι το 2004 η ερευνητική οµάδα του Wynter 

ανακάλυψε ότι η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου MGMT σε συνδυασµό µε 

τον CIMP+ φαινότυπο και µερικές φορές σε συνδυασµό µε µεταλλάξεις στο γονίδιο 

K-ras είναι προάγγελος καρκίνων µε τον φαινότυπο MSI-L [123]. Μία πρόσφατη 

εργασία µάλιστα, που ασχολείται µε τον φαινότυπο CIMP στον καρκίνο του παχέος 

εντέρου, αναφέρει ότι µία οµάδα τεσσάρων µόνο γονιδίων (RUNX3, CACNA1G, 

IGF2 και hMLH1) µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως ειδικοί και υψηλής ευαισθησίας 

δείκτες για τον προσδιορισµό του φαινοτύπου CIMP+ στον καρκίνο του παχέος 

εντέρου [124]. 

Είναι προφανής η στενή αλληλεπίδραση µεταξύ γενετικών µεταλλάξεων και 

επιγενετικών µετατροπών στο εσωτερικό των νεοπλαστικών κυττάρων. Για 

παράδειγµα η αποσιώπηση του ενός αλληλοµόρφου, ενός ογκοκατασταλτικού 

γονιδίου λόγω µεθυλίωσης µπορεί να συµβάλλει στην εµφάνιση του δεύτερου 

απαιτούµενου “χτυπήµατος” (“double hit”) στην περίπτωση ύπαρξης µετάλλαξης  

στην αλληλουχία του άλλου αλληλοµόρφου.  

Η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1, που ακολουθείται από 

µεταγραφική απενεργοποίηση του γονιδίου αυτού, εµφανίζεται σε ποσοστό περίπου 

80% στους σποραδικούς καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI. Μάλιστα πολλές µελέτες 

αποδεικνύουν ότι ο η µεθυλίωση στον υποκινητή του hMLH1 είναι άµεσα 
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συνδεδεµένη µε τον φαινότυπο της αστάθειας των µικροδορυφόρων. Σε µία µελέτη 

αποδείχθηκε ότι το 70% των καρκίνων του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-H 

εµφάνισε µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1, ενώ στην περίπτωση των 

καρκίνων µε τον φαινότυπο MSI-L και MSS, µεθυλίωση στον υποκινητή του 

γονιδίου hMLH1 παρατηρήθηκε σε ποσοστό 19% και 18% αντίστοιχα [125]. Άλλες 

µελέτες ανέφεραν πρόωρη εµφάνιση µεθυλίωσης στον υποκινητή του hMLH1, 

ακολουθούµενη από αποσιώπηση του γονιδίου αυτού αλλά και µικροδορυφορική 

αστάθεια, σε πολύ αρχικά στάδια εξέλιξης του καρκίνου του παχέος εντέρου, όπως 

είναι οι υπερπλαστικοί πολύποδες, µε τελικό στάδιο τις βαθµιαίες γενετικές και 

παθολογικές αλλαγές που θα καταλήξουν στην εξέλιξη του καρκίνου του παχέος 

εντέρου [126]. 

 Αν και η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 είναι το 

χαρακτηριστικό γνώρισµα του µονοπατιού µε τον φαινότυπο MSI, στον καρκίνο του 

παχέος εντέρου, επιγενετική αποσιώπηση και άλλων γονιδίων είναι επίσης εµφανής, 

όπως του γονιδίου BRAF σε σποραδικούς καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI και του 

γονιδίου K-ras στους MSI-L καρκίνους. Παρόλα αυτά µεταλλάξεις σε τέτοια γονίδια 

παρατηρούνται σπάνια, σε σύνδροµα όπως το HNPCC [127]. 

Πολλές πληθυσµιακές µελέτες σε ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου, 

έδειξαν ότι οι καρκίνοι µε µεθυλίωση στις νησίδες CpG είναι κλινικά, παθολογικά και 

γενετικά σαφώς προσδιορισµένοι. Έχουν πολλά κοινά χαρακτηριστικά µε τους 

καρκίνους που φέρουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας, όπως την 

κακή διαφοροποίηση, τις έσω- επιθηλιακές λεµφοκυτταρικές διεισδύσεις, τη συνήθη 

παρουσία στο δεξί τµήµα του παχέος έντερο, τις µεγάλες εστίες, την κολλώδη µορφή 

καθώς και µία υψηλή συχνότητα εµφάνισης σε ηλικιωµένα άτοµα και γυναίκες [128]. 

Ωστόσο, σχεδόν το 50% των καρκίνων που παρουσιάζουν τον φαινότυπο της 

µεθυλίωσης (CIMP) χαρακτηρίζεται από µικροδορυφορική σταθερότητα (MSS), ένα 

γεγονός που δυσκολεύει την σωστή διάγνωση των ασθενών και καθιστά αναγκαία την 

περαιτέρω έρευνα.  

Επιγενετικές και γενετικές αλλαγές, µόνες τους ή σε συνεργασία µεταξύ τους, 

συµµετέχουν στην έναρξη και εξέλιξη του καρκίνου του παχέος εντέρου. Οι 

επιγενετικές αλλαγές και συγκεκριµένα η µεθυλίωση του DNA, γίνονται όλο και 

περισσότερο αναγνωρίσιµες ως ένας αιτιολογικός µηχανισµός στην καρκινογένεση 

του παχέος εντέρου. Αν και ο µηχανισµός που προκαλεί την έναρξη των επιγενετικών 

αλλαγών χρήζει περαιτέρω διερεύνηση, ο χαρακτηρισµός των γονιδίων που 
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εµφανίζουν έκτροπη µεθυλίωση στους καρκίνους του παχέος εντέρου, µε συνέπεια 

να επηρεάζεται η έκφρασή τους, προχωρά µε γρήγορο ρυθµό. Η γνώση των γονιδίων 

που είναι επιρρεπή σε µεθυλίωση τόσο σε πρώιµα όσο και σε επόµενα στάδια της 

εξέλιξης του καρκίνου του παχέος εντέρου, µε την βοήθεια των τεχνικών ελέγχου της 

µεθυλίωσης, που συνεχώς εξελίσσονται και απλοποιούνται κάνοντας την χρήση τους 

δυνατή σε κάθε εργαστήριο και νοσοκοµείο, είναι ένα µεγάλο βήµα στην ανακάλυψη 

περισσότερων δεδοµένων για τις αιτίες της καρκινογένεσης. 

Επιπλέον, πρέπει να γίνει κατανοητό ότι η έρευνα δεν έχει µόνο ως στόχο της 

εύρεση της αιτιολογίας µία ασθένειας αλλά και την καταπολέµησή της. Για το λόγο 

αυτό, η ανακάλυψη των επιγενετικών αλλαγών έδωσε το έναυσµα στη φαρµακολογία 

για τη σχεδίαση κατάλληλων φαρµάκων τα οποία να επεµβαίνουν στο DNA και να 

αναστέλλουν είτε την υπερµεθυλίωση των γονιδίων, είτε την αλλαγή στη 

διαµόρφωση των ιστονών ανοίγοντας έτσι νέους ορίζοντες στη θεραπεία του 

καρκίνου.  

 

3.3. Συνέπεια του συστήµατος MMR και της µικροδορυφορικής 

αστάθειας: η λειτουργική αδρανοποίηση των γονιδίων στόχων 

 
Υπάρχουν πολλά στοιχεία που αποδεικνύουν ότι οι επαναλαµβανόµενες 

ακολουθίες, όπως οι µικροδορυφόροι, είναι ιδιαίτερα ευαίσθητες στις απαλείψεις ή 

προσθήκες νουκλεοτιδίων κατά τη διάρκεια της αντιγραφής. Πολυάριθµες µη-

κωδικοποιούσες µονονουκλεοτιδικές και δινουκλεοτιδικές επαναλήψεις είναι 

διάσπαρτες στο γονιδίωµα, συσσωρεύοντας αλλαγές κατά την εξέλιξη των όγκων 

λόγω κακής λειτουργίας του συστήµατος MMR και είναι συνήθως χρήσιµες για την 

αξιολόγηση του φαινοτύπου της µικροδορυφορικής αστάθειας [53, 55]. 

Επαναλαµβανόµενες ακολουθίες, που είναι συνήθως µονονουκλεοτιδικά τµήµατα, 

µέσα σε λειτουργικές περιοχές γονιδίων γίνονται πολύ συχνά στόχοι για µεταλλάξεις 

µετατόπισης του πλαισίου ανάγνωσης που προκύπτουν κατά τη διάρκεια της 

αντιγραφής, ιδιαίτερα στις περιπτώσεις ελαττωµατικής λειτουργίας του συστήµατος 

MMR, οδηγώντας έτσι σε κατακερµατισµένες πρωτεΐνες [129, 130].  

Πράγµατι, µερικά από τα γονίδια που διαθέτουν τέτοιες αλληλουχίες 

βρέθηκαν µεταλλαγµένα στους όγκους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI. 

Τα γονίδια αυτά έχουν καθοριστικό ρόλο στον κυτταρικό κύκλο. Κωδικοποιούν 
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πρωτεΐνες που συµµετέχουν στα µονοπάτια µεταγωγής σήµατος όπως οι TGFβRII, 

IGFIIR και PTEN [44, 131, 132], στην απόπτωση και στη φλεγµονή όπως οι BAX 

και Κασπάση-5 [45, 46], στη ρύθµιση της µεταγραφής όπως οι E2F4 και TCF-4 [133, 

134] και στην επιδιόρθωση του DNA όπως οι  hMSH6, hMSH3, hMLH3, MED-1, 

RAD50, DNA- PKcs και BLM [55, 130, 135-138].  

Η συχνότητα εµφάνισης των µεταλλάξεων ποικίλλει ανάλογα µε το γονίδιο 

που ελέγχεται και τη φάση εξέλιξης των καρκίνων κατά την οποία µελετώνται οι 

αρχικοί όγκοι ή οι κυτταρικές σειρές [139, 140]. Για παράδειγµα, οι µεταλλάξεις 

µετατόπισης του πλαισίου ανάγνωσης στην κωδικοποιούσα πολυA(10) περιοχή του 

TGFβRII εµφανίζονται σε εξαιρετικά υψηλή συχνότητα (75-90%) στους καρκίνους 

του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας τόσο στους 

ασθενείς µε το σύνδροµο HNPCC όσο και σε ασθενείς µε σποραδικό καρκίνο, καθώς 

επίσης και σε κυτταρικές σειρές καρκίνου παχέος εντέρου. Επιπλέον, µεταλλάξεις 

εισδοχών ή ελλείψεων στις µονονουκλεοτιδικές επαναλήψεις των κωδικοποιούντων 

περιοχών των γονιδίων BAX(G8), TCF-4(A9), IGFIIR(G8) και hMSH6(C8) 

εµφανίζονται επίσης σε ένα σηµαντικό ποσοστό στους όγκους του παχέος εντέρου µε 

τον φαινότυπο MSI. Άλλα γονίδια, όπως τα hMSH3(A8), casp-5(A10) και 

RAD50(A9) βρέθηκαν λιγότερο συχνά αδρανοποιηµένα σε πρωτογενείς όγκους, αλλά 

παρουσίασαν υψηλή συχνότητα µεταλλάξεων µετατόπισης του πλαισίου ανάγνωσης 

σε κυτταρικές σειρές καρκίνου παχέος εντέρου [129, 130].  

Για τον λόγο αυτό, γονίδια που φέρουν µονονουκλεοτιδικές επαναλήψεις σε 

κωδικοποιούσες περιοχές και τα οποία υφίστανται µεταλλάξεις σε καρκίνους µε 

φαινότυπο MSI, ονοµάζονται και γονίδια στόχοι της καρκινογένεσης που ακολουθεί 

το µονοπάτι της µικροδορυφορικής αστάθειας.  

Οι περισσότερες µελέτες πάνω σε καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI 

αναφέρονται σε µία οµάδα πέντε γονιδίων στόχων που εµφανίζουν και την 

µεγαλύτερη συχνότητα µεταλλάξεων. Αυτά είναι τα γονίδια TGFβRII, IGFIIR, BAX, 

hMSH3 και hMSH6, τα οποία φαίνεται να παρουσιάζουν την ίδια µορφή αλλαγών 

(εισδοχών ή ελλείψεων) στις κωδικοποιούσες επαναλαµβανόµενες περιοχές τους 

(A)10, (G)8, (G)8, (A)8 και (C)8 αντίστοιχα [52]. 

Το γονίδιο TGFβRII είναι κυρίως µεταλλαγµένο στις περισσότερες 

κυτταρικές σειρές και όγκους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-H και 

εµφανίζεται συνήθως ως έλλειψη 1 ή 2 ζευγών βάσεων στην κωδικοποιούσα 

πολυΑ(10) περιοχή του εξονίου 3 του γονιδίου, προκαλώντας µία µετάλλαξη 

  



 35                                Μοριακοί µηχανισµοί  
 

µετατόπισης πλαισίου. Εξαιτίας αυτού, η απενεργοποίηση του TGFβRII (σε ποσοστό 

που φτάνει το 90%) έχει προταθεί ως η πιο πρώιµη γονιδιακή αλλαγή στους 

καρκίνους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-H και συµβαίνει αµέσως µετά 

την έναρξη αδρανοποίησης του συστήµατος MMR κατά την πορεία της 

καρκινογένεσης [46, 52, 141]. Ο TGFβRII, είναι ένας ισχυρός αρνητικός ρυθµιστής 

στην αύξηση των επιθηλιακών κυττάρων και σε κυτταροκαλλιέργειες µπορεί να 

προκαλέσει πλήρη αναστολή στην αύξηση των µη µετασχηµατισµένων επιθηλιακών 

κυττάρων του παχέος εντέρου, καθώς επίσης και να επάγει την απόπτωση των 

κυττάρων αυτών. Από την άλλη, ο πλήρης κακοήθης µετασχηµατισµός των 

επιθηλιακών κυττάρων του παχέος εντέρου συνδέεται στενά µε την απόκτηση 

ανθεκτικότητας του γονιδίου TGFβRII [44].  

Το γονίδιο IGFIIR, είναι ένας υποδοχέας της κυτταρικής επιφάνειας, ο οποίος 

επιτρέπει σε µία πρωτεϊνάση σερίνης B (granzyme B) να εισέλθει στα κύτταρα και να 

επάγει την απόπτωση των στοχευµένων κυττάρων. Μεταλλάξεις στην κωδικοποιούσα 

περιοχή των 8 επαναλαµβανόµενων γουανινών, πολυG(8), που εντοπίζεται στο εξόνιο 

28 του γονιδίου, οδηγούν στο σχηµατισµό ενός πρόωρου κωδικόνιου τερµατισµού µε 

αποτέλεσµα τα κυτταροτοξικά Τ λεµφοκύτταρα, που επάγουν την απόπτωση των 

στοχευµένων κυττάρων, να αποτρέπονται [142]. Τελικό αποτέλεσµα αυτού είναι η 

επαγωγή της κυτταρικής αύξησης και κατ’ επέκταση της καρκινογένεσης. 

Το προ-αποπτωτικό γονίδιο BAX (µέλος της οικογένειας των BCL2 

πρωτεϊνών που συνδέεται µε το Χ χρωµόσωµα) είναι συχνά απενεργοποιηµένο στους 

σποραδικούς καρκίνους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI, λόγω 

µεταλλάξεων µετατόπισης πλαισίου στην κωδικοποιούσα περιοχή πολυG(8), που 

εντοπίζεται στο εξόνιο 3 του γονιδίου και οι οποίες οδηγούν στη δηµιουργία κολοβής 

πρωτεΐνης και τη µείωση ή απενεργοποίηση της έκφρασης του γονιδίου αυτού [45]. 

Επιπλέον η ανεπάρκεια του γονιδίου ΒΑΧ σε µελέτες που έγιναν σε διαγονιδιακά 

ποντίκια έδειξε ότι επιταχύνει την ανάπτυξη των όγκων και µειώνει την απόπτωση 

[143].  

Τα γονίδια hMSH3 και hMSH6, όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, έχουν 

λειτουργικό ρόλο στο σύστηµα MMR και η εµφάνιση µεταλλάξεων στα γονίδια αυτά  

ενδεχοµένως να επιταχύνουν την καρκινογένεση λόγω αυξηµένου ποσοστού 

µεταλλάξεων στο σύνολο του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Σύµφωνα µε παλαιότερες 

µελέτες [138, 144] οι πιο επιρρεπείς περιοχές για µεταλλάξεις στα γονίδια hMSH3 

και hMSH6, στους καρκίνους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI, είναι οι 
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πολυΑ(8) και πολυC(8) που εντοπίζονται στο εξόνιο 7 και εξόνιο 8 των γονιδίων  

αντίστοιχα. Μάλιστα κάποιες µελέτες πάνω στην αστάθεια των γονιδίων αυτών 

καταλήγουν στο συµπέρασµα ότι η απενεργοποίηση λόγω µεταλλάξεων στις 

κωδικοποιούσες αυτές περιοχές του hMSH3 ή/και στο hMSH6 οδηγούν σε επιπλέον 

αύξηση της αστάθειας που χαρακτηρίζει τους καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI 

παίζοντας έτσι έναν πολύ σηµαντικό παράγοντα στην καρκινογένεση [52, 130, 138]. 

Βέβαια, για να χαρακτηρισθούν κάποια γονίδια ως γονίδια στόχοι της 

γενετικής αστάθειας στους ανθρώπινους καρκίνους που σχετίζονται µε τον φαινότυπο 

ΜSΙ, έχουν προταθεί κάποια κριτήρια όσον αφορά τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά που 

θα πρέπει να διαθέτουν [53]. Έτσι τα γονίδια στόχοι θα πρέπει να εµφανίζουν: υψηλή 

συχνότητα απενεργοποίησης στον συγκεκριµένο τύπο καρκίνου, απενεργοποίηση και 

στα δύο αλληλόµορφα µε ταυτόχρονη µετάλλαξη του δεύτερου αλληλοµόρφου 

(θεωρία διπλού χτυπήµατος-double hit), συµµετοχή του υποψηφίου γονιδίου σε ένα 

µονοπάτι καταστολής του κυτταρικού πολλαπλασιασµού ή της αύξησης, 

απενεργοποίηση του ίδιου µονοπατιού καταστολής της αύξησης σε καρκίνους που 

φέρουν τον φαινότυπο MSΙ µετά από µεταλλάξεις στο ίδιο γονίδιο ή σε άλλα γονίδια 

του ίδιου µονοπατιού και επιπλέον να συνοδεύονται από µελέτες που επιβεβαιώνουν 

καταστολή της αύξησης σε in vitro πειράµατα ή ζωικά µοντέλα. 

Μέχρι σήµερα, γίνεται µεγάλη ερευνητική προσπάθεια για τον εντοπισµό 

πιθανών γονιδίων στόχων της γενετικής αστάθειας σε µια προσπάθεια να 

διερευνηθούν τα αίτια και ο µοριακός µηχανισµός της καρκινογένεσης στον καρκίνο 

του παχέος εντέρου που συνδέεται µε το φαινότυπο MSI. Η προσπάθεια αυτή 

οδήγησε στην πρόταση ενός µοντέλου όλων των γενετικών µεταβολών που 

συµβαίνουν κατά την εξέλιξη της καρκινογένεσης και συνδέεται µε τον φαινότυπο 

της µικροδορυφορικής αστάθειας [52] (Εικόνα 8). 
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 Εικόνα 8. Η εξέλιξη της αστάθειας κατά την πρόοδο της MSI-H καρκινογένεσης [52]. 

 

Κάποιες άλλες µελέτες αναφέρουν ότι µικρές µονονουκλεοτιδικές µη-

κωδικοποιούσες επαναλήψεις που βρίσκονται σε µη λειτουργικές περιοχές κάποιων 

γονιδίων (π.χ. ιντρόνια), είναι επίσης µεταλλαγµένες και µάλιστα, σε µερικές 

περιπτώσεις, µε υψηλή συχνότητα (≥50%) [145, 146]. Με βάση τα στοιχεία αυτά 

πιστεύεται ότι οι µεταλλάξεις λόγω εισδοχών ή ελλείψεων σε µη κωδικοποιούσες 

περιοχές δεν συµβάλουν άµεσα στην εµφάνιση του καρκίνου άλλα µπορούν να 

παίξουν σηµαντικό ρόλο όταν επιδρούν σε λειτουργικές  ρυθµιστικές περιοχές ή 

κοντά στον υποκινητή άλλων γονιδίων. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί το 

γονίδιο MRE11 του οποίου η επαναλαµβανόµενη αλληλουχία πολυΤ(11) που φέρει σε 

µη κωδικοποιούσα περιοχή οδηγεί σε µείωση της έκφρασης αλλά και λειτουργική βλάβη 

του συµπλόκου MRE11/ NBs1/RAD50 [145]. Είναι εµφανές ότι οι όγκοι µε τον 

φαινότυπο MSI-Η παρουσιάζουν έναν διαφορετικό τύπο καρκίνου σε σχέση µε τους 

όγκους µε µικροδορυφορικώς σταθερό φαινότυπο και χαρακτηρίζονται από ένα 

υψηλό υπόβαθρο αστάθειας τόσο στο µικροδορυφορικό DNA όσο και στα γονίδια 

στόχους. Σύµφωνα µε κάποιες απόψεις ο βαθµός πολυµορφικότητας των 

µονονουκλεοτιδικών επαναλήψεων στους όγκους αυτούς, µπορεί να εξαρτάται όχι 

µόνο από λειτουργικούς αλλά και δοµικούς καθώς και άλλους µέχρι σήµερα µη-

διευκρινισµένους παράγοντες [52]. Βέβαια η άποψη αυτή απορρίπτεται από άλλες 
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ερευνητικές οµάδες, θεωρώντας ότι οι µεταλλάξεις αυτές, εξαιτίας του ότι βρίσκονται 

σε περιοχές των ιντρονίων, δεν µπορούν να έχουν καµία ογκογόνο δράση [147]. 

Στην παρούσα µελέτη έγινε µία προσπάθεια µελέτης δύο νέων πιθανών 

γονιδίων στόχων για την καρκινογένεση του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI. 

Το οµόλογο ογκογονίδιο του µυελοβλαστώµατος c-MYB και το γονίδιο που εκφράζει 

τον υποδοχέα του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα EGFR. Κοινό χαρακτηριστικό 

των δύο αυτών γονιδίων είναι οι µη κωδικοποιούσες επαναλήψεις στην περιοχή του 

πρώτου τους ιντρονίου (ιντρόνιο 1). 

Το ογκογονίδιο c-MYB, όπως και πολλά άλλα γονίδια µε κάποια ογκογόνα 

δράση (MYCN, MYCL, MYC, FOS), ρυθµίζεται µε µηχανισµούς που επηρεάζουν 

τον ρυθµό της µεταγραφικής επιµήκυνσης [148] και οι αλληλουχίες που ελέγχουν 

αυτή τη διαδικασία εντοπίζονται σε µη κωδικοποιούσες περιοχές και κυρίως σε 

ιντρόνια [149]. Η υπερέκφραση του γονιδίου c-ΜΥΒ είναι ένας προγνωστικός 

δείκτης για τον µικρό χρόνο επιβίωσης των ασθενών µε καρκίνο του παχέος εντέρου 

[150], ενώ η αιτία αυτής της υπερέκφρασης είναι ασαφής. Μεταξύ των πολλών 

επιπέδων ρύθµισης του γονιδίου c-ΜΥΒ, η πιο σοβαρή είναι η ρύθµιση µέσω της 

µεταγραφικής επιµήκυνσης λόγω µιας αλληλουχίας µε 19 επαναλαµβανόµενες 

θυµίνες (πολυΤ(19)) στο πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου. Μετά από ανάλυση της 

αλληλουχίας αυτής του γονιδίου c-ΜΥΒ σε επτά καρκινικές κυτταρικές σειρές 

παχέος εντέρου βρέθηκε ότι µία έλλειψη στην αγρίου τύπου περιοχή των πολυΤ(19), 

έχεις ως συνέπεια την αύξηση της µεταγραφικής ικανότητας του γονιδίου, ενώ 

αντίθετα τυχόν αύξηση στον αριθµό των επαναλήψεων πολυΤ(19) φάνηκε να µην 

έχει κάποια λειτουργική σηµασία [149]. Οµοίως µελέτες σε καρκίνους του παχέος 

εντέρου µε επιπλέον τον φαινότυπο MSI-H έδειξαν ότι µεταλλάξεις στην περιοχή των 

πολυΤ(19) του γονιδίου c-MYB συνεισφέρουν στην υπερέκφραση του γονιδίου, 

επισηµαίνοντας τη µεγάλη σηµασία των µη-κωδικοποιουσών περιοχών στην ρύθµιση 

της έκφρασης γονιδίων «κλειδιά» στον καρκίνο [151]. 

Ο υποδοχέας του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα, EGFR, είναι µέλος της 

οικογένειας erbB και εκφράζεται αµυδρά στα φυσιολογικά επιθήλια του παχέος 

εντέρου, αλλά φαίνεται να υπερεκφράζεται περίπου στο 25-77% των καρκίνων του 

παχέος εντέρου, ποσοστό εξαρτώµενο από την τεχνική που χρησιµοποιείται κάθε 

φορά [152]. Ο EGFR παίζει σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο των διαδικασιών κατά τη 

διάρκεια της ογκογένεσης και την εξέλιξη των όγκων, όπως στην κυτταρική 

επιβίωση, τον πολλαπλασιασµό, την αγγειογένεση και την µετάσταση [153]. 
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 Υπερέκφραση του EGFR παρατηρείται επίσης σε ένα µεγάλο εύρος καρκίνων, 

που συνδυάζονται µε φαινότυπο επιθετικού καρκίνου, κακή διάγνωση και µειωµένη 

επιβίωση [152, 154]. Παρόλα αυτά η υπερέκφραση του υποδοχέα EGFR δεν µπορεί 

να συνδυαστεί µε την γονιδιακή ενίσχυση όπως έχει ήδη αποδειχθεί για το 

γλιοβλάστωµα [155] διότι η γονιδιακή ενίσχυση είναι ασυνήθης στους καρκίνους του 

παχέος εντέρου [156]. Επιπλέον, το γονίδιο EGFR περιέχει στο ιντρόνιο 1 µια 

πολυµορφική δινουκλεοτιδική περιοχή (CA-SSR I) µε επαναλήψεις που κυµαίνονται 

από 14-21CA [157]. Η περιοχή αυτή έχει δειχθεί ότι ρυθµίζει άµεσα τη µεταγραφική 

ικανότητα του γονιδίου EGFR και την ενεργότητά του αφού η αύξηση των 

επαναλήψεων αυτών έχει ως συνέπεια τη µείωση τόσο της µεταγραφικής ικανότητας 

όσο και της ενεργότητάς του [158, 159]. Η άποψη αυτή έχει επιβεβαιωθεί στην 

περίπτωση του καρκίνου του µαστού [160-163] του καρκίνου του πνεύµονα [164] 

καθώς και στο οστεοσάρκωµα [165]. Όσων αφορά τον καρκίνο του παχέος εντέρου 

λίγα είναι γνωστά για την επίδραση της περιοχής (CA-SSR I) του EGFR στην πορεία 

της νόσου καθώς και την αστάθειά της. Σύµφωνα µε τον Liu και την οµάδα του [157], 

οι πιο συχνές αλληλουχίες στις CA επαναλήψεις που έχουν προσδιοριστεί στους 

φυσιολογικούς ιστούς αποτελούνται από 16, 18 και 20 CA επαναλήψεις, ενώ ο πιο 

κοινός γενότυπος ήταν η οµοζυγωτία των 16 CA επαναλήψεων. Ο µηχανισµός δεν 

έχει κατανοηθεί πλήρως, όµως πιστεύεται ότι η περιοχή CA-SSR I δρα ως ένας 

σύνδεσµος, που φέρει τον υποκινητή του γονιδίου κοντά σε µία πρωτεΐνη 

καταστολέα, συνδέοντάς τον καθοδικά της επαναλαµβανόµενης αλληλουχίας [158, 

160, 163]. 

Εάν τα γονίδια αυτά αποτελούν αληθινούς στόχους αδρανοποίησης λόγω 

αλλαγής της διαµόρφωσής τους εξαιτίας µεταλλάξεων µετατόπισης του πλαισίου 

ανάγνωσης, διαδραµατίζοντας έτσι σηµαντικό ρόλο στην έναρξη και την εξέλιξη των 

όγκων, ή απεικονίζουν απλώς ένα υψηλό ποσοστό µεταλλάξεων που συνδέονται µε 

ατέλειες του συστήµατος MMR, είναι ένα σηµαντικό ζήτηµα στην κατανόηση της 

καρκινογένεσης που συνδέεται µε τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας. 

 Πράγµατι, ο προσδιορισµός  των γονιδίων που διαδραµατίζουν βασικό ρόλο 

σε πολλά βήµατα κατά την εξέλιξη της καρκινογένεσης στο παχύ έντερο, είναι 

ιδιαίτερα σηµαντικός όσον αφορά την κατανόηση του µηχανισµού αυτού στο 

σύνδροµο HNPCC, όπου αν και η συχνότητα εµφάνισης των πρόδροµων κρουσµάτων 

δεν είναι τόσο συχνή στον γενικό πληθυσµό, είναι ιδιαίτερα επιρρεπής σε κακοήθεις 

µετασχηµατισµούς ως αποτέλεσµα της υψηλής συχνότητας µεταλλάξεων 
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µετατόπισης του πλαισίου ανάγνωσης στα κύτταρα µε ανεπάρκεια του συστήµατος 

MMR  [8].  

Τελικά, η ελαττωµατική λειτουργία του συστήµατος επιδιόρθωσης του DNA είτε ως 

αποτέλεσµα µιας µετάλλαξης στην γαµετική σειρά σε ένα από τα δύο σηµαντικά 

γονίδια του συστήµατος MMR, το hMSH2 και το hMLH1, ή λόγω υπερµεθυλίωσης 

του υποκινητή του γονιδίου hMLH1, συνδέεται άµεσα µε την προδιάθεση για 

καρκίνο στο παχύ έντερο. Εντούτοις, το γενετικό υπόβαθρο ενός σηµαντικού αριθµού 

ασθενών µε το σύνδροµο HNPCC παραµένει αδιευκρίνιστο, υποδεικνύοντας ότι και 

άλλα γονίδια, που συµµετέχουν στο σύστηµα MMR, διαδραµατίζουν επίσης 

σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση και εξέλιξη του καρκίνου.  

Παρά την συνεχώς αυξανόµενη γνώση ως προς τη γενετική και τη βιοχηµική 

λειτουργία του συστήµατος MMR, λίγα είναι γνωστά όσων αφορά τους παράγοντες 

που συµβάλλουν στην αιτιολογία και την ιστική ιδιοµορφία της καρκινογένεσης που 

συνδέεται µε τον φαινότυπο MSI. Ο προσδιορισµός των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων που περιέχουν επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες και τα καθιστούν πιθανούς 

στόχους µεταλλάξεων εξαιτίας της ελαττωµατικής λειτουργίας του συστήµατος 

MMR και επιπλέον φέρουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας, 

µπορούν να παρέχουν πολύτιµες ιδέες σε αυτό το ζήτηµα. 
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4. ΣΚΟΠΟΣ 
 

Η έκτροπη µεθυλίωση του DNA είναι η πιο συχνή µοριακή βλάβη των 

καρκινικών κυττάρων. Ούτε οι µεταλλάξεις των γονιδίων (αντικαταστάσεις βάσεων, 

απαλοιφές βάσεων, ανασυνδυασµοί γονιδίων), ούτε οι κυτταρολογικές ασυνήθεις 

αλλαγές είναι τόσο συχνές στον καρκίνο του ανθρώπου όσο οι αλλαγές στη 

µεθυλίωση του DNA. Η αποσιώπηση της έκφρασης ογκοκατασταλτικών γονιδίων, 

µέσω της υπερµεθυλίωσης των νησίδων CpG, του υποκινητή τους στο 5’άκρο του 

γονιδίου, αποτελεί την καλύτερα µελετηµένη αλλαγή στην µεθυλίωση του DNA. 

Από την άλλη πλευρά ο φαινότυπος της µικροδορυφορικής αστάθειας (MSΙ 

phenotype) στον καρκίνο του παχέος εντέρου είναι αποτέλεσµα της ελαττωµατικής 

λειτουργίας του συστήµατος επιδιόρθωσης λανθασµένων ζευγών στο DNA (σύστηµα 

MMR) και προκαλείται από την συσσώρευση εισδοχών ή απαλοιφών κατά την 

διάρκεια της αντιγραφής µικρών περιοχών µε επαναλαµβανόµενα νουκλεοτίδια 

(µικροδορυφόροι). Μεταλλάξεις των γονιδίων του συστήµατος MMR στη γαµετική 

σειρά αποτελούν τη γενετική βάση της ελαττωµατικής λειτουργίας του συστήµατος 

στο σύνδροµο του κληρονοµικού µη-πολυποδιακού καρκίνου του παχέος εντέρου 

(σύνδροµο HNPCC). Αντίθετα υπερµεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου hMLH1, 

στην περίπτωση του φαινοτύπου MSI-H, ή υπερµεθυλίωση του υποκινητή του 

γονιδίου MGMT στις περιπτώσεις του φαινοτύπου MSI-L ή MSS, αποτελούν 

συνήθως τα αίτια της παθογένεσης του σποραδικού καρκίνου του παχέος εντέρου.  

Τα υπερµεθυλιωµένα αυτά γονίδια δεν είναι µόνο πιθανά παθογενετικά συµβάντα 

στην πορεία εξέλιξης των πολυπόδων σε καρκίνο, αλλά αποτελούν και ειδικά 

µοριακά χαρακτηριστικά της νεοπλασίας που µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως 

µοριακοί δείκτες σε προκαρκινικά µορφώµατα του παχέος εντέρου.   

Επειδή όπως έχει αποδειχθεί η ελαττωµατική λειτουργία του συστήµατος 

MMR δεν είναι από µόνη της αρκετή για την έναρξη της καρκινογόνου εξαλλαγής 

αλλά απαιτούνται επιπλέον γενετικές αλλαγές για την δηµιουργία πραγµατικής 

κακοήθειας, θεωρείται ότι ο µηχανισµός που προκαλεί τη µικροδορυφορική αστάθεια 

προκαλεί επίσης µια γενικότερη αστάθεια, επηρεάζοντας επαναλαµβανόµενες 

αλληλουχίες τόσο εντός (εξόνια) όσο και εκτός (ιντρόνια) των κωδικοποιουσών 

περιοχών γονιδίων µε σηµαντικό ρόλο στην καρκινογένεση. Μέχρι σήµερα έχουν 

βρεθεί, σε πολύ υψηλή συχνότητα σε ασθενείς µε καρκίνο αλλά και πολύποδες του 
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παχέος εντέρου που φέρουν τον φαινότυπο ΜSI, µεταλλάξεις στα κύτταρα όγκων 

(συνήθως απαλοιφές) στις κωδικοποιούσες µονονουκλεοτιδικές επαναλήψεις 

γονιδίων όπως π.χ. τα TGFβRII και BAX που χαρακτηρίζονται ως γονίδια στόχοι της 

µικροδορυφορικής αστάθειας. Τα γονίδια στόχοι ανήκουν συνήθως στις κατηγορίες 

των γονιδίων που ρυθµίζουν την κυτταρική αύξηση ή τον κυτταρικό θάνατο. 

Τελευταία ως γονίδια στόχοι έχουν αναφερθεί και γονίδια που περιέχουν επαναλήψεις 

όχι στις περιοχές των εξονίων τους αλλά σε περιοχές ιντρονίων µε λειτουργικά 

χαρακτηριστικά (π.χ. ρύθµιση της µεταγραφής).    

Σκοπός της εργασίας µας ήταν η διερεύνηση της παρουσίας της «µοριακής 

υπογραφής» η οποία συνοδεύει την εξαλλαγή ενός φυσιολογικού ιστού αρχικά σε 

πολύποδα και αργότερα σε προχωρηµένο πολύποδα και καρκίνωµα, χρησιµοποιώντας 

ως δείκτες την µικροδορυφορική αστάθεια, την υπερµεθυλίωση των υποκινητών και 

τις µεταλλάξεις γονιδίων στόχων. Η ανεύρεση της «µοριακής υπογραφής» που 

συνοδεύει κάθε στάδιο στην εξέλιξη της πορείας της καρκινογένεσης είναι ιδιαίτερα 

σηµαντική, αφού αν ο καρκίνος διαγνωστεί έγκαιρα δίνεται η δυνατότητα µε 

κατάλληλα µέσα να ιαθεί ή να περιοριστεί, αυξάνοντας έτσι το χρόνο επιβίωσης των 

ασθενών. 

  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Β. ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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5. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

5.1. ∆είγµατα – Ασθενείς 
Τα δείγµατα DNA που περιλαµβάνονται στην παρούσα µελέτη προέρχονται 

από 58 ασθενείς, οι οποίοι υποβλήθηκαν σε κολονοσκόπηση, είτε στα πλαίσια 

διερεύνησης συµπτωµάτων, ή για λόγους πρόληψης εξαιτίας οικογενειακού ιστορικού 

µε καρκίνο του παχέος εντέρου, στην Ηπατογαστρεντερολογική Μονάδα της 

Παθολογικής Κλινικής του Πανεπιστηµιακού Γενικού Νοσοκοµείου Ιωαννίνων 

(Π.Γ.Ν.Ι). Τα κριτήρια που ελήφθησαν υπόψη για την επιλογή των συγκεκριµένων 

ασθενών ήταν η εµφάνιση 1-10 πολυπόδων στο παχύ έντερο σε διαφορετικά 

µορφολογικά στάδια (σωληνωτά, σωληνολαχνωτά και λαχνωτά αδενώµατα), η 

εµφάνιση καρκίνου στο παχύ έντερο, καθώς και µία οµάδα υγιών ατόµων χωρίς 

οικογενειακό ιστορικό για καρκίνο. Αντίθετα, το θετικό ή αρνητικό οικογενειακό 

ιστορικό για καρκίνους, δεν αποτέλεσε βασικό κριτήριο επιλογής των ασθενών αφού 

η παρούσα µελέτη εκτείνεται τόσο στους σποραδικούς καρκίνους του παχέος εντέρου 

όσο και στους καρκίνους που προέρχονται από το σύνδροµο HNPCC. Πρέπει να 

σηµειωθεί ότι, απορρίφθηκαν οι ασθενείς µε περισσότερους από 100 σε αριθµό 

πολύποδες στο παχύ έντερο, µιας και πιθανώς να ανήκουν στο σύνδροµο της 

οικογενούς αδενωµατώδης πολυποδίασης (FAP) που δεν θα ασχοληθούµε, καθώς και 

αυτοί µε οικογενειακό ιστορικό για το σύνδροµο FAP.  

Για να συµπληρωθεί ένας ικανοποιητικός αριθµός δειγµάτων από τις δύο 

κατηγορίες ασθενών µε αδενώµατα και καρκίνο στο παχύ έντερο, χρησιµοποιήθηκαν 

επίσης δείγµατα DNA από παλαιότερους παραφινοποιηµένους ιστούς από 20 

επιπλέον ασθενείς, οι οποίοι εξετάστηκαν στο Παθολογοανατοµικό Εργαστήριο του 

Π.Γ.Ν.Ι. και οι οποίοι πληρούσαν τα παραπάνω κριτήρια επιλογής των ασθενών της 

µελέτης µας.  

Για κάθε ασθενή, ελήφθησαν 3 δείγµατα: ολικό αίµα, παθολογικός ιστός 

(αδένωµα ή αδενοκαρκίνωµα) καθώς και παρακείµενος φυσιολογικός ιστός (στα 

δείγµατα παραφίνης από το αρχείο δεν υπήρχε η δυνατότητα χρήσης ολικού αίµατος). 

Τα δείγµατα παραλαµβάνονταν αµέσως µετά την κολονοσκόπηση και είτε 

επεξεργάζονταν αµέσως ή καταψύχονταν στους -30 οC µέχρι την περεταίρω 

επεξεργασία τους.  
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5.2. Αποµόνωση DNA 
Για την αποµόνωση του DNA από τα δείγµατα (αίµα και ιστοί) 

χρησιµοποιήθηκαν τυποποιηµένα αντιδραστήρια και τα οποία βασίζονται στην 

αποµόνωση του DNA µε φαινόλη-χλωροφόρµιο [166] αλλά η διαδικασία που 

ακολουθείται είναι λιγότερο χρονοβόρα. Η αποµόνωση του DNA περιλαµβάνει τα 

εξής στάδια: λύση των κυττάρων, πέψη πρωτεϊνών µε πρωτεϊνάση Κ, εκχύλιση µε 

φαινόλη για των καθαρισµό του διαλύµατος από πρωτεΐνες και πεπτίδια, εκχύλιση µε 

χλωροφόρµιο για την αποµάκρυνση λιπιδίων και ιχνών φαινόλης και κατακρήµνιση 

του DNA µε αιθανόλη.  

  

5.2.1. Αποµόνωση DNA από ολικό αίµα 
Αρχή της µεθόδου: 

Για την αποµόνωση του DNA στα δείγµατα του ολικού αίµατος 

χρησιµοποιήθηκαν τυποποιηµένα αντιδραστήρια από την συσκευασία QΙΑamp Blood 

DNA Mini Kit της εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία). Είναι µια 

απλοποιηµένη, γρήγορη διαδικασία για την αποµόνωση των νουκλεϊνικών οξέων από 

ευρεία ποικιλία κλινικών δειγµάτων, η οποία γίνεται µε τη χρήση ειδικών στηλών ενώ 

τα απαιτούµενα βήµατα εκλούσεων γίνονται µε φυγοκέντρηση των στηλών αυτών. 

Τα νουκλεϊνικά οξέα δεσµεύονται εκλεκτικά στη QIAamp µεµβράνη πηκτώµατος 

πυριτίου, ενώ οι υπόλοιποι κυτταρικοί παράγοντες περνούν στο διήθηµα. Οι 

παράγοντες που αναστέλλουν την µεθοδολογία της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυµεράσης (PCR), όπως τα δισθενή κατιόντα και οι πρωτεΐνες, αφαιρούνται 

εντελώς σε δύο αποδοτικά βήµατα πλυσίµατος, αφήνοντας προσκολληµένο στη 

στήλη το καθαρό νουκλεϊνικό οξύ. Το DNA παραλαµβάνεται από τη στήλη µε 

εκχύλιση είτε µε αποσταγµένο νερό είτε µε ένα ρυθµιστικό διάλυµα που παρέχεται 

από την εταιρία. 

Συσκευές: 

Υδατόλουτρο: GFL (Γερµανία) 

Αναδευτήρας (vortex): Heidolph DREHZAHL (Γερµανία) 

Φυγόκεντρος: Heraeus CHRIST (Γερµανία) 

Αντιδραστήρια: 

1. ∆είγµα ολικού αίµατος 200 µl 

2. Αιθανόλη (99.7-100%) 
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3. Τυποποιηµένα αντιδραστήρια της συσκευασίας QIAamp Blood DNA Mini 

Kit της εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία): 

Qiagen πρωτεάση 

∆ιάλυµα AL 

∆ιάλυµα ΑW1 

∆ιάλυµα ΑW2 

∆ιάλυµα ΑΕ 

∆ιαδικασία: 

i. Προστίθενται 20 µl Qiagen πρωτεάσης σε 200 µl δείγµατος αίµατος σε 

σωληνάριο Eppendorf 1.5 ml. 

ii. Προστίθενται 200 µl διαλύµατος AL στο µίγµα και ακολουθεί ανάδευση για 

15 δευτερόλεπτα. 

iii. Το µείγµα επωάζεται στους 56οC για 10 λεπτά. 

iv. Προστίθενται 200 µl αιθανόλης (96-100%), ακολουθεί ανάδευση για 15 

δευτερόλεπτα και µία σύντοµη φυγοκέντρηση. 

v. Το µείγµα µεταφέρεται σε σωληνάριο 2 ml  (QIAamp Spin Column) και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 8000 στροφές για 1 λεπτό. Το σωληνάριο των 2 

ml (QIAamp Spin Column) αποτελείται από δύο αποσπώµενα τµήµατα: τη 

στήλη όπου εισάγεται το διάλυµα και η οποία περιέχει την µεµβράνη πηκτής 

πυριτίου όπου δεσµεύεται το DNA και το δοχείο συλλογής όπου οι υπόλοιποι 

κυτταρικοί παράγοντες και τα διαλυτικά συστήµατα συλλέγονται σε αυτό 

µετά από φυγοκέντρηση του σωληναρίου. 

vi. Προστίθενται 500 µl ρυθµιστικού διαλύµατος έκλουσης AW1 και 

φυγοκεντρείται στις 8000 στροφές για 1 λεπτό. Το τµήµα του σωληναρίου 

QIAamp Spin Column που περιέχει τη στήλη αποσπάται και τοποθετείται σε 

καθαρό δοχείο συλλογής. 

vii. Προστίθενται 500 µl ρυθµιστικού διαλύµατος έκλουσης AW2 και 

φυγοκεντρείται στις 14000 στροφές για 3 λεπτά. Το τµήµα του σωληναρίου 

QIAamp Spin Column που περιέχει τη στήλη αποσπάται και τοποθετείται σε 

καθαρό δοχείο συλλογής και ακολουθεί εκ νέου φυγοκέντρηση στις 14000 

στροφές για 1 λεπτό. 

viii. Τέλος, η στήλη µεταφέρεται σε αποστειρωµένο σωληνάριο Eppendorf 1.5 ml 

και προστίθενται 200 µl δις-αποσταγµένου νερού ή διαλύµατος ΑΕ, αφήνεται 
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για 1 λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου και έπειτα φυγοκεντρείται στις 8000 

στροφές για 1 λεπτό, οπότε εκλούεται το DNA από τη στήλη. 

ix. Το τµήµα του σωληναρίου QIAamp Spin Column που περιέχει τη στήλη 

απορρίπτεται ενώ σωληνάριο Eppendorf που περιέχει το αποµονωµένο DNA, 

από το δείγµα αίµατος, τοποθετείται στους -30 οC µέχρι την περαιτέρω χρήση 

του.   

 

5.2.2. Αποµόνωση DNA από ιστό 
Αρχή της µεθόδου: 

Για την αποµόνωση του DNA από δείγµατα ιστού (φυσιολογικού και 

παθολογικού) χρησιµοποιήθηκε η εµπορική συσκευασία QIAamp DNA Mini Kit της 

εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία). Η αρχή της µεθόδου είναι ίδια µε 

αυτή για την αποµόνωση του DNA από ολικό αίµα µε τη διαφορά ότι πριν την λύση 

των κυττάρων από τον ιστό, ο ιστός οµογενοποιείται.  

Συσκευές: 

Οµογενοποιητής: Fortuna® 2 ml (Γερµανία) 

Υδατόλουτρο: GFL (Γερµανία) 

Αναδευτήρας: Heidolph DREHZAHL (Γερµανία) 

Φυγόκεντρος: Heraeus CHRIST (Γερµανία) 

Αντιδραστήρια: 

1. ∆είγµα ιστού παχέος εντέρου  

2. Αιθανόλη (99.7-100%) 

3. Τυποποιηµένα αντιδραστήρια της συσκευασίας QIAamp DNA Mini Kit της 

εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία): 

∆ιάλυµα AΤL 

πρωτεϊνάση Κ  

∆ιάλυµα AL 

∆ιάλυµα ΑW1 

∆ιάλυµα ΑW2 

∆ιάλυµα ΑΕ 

4. RNase Α (100 mg/ ml) (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία) 
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∆ιαδικασία: 

i. Ένα τµήµα ιστού µάζας 50-100 mg οµογενοποιείται στον οµογενοποιητή 

Fortuna προσθέτοντας 45 µl διαλύµατος ATL. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται 4 

φορές και µέχρι τελικού όγκου 180 µl. Αν το τµήµα του ιστού είναι µεγαλύτερο 

των 100 mg προστίθεται επιπλέον ποσότητα διαλύµατος ATL. 

ii. Το τελικό µείγµα µεταφέρεται σε σωληνάριο Eppendorf 1.5 ml. 

iii. Προστίθενται 20 µl πρωτεϊνάσης Κ και ακολουθεί ανάδευση σε vortex.  

iv. Το µείγµα επωάζεται στους 56 οC για µία ώρα, µε σκοπό τη λύση των 

κυττάρων. Σε τακτά χρονικά διαστήµατα γίνεται ανάδευση του δείγµατος. 

v. Ύστερα από την πλήρη λύση των κυττάρων, το σωληνάριο φυγοκεντρείται για 

πολύ λίγο ώστε να γίνει η συγκέντρωση του περιεχοµένου στον πυθµένα του 

σωληναρίου. 

vi. Προστίθενται 4 µl διαλύµατος RNase Α (100 mg/ ml) και ακολουθεί ανάδευση 

για 15 δευτερόλεπτα. Το σωληνάριο Eppendorf φυγοκεντρείται για πολύ λίγο 

ώστε το µείγµα να συγκεντρωθεί στον πυθµένα του σωληναρίου. 

vii. Προστίθενται 200 µl διαλύµατος AL και ακολουθεί ανάδευση για 15 

δευτερόλεπτα.  

viii. Το τελικό µείγµα επωάζεται στους 70οC για 10 λεπτά.  

ix. Στη συνέχεια το σωληνάριο Eppendorf φυγοκεντρείται για πολύ λίγο ώστε το 

µείγµα να συγκεντρωθεί στον πυθµένα του σωληναρίου. 

x. Τέλος ακολουθείται η ίδια διαδικασία µε την αποµόνωση του DNA από αίµα 

(5.2.1.)  από το στάδιο (iv) και µετά. 

 

5.2.3. Αποµόνωση DNA από δείγµατα ιστού εµβαπτισµένα σε 

παραφίνη 
Αρχή της µεθόδου: 

Η βασική διαφορά της µεθόδου αυτής σε σχέση µε την προηγούµενη 

(αποµόνωση DNA από ιστό), είναι αρχικά η χρήση ξυλόλης, µίας ουσίας που διαλύει 

την παραφίνη µε την οποία είναι σταθεροποιηµένοι οι ιστοί και στη συνέχεια οι 

πλύσεις µε αιθανόλη ώστε να διαλυθεί µε την σειρά της η ξυλόλη και να 

αποµακρυνθεί η παραφίνη µε τις υπόλοιπες, άχρηστες ουσίες, από τον ιστό. 

Απαραίτητη προϋπόθεση είναι να διαχωριστούν µικροσκοπικά οι ιστοί σε 
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φυσιολογικούς και παθολογικούς πριν αποµακρυνθούν από το πλακάκι όπου είναι 

σταθεροποιηµένοι µε παραφίνη. 

Συσκευές: 

Υδατόλουτρο: GFL  (Γερµανία) 

Αναδευτήρας: Heidolph DREHZAHL (Γερµανία) 

Φυγόκεντρος: Heraeus CHRIST (Γερµανία) 

Αντιδραστήρια: 

1. ∆είγµατα ιστών παχέος εντέρου εµβαπτισµένα σε παραφίνη 

2. Ξυλόλη 

3. Αιθανόλη (99.7-100%)  

4. Τυποποιηµένα αντιδραστήρια της συσκευασίας QIAamp DNA Mini Kit της 

εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία): 

∆ιάλυµα AΤL 

πρωτεϊνάση Κ  

∆ιάλυµα AL 

∆ιάλυµα ΑW1 

∆ιάλυµα ΑW2 

∆ιάλυµα ΑΕ 

5. RNase Α (100 mg/ ml) (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία) 

∆ιαδικασία: 

i. Αποµονώνονται από το πλακάκι σταθεροποίησης των ιστών µε παραφίνη 

περίπου 6 τοµές πάχους 20 µm ώστε να χρησιµοποιηθούν το λιγότερο οι 3 από 

αυτές και τοποθετούνται σε σωληνάριο Eppendorf 1.5 ml. 

ii. Το σωληνάριο µε τις τοµές επωάζεται στους 65 οC για 10 λεπτά. 

iii. Προστίθεται αµέσως 1 ml ξυλόλης και γίνεται ισχυρή ανάδευση. 

iv. Το σωληνάριο µε το µείγµα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 30 λεπτά 

κάνοντας περιοδικά ισχυρή ανάδευση. 

v. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 στροφές για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

vi. Το υπερκείµενο απορρίπτεται προσεχτικά.  

vii. Τα βήµατα ii-vi επαναλαµβάνονται για ακόµη µία φορά. 

viii. Προστίθεται 1 ml αιθανόλης 100% και ακολουθεί ισχυρή ανάδευση. 

ix. Στη συνέχεια το σωληνάριο φυγοκεντρείται στις 14000 στροφές για 10 λεπτά 

σε θερµοκρασία δωµατίου. 
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x. Το υπερκείµενο απορρίπτεται προσεκτικά και το ίζηµα που περιέχει πλέον τον 

καθαρό ιστό αφήνεται να στεγνώσει. 

xi. Στη συνέχεια, προστίθεται 180 µl διαλύµατος ATL από την εµπορική 

συσκευασία QIAamp DNA Mini Kit της εταιρίας Qiagen και ακολουθούνται 

όλα τα βήµατα που περιγράφηκαν για την αποµόνωση του DNA από ιστό. 

xii. Το τελικό σωληνάριο Eppendorf περιέχει το αποµονωµένο DNA από τον ιστό 

και τοποθετείται στους -30 οC µέχρι την περαιτέρω χρήση του. 

 

5.2.4. Ηλεκροφόρηση του DNA σε πήκτωµα αγαρόζης  
Αρχή της µεθόδου: 

Η ηλεκτροφόρηση του DNA σε πήκτωµα αγαρόζης, στηρίζεται στο γεγονός 

ότι το DNA είναι αρνητικά φορτισµένο και εποµένως κινείται µέσα σε ηλεκτρικό 

πεδίο, ενώ το µέγεθός του, του επιτρέπει µε δυσκολία ή ευκολία (αν είναι µεγάλο ή 

µικρό αντίστοιχα) να περνά µέσα από πορώδη πηκτώµατα οργανικών πολυµερών 

όπως το πήκτωµα αγαρόζης. 

Η θέση του DNA στο πήκτωµα µπορεί να προσδιοριστεί εύκολα και άµεσα µε 

χρωµατισµό των ζωνών µε βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr, φθορίζουσα χρωστική όταν 

φωτιστεί µε υπεριώδη ακτινοβολία UV που παρεµβάλλεται ανάµεσα στις βάσεις του 

DNA). Έτσι γίνεται εφικτό σε πήκτωµα αγαρόζης υπό την επήρεια υπεριώδης 

ακτινοβολίας να γίνεται ορατό ακόµα και 1ng DNA. 

Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA στα πηκτώµατα αγαρόζης 

εξαρτάται από τέσσερεις βασικούς παράγοντες: το µέγεθος του DNA, τη 

συγκέντρωση της αγαρόζης, τη στερεοδιάταξη του DNA και την ένταση του 

ηλεκτρικού ρεύµατος που εφαρµόζεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. 

Επιπλέον, σε αντίθεση µε αυτό που συµβαίνει στα πηκτώµατα 

πολυακρυλαµιδίου, η ηλεκτροφορητική συµπεριφορά του DNA δεν επηρεάζεται 

αισθητά ούτε από το ποσοστό των διαφορετικών βάσεων σε κάθε DNA ούτε από τη 

θερµοκρασία στην οποία γίνεται η ηλεκτροφόρηση (µεταξύ 4ο και 30οC).  

Τέλος, είναι απαραίτητη η χρήση ρυθµιστικών διαλυµάτων µέσα στο οποίο 

γίνεται η ηλεκτροφόρηση του DNA. Συνήθως χρησιµοποιούνται ρυθµιστικά 

διαλύµατα που περιέχουν TRIS-οξικό, -βορικό ή -φωσφορικό, σε συγκέντρωση 50-

100 mM και PH περίπου 8. Από αυτά την καλύτερη ρυθµιστική ικανότητα σε σχέση 

και µε τη διαχωριστική τους ικανότητα  έχουν αυτά µε βορικό ή φωσφορικό οξύ. 
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Συσκευές: 

Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης: Horizon 11-14 GIBCO BRL Horizontal Gel 

Electrophoresis Apparatus, της εταιρείας Life Technologies (Paisley, Σκωτία) 

Τροφοδοτικό: GD 61D της εταιρείας Sebia (Γαλλία) 

Συσκευή U.V.: UVT-20M της εταιρείας Herolab  (Γερµανία) 

Φωτογραφική µηχανή συσκευής UV: Kodak digital science DC40 Camera  (Ιαπωνία) 

Αντιδραστήρια: 

1. 10 ml ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΒΕ (Tris-Boric acid-EDTA) 10Χ 

2. 900 ml ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΒΕ (Tris-Boric acid-EDTA) 1Χ 

3. 90 ml dH2O 

4. 1.7 g αγαρόζη, υψηλής διαλυτότητας, της εταιρείας Life technologies (Paisley,  

Σκωτία) 

5. Βρωµιούχο αιθίδιο της εταιρίας Merck (Darmstadt, Γερµανία) 

6. Μάρτυρας µοριακών βαρών ΧΙV 100 bp (0.25 µg/µl) της εταιρίας Roche 

(Mannheim, Γερµανία) 

7. Xρωστική Blue/Orange 6x Loading Dye της εταιρίας Promega (Madison, 

Αµερική) 

∆ιαδικασία: 

i. Ζυγίζονται 1.7 g  αγαρόζης, σε ζυγό ακριβείας, µέσα σε µια κωνική φιάλη.  

ii. Προστίθενται 10 ml ΤΒΕ 10Χ και 90 ml dH2O. 

iii. Ακολουθεί θέρµανση µέχρι βρασµού σε φούρνο µικροκυµάτων. 

iv. Προστίθενται 10 µl βρωµιούχο αιθίδιο. 

v. Ετοιµασία της συσκευής ηλεκτροφόρησης.  

vi. Όλο το περιεχόµενο της κωνικής φιάλης χύνεται στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης και µε προσοχή αποµακρύνονται οι φυσαλίδες που τυχόν 

δηµιουργήθηκαν. 

vii. Αφήνεται το διάλυµα να πήξει (περίπου µισή ώρα) και προστίθενται στη 

συσκευή περίπου 900 ml ΤΒΕ 1Χ. 

viii. Στο χρόνο της αναµονής για την πήξη του πηκτώµατος προετοιµάζονται τα 

δείγµατα προς εξέταση για την φόρτωση (σε 10 µl δείγµατος προσθέτονται 2 

µl χρωστικής). 

ix. Φορτώνονται 10 µl κάθε δείγµατος και ο δείκτης µοριακών βαρών σε 

ξεχωριστά πηγαδάκια του πηκτώµατος, γίνεται έλεγχος της συσκευής, τίθεται 

σε λειτουργία και ρυθµίζεται στα  80 Volts για µία ώρα.  

  



 51                                     Υλικά και µέθοδοι 

x. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η συσκευή τίθεται εκτός λειτουργίας και 

το πήκτωµα µεταφέρεται µε προσοχή στη συσκευή UV, όπου τα τµήµατα του 

DNA φθορίζουν λόγω του βρωµιούχου αιθιδίου και έτσι γίνονται ορατά. 

xi. Με τη φωτογραφική µηχανή της συσκευής UV λαµβάνεται η εικόνα του 

πήγµατος και αποθηκεύεται σε αρχείο του υπολογιστή. 

 

5.3. Ανάλυση της µικροδορυφορικής αστάθειας 
Αρχή της µεθόδου: 

Οι περιοχές επαναλαµβανόµενων αλληλοδιαδοχών του DNA, όπως οι 

περιοχές του µικροδορυφορικού DNA, κατά την αντιγραφή τους, µπορεί να 

“γλιστρήσουν” µε αποτέλεσµα η νεοσυντιθέµενη θυγατρική αλυσίδα του DNA να 

είναι µικρότερη ή µεγαλύτερη κατά κάποιες επαναλήψεις. Τα σφάλµατα αυτά 

µπορούν φυσιολογικά να αναγνωριστούν και να επισκευαστούν από το σύστηµα 

MMR. Σε ένα ελαττωµατικό σύστηµα, οι προκαλούµενες εισδοχές ή οι απαλείψεις 

βάσεων που συµβαίνουν στις µικροδορυφορικές ακολουθίες, δεν επιδιορθώνονται µε 

αποτέλεσµα την εµφάνιση του φαινοτύπου της µικροδορυφορικής αστάθειας (MSI). 

Για τον έλεγχο της µικροδορυφορικής αστάθειας καθιερώθηκαν 5 δείκτες, 

γνωστοί και ως δείκτες Bethesda, που ενισχύουν µη λειτουργικές περιοχές, σε 

διαφορετικές χρωµοσωµικές περιοχές στο γονιδίωµα και οι οποίες φέρουν, είτε 

µονονουκλεοτιδικές επαναλήψεις όπως οι δείκτες BAT25 και BAT26, ή 

δινουκλεοτιδικές επαναλήψεις, όπως οι δείκτες D2S123, D5S346 και D17S250 

(Πίνακας 4). Οι 5 αυτοί δείκτες, µε διαφορετικές πριµοδοτικές αλληλουχίες ο κάθε 

ένας, ενισχύονται µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR). 

Επειδή όµως η αύξηση ή η µείωση των επαναλαµβανόµενων αυτών περιοχών είναι 

µικρή, όσων αφορά το µέγεθος νουκλεοτιδίων, δεν είναι δυνατή η αποτίµησή τους σε 

πήκτωµα αγαρόζης και εµφάνιση σε UV, αλλά σε αποδιατακτικό πήκτωµα ουρίας-

ακρυλαµιδίου που έχει µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα, αρκεί να είναι κατάλληλα 

ιχνηθετηµένα τα προϊόντα PCR ώστε να είναι ορατά από τα λέιζερ του αυτόµατου 

αναλυτή προσδιορισµού αλληλουχίας LI-COR DNA Sequencer 4200, στον οποίο και 

επεξεργάζονται. 

Συνολική ∆ιαδικασία: 

1. Αποµόνωση του DNA από δείγµατα ιστού (παθολογικού και παρακείµενου 

φυσιολογικού) και ολικού αίµατος (παράγραφος 5.2). 
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2. Ηλεκροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης για τον έλεγχο της ποιότητας και της 

ποσότητας του αποµονωθέντος DNA (παράγραφος 5.2.4). 

3. Εφαρµογή της αντίδρασης PCR χρησιµοποιώντας τις αντίστοιχες, για κάθε 

έναν από τους 5 δείκτες, πριµοδοτικές αλληλοδιαδοχές κατάλληλα 

ιχνηθετηµένες µε χρωστική IRD700 και IRD800 (της εταιρίας Invitrogen, 

Καλιφόρνια, Αµερική) που απορροφούν αντίστοιχα στα 700 και 800 nm και 

στα τρία είδη των δειγµάτων (αίµα, φυσιολογικός και παθολογικός ιστός) για 

κάθε ασθενή. 

4. Ανάλυση των προϊόντων της αντίδρασης PCR µε κατακόρυφη 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου 6Μ στον αυτόµατο 

αναλυτή προσδιορισµού αλληλουχίας LI-COR DNA sequencer 4200.  

5. Και τέλος, επιλογή και καταγραφή των δειγµάτων που εµφανίζουν αστάθεια 

µικροδορυφόρων στα δείγµατα του παθολογικού ιστού συγκρινόµενα µε τα 

δείγµατα του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού και αίµατος του ίδιου 

ασθενούς. 

Τα στάδια (1) και (2) γίνονται εξ’ αρχής και αµέσως µετά την λήψη των δειγµάτων . 

 

5.3.1. Εφαρµογή της Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυµεράσης 

(PCR) µε τους 5 δείκτες Bethesda 
Αρχή της µεθόδου:  

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυµεράσης (PCR), αποτελεί τεχνική in vitro 

ενζυµικής σύνθεσης του DNA µε τη συµβολή του θερµοανθεκτικού ενζύµου DNA 

πολυµεράση. Με τη µέθοδο αυτή ενισχύονται συγκεκριµένα τµήµατα γενετικού 

υλικού. Η PCR "αναπαράγει" µε τεχνητό τρόπο τη διαδικασία αναδιπλασιασµού του 

DNA, χρησιµοποιώντας κάθε έλικά του ως µήτρα. Η ειδικότητα της µεθόδου 

προσδιορίζεται από τη συµµετοχή στην αντίδραση δύο συνθετικά κατασκευασµένων 

ολιγονουκλεοτιδίων που ονοµάζονται "οδηγά ολιγουκλεοτίδια" ή πριµοδοτικές 

αλληλουχίες (primers). Η σύνθεση των νέων αλυσίδων επιτυγχάνεται µέσω µιας 

σειράς κύκλων ενίσχυσης. Ένα τυπικό πρωτόκολλο PCR περιλαµβάνει 25-35 

κύκλους ενίσχυσης, καθένας εκ των οποίων αποτελείται από τα ακόλουθα βήµατα : 

i. Αποδιάταξη του µορίου (denaturation). Θέρµανση του µείγµατος για τη 

δηµιουργία µονόκλωνων αλυσίδων DNA (µετατροπή διπλής έλικας σε απλή).  
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ii. Υβριδοποίηση νουκλεϊκών οξέων (annealing). Σύνδεση των πριµοδοτικών 

αλληλουχιών στα µόρια του µονόκλωνου DNA, δηλαδή προσκόλληση των 

ολιγονουκλεοτιδίων στα σηµεία έναρξης της αντιγραφής. 

iii. Προέκταση (extension). Αντιγραφή των αλυσίδων DNA µε επιµήκυνση των 

πριµοδοτικών αλληλοδιαδοχών και επανάληψη της διαδικασίας. 

Κάθε επανάληψη της σύνθεσης νέου κλώνου αποτελεί ένα κύκλο ενίσχυσης, ενώ 

κάθε νεοσυντιθέµενος κλώνος DNA αποτελεί το εκµαγείο για τον επόµενο κύκλο 

ενίσχυσης. Το αποτέλεσµα είναι η ενίσχυση µιας αρχικής ποσότητας γενετικού 

υλικού σε δυνάµεις 2ν , όπου ν ο αριθµός των κύκλων. 

Στον έλεγχο της µικροδορυφορικής αστάθειας, η αρχή της µεθόδου PCR είναι 

η ίδια µε αυτή που ήδη αναφέρθηκε, µε την διαφορά ότι οι πριµοδοτικές αλληλουχίες 

των δεικτών Bethesda, τόσο η πρόσθια (forward) όσο και η αντίστροφη (reverse) 

είναι ιχνηθετηµένες στο 5’ άκρο τους µε χρωστική (IRD700 και IRD800), ορατή στα 

700 και 800 nm αντίστοιχα ώστε τα προϊόντα της PCR να είναι ορατά στον αυτόµατο 

αναλυτή LI-COR DNA sequencer 4200 όπου ηλεκτροφορούνται. 

Συσκευές: 

Κυκλοποιητής: PTC-100TM, MJ Research Inc. (Αµερική) 

Αντιδραστήρια: 

1. 50-100 ng DNA  

2. dH2O                                               

3. 10Χ PCR Buffer (Invitrogen, Καλιφόρνια, Αµερική)         

4. 50 mM MgCl2 (Invitrogen, Καλιφόρνια, Αµερική)        

5. 10 mΜ από µείγµα νουκλεοτιδίων (NuclMix: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

(Invitrogen, Καλιφόρνια, Αµερική)                       

6. Πρόσθια πριµοδοτική αλληλουχία (primer 1) 1.5 pmol/ µl ιχνηθετηµένη στο 

5’ άκρο µε χρωστική  IRD700 (Invitrogen, Καλιφόρνια, Αµερική)                     

7. Αντίστροφη πριµοδοτική αλληλουχία (primer 2) 1.5 pmol/ µl ιχνηθετηµένη 

στο 5’ άκρο µε χρωστική  IRD800 (Invitrogen, Καλιφόρνια, Αµερική) 

8. Taq DNA Polymerase (5 U / µl) (Invitrogen, Καλιφόρνια, Αµερική) 

9. Ειδικό ορυκτέλαιο για PCR αντιδράσεις - Mineral Oil (SIGMA, Steinheim, 

Γερµανία) 
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∆ιαδικασία: 

Σε ειδικό σωληνάριο Eppendorf (200 µl) για PCR προστίθενται τα απαραίτητα 

αντιδραστήρια για κάθε δείκτη Bethesda (χωριστά για τον καθ’ έναν) (Πίνακας 3) και 

για τα τρία, διαφορετικής προέλευσης DNA και τοποθετούνται στον κυκλοποιητή 

PTC-100TM στο αντίστοιχο για κάθε δείκτη πρόγραµµα (Πίνακας 4). Για να 

αποφευχθεί η εξάτµιση κατά τη διάρκεια της θέρµανσης στον κυκλοποιητή πρέπει, 

µετά την προσθήκη όλων των αντιδραστηρίων, σε κάθε Eppendorf να προστεθεί µια 

σταγόνα ορυκτέλαιου ειδικού για PCR. 

Συνολικά λοιπόν για κάθε ασθενή µε τρία DNA διαφορετικού δείγµατος 

(ολικό αίµα, φυσιολογικό και παθολογικό ιστό) θα πρέπει να γίνουν συνολικά 15 

αντιδράσεις ώστε να γίνει ο έλεγχος της µικροδορυφορικής αστάθειας και στους 5 

δείκτες Bethesda.   

Πρέπει να σηµειωθεί επίσης ότι η επιλογή των πριµοδοτικών αλληλουχιών για 

τους 5 δείκτες Bethesda (BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 και D17S250), καθώς 

και οι ποσότητες των αντιδραστηρίων για την κάθε PCR και οι αντίστοιχες συνθήκες 

της PCR στον κυκλοποιητή (Πίνακας 3 και 4) έγινε µε βάση τη µελέτη της Loukola  

[55].  
 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

 

BAT25 (A) 

BAT26 (Β) / D2S123 (C) / 

D5S346 (D) / D17S250 (E) 
 

1Χ PCR Buffer 

MgCl2 50 mM 

NuclMix 250 µM each 

DNA (50-100 ng) 

Primer 1* (1.5 pmol/µl) 

Primer 2* (1.5 pmol/µl) 

Taq Polymerase (1unit) 

dH2O 

 

1 µl 

0.5 µl 

0.5 µl 

X 

0.5 µl 

0.5 µl 

0.5 µl 

για συνολικό όγκο 10 µl 

 

1 µl 

0.55 µl 

0.5 µl 

Χ 

0.5 µl 

0.5 µl 

0.5 µl

για συνολικό όγκο 10 µl 

 

Πίνακας 3. Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων της PCR για κάθε δείκτη Bethesda.  

*Η αντίστοιχη πριµοδοτική αλληλουχία (Primer) (πρόσθια και αντίστροφη) για κάθε 

δείκτη.  
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∆ΕΙΚΤΗΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ
ΤΟΠΟΣ 

ΠΡΙΜΟ∆ΟΤΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ 
PCR 

ΠΡΟΙΟΝ 
PCR 

ΒΑΤ25 
 
 

ΒΑΤ26 
 
 

D2S123 
 
 

D5S346 
 
 

D17250 
 

4q12 
 
 

2p16 
 
 

2p16-p21 
 
 

5q21-q22 
 
 

17q11.2-12 

(1)  5’-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3’ 
(2)  5’-TCTGGATTTTAACTATGGCTC-3’ 
 
(1)  5’-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3’ 
(2)  5’-AACCATTCAACATTTTTAACC-3’ 
 
(1)  5’-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3’ 
(2)  5’-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3’ 
 
(1)  5’-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG-3’ 
(2)  5’-AGCAGATAAGACAAGTATTACTAG-3’ 
 
(1)  5’-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3’ 
(2)  5’-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3’ 

75°C για 10', 28 κύκλοι (95°C για 1', 56°C 
για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 

 
75°C για 10', 32 κύκλοι (95°C για 45'', 
55°C για 1', 72°C για 30''), 72°C για 10' 

 
75°C για 10', 35 κύκλοι (95°C για 45'', 

55°C για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 
 

75°C για 10', 30 κύκλοι (95°C για 1', 57°C 
για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 

 
75°C για 10', 35 κύκλοι (95°C για 45'', 

55°C για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 

120bp 
 
 

116bp 
 
 

197-227bp 
 
 

96-122bp 
 
 

151-169bp 

 
 

Πίνακας 4. Γενετικός τόπος, πριµοδοτικές αλληλουχίες, συνθήκες της PCR και µέγεθος του τελικού προϊόντος της PCR για τους 5 

δείκτες Bethesda. 
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5.3.2. Ανάλυση των προϊόντων της αντίδρασης PCR στη συσκευή LI-

COR DNA sequencer 4200 
Αρχή της µεθόδου: 

Ο αυτόµατος αναλυτής LI-COR DNA sequencer 4200, επιτρέπει την 

κατακόρυφη ηλεκτροφόρηση ιχνηθετηµένων προϊόντων, καθώς και την ηλεκτρονική 

συλλογή δεδοµένων, από την αλληλούχιση του DNA. Το όργανο αυτό χρησιµοποιεί 

µονοφασµατική ανίχνευση, όπου οι εκπεµπόµενες χρωστικές ουσίες διεγείρονται από 

ένα λέιζερ διόδων. Το όργανο διαθέτει δύο διαφορετικά λέιζερ που ανιχνεύουν 

φθορίζουσες ουσίες στα 700 και 800 nm. Οι φθορίζουσες αυτές ουσίες µπορεί να 

είναι είτε κατάλληλα ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες µε χρωστική (IRD700 

ή IRD800) ή ιχνηθετηµένα διδεόξυ-νουκλεοτίδια στην περίπτωση αλληλούχισης του 

DNA.  

Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµιδίου ή ουρίας-

ακρυλαµιδίου ενώ οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης (τάση, ισχύς και θερµοκρασία) 

καθορίζονται από το µέγεθος του µορίου που εξετάζεται καθώς και το µήκος και 

πάχος του πηκτώµατος στο οποίο εκτελείται η ηλεκτροφόρηση.    

Συσκευές: 

LI-COR DNA sequencer 4200 (LI-COR Inc., LONG READER 4200, Αµερική)  

Φίλτρα καθαρισµού πρωτεϊνών (Corning Sterile Syringe Filter 0.45 µm, Γερµανία) 

Αντιδραστήρια πηκτώµατος ουρίας–ακρυλαµιδίου 

1. Ουρία (Merck, Γερµανία)     

2. Ακρυλαµίδιο: Rapid Gel -XL- 40% concentrate (USB, Αγγλία) 

3. 10X TBE ή 5Χ ΤΒΕ    

4. dH2O          

5. DMSO (Merck, Darmstadt, Γερµανία) 

6. TEMED (Sigma, Αµερική)           

7. 10% φρέσκο APS (Ammonium persulfate) (Sigma, Αµερική) 

8. Χρωστική φορµαµιδίου (formamide dye loading) της εταιρίας Amersham 

Biosciences (Freiburg, Γερµανία)  

∆ιαδικασία: 

i. Καθαρίζονται σχολαστικά τα τζάµια πρώτα η εξωτερική πλευρά και µετά η 

εσωτερική. Αρχικά µε αποσταγµένο νερό και µετά µε αιθανόλη. Στη συνέχεια 
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συναρµολογούνται µεταξύ τους, τοποθετώντας 2 ειδικές ταινίες πάχους 2 mm 

στα άκρα, για τη ρύθµιση του πάχους του πηκτώµατος. 

ii. Σε ένα ποτήρι ζέσεως παρασκευάζεται το µείγµα ουρίας – ακρυλαµιδίου 6Μ 

προσθέτοντας τα αντιδραστήρια (συστατικά Α) στις ποσότητες που 

αναγράφονται παρακάτω.  

   Συστατικά Α: 

             Ουρία       25 g 

             Rapid Gel  7 ml 

             10X TBE   5.5 ml  (εναλλακτικά µπορεί να χρησιµοποιηθεί 5Χ ΤΒΕ 11  ml  

             dH2O         28 ml              και ο όγκος του  dH2O να είναι 22.5 ml)  

             DMSO      500 µl 

iii. Στη συνέχεια λαµβάνεται το µείγµα (των συστατικών Α) µε σύριγγα και 

ακολουθεί η διέλευσή του µέσα από το ειδικό φίλτρο καθαρισµού (Corning 

Sterile Syringe Filter 0.45 µm) για την αποµάκρυνση τυχόν υπολειµµάτων από 

τις παραπάνω ουσίες. Στο διαυγές πλέον διάλυµα προστίθενται 50 µl TEMED 

και 350 µl 10% APS υπό συνεχή ανάδευση. 

iv. Το τελικό διάλυµα τοποθετείται µε σύριγγα στο κενό ανάµεσα στα τζάµια και 

όταν συµπληρωθεί ο απαραίτητος όγκος, τοποθετείται σε ειδική θέση ένα 

χτενάκι µε σκοπό να δηµιουργηθούν, µετά την πήξη του πηκτώµατος, τα 

πηγαδάκια φόρτωσης των δειγµάτων. 

v. Μετά την πήξη του πηκτώµατος (περίπου σε 1 ώρα), τα τζάµια τοποθετούνται 

στη συσκευή ηλεκτροφόρησης και ακολουθεί καθαρισµός στα πηγαδάκια 

φόρτωσης του δείγµατος µε σύριγγα και ρυθµιστικό διάλυµα TBE 1X. 

vi. Γίνεται ένα αρχικό τρέξιµο του πηκτώµατος στη συσκευή στα 3000 Volt, 30 

mA και έως 75 W για 30 min.  

vii. Έπειτα ακολουθεί εστίαση των λέιζερ στα 700 και 800 nm και η συσκευή 

ηλεκτροφόρησης είναι έτοιµη. 

viii. Τα δείγµατα, πριν φορτωθούν στο πήκτωµα υπόκεινται σε αποδιάταξη, στους 

95οC για 5 λεπτά αφού προηγουµένως έχει προστεθεί σε αυτά 5 µl χρωστικής 

φορµαµιδίου. 

ix. Καθαρίζονται ξανά τα πηγαδάκια του πηκτώµατος και φορτώνονται τα 

δείγµατα. Η ποσότητα του δείγµατος που φορτώνεται στο πήκτωµα ποικίλει 

ανάλογα µε το είδος του δείγµατος και κυµαίνεται από 0.7–1 µl ενώ η σειρά 
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φόρτωσης των δειγµάτων στο πήκτωµα είναι: ολικό αίµα – φυσιολογικός 

ιστός – παθολογικός ιστός. 

x. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης τίθεται σε λειτουργία αφού προηγουµένως 

καθοριστούν οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης: 3000 Volt, 30 mA, 75 W, 45 oC, 

Scan speed 3 και Signal filter 3. 

 

Η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR των 5 δεικτών Bethesda διαρκεί 

περίπου 6 ώρες και τα αποτελέσµατα συλλέγονται σε ειδικό φάκελο στο αρχείο της 

συσκευής LΙ-COR DNA Sequencer 4200. 

Τα αποτελέσµατα που αναµένονται µετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης είναι 

παρόµοια µε την Εικόνα 9, όπου οι επιπλέον ζώνες που εµφανίζονται στον καρκινικό 

ιστό σε σχέση µε τον φυσιολογικό ιστό αποτελούν την λεγόµενη µικροδορυφορική 

αστάθεια.   

 

         
Εικόνα 9. Σχηµατική απεικόνιση της µικροδορυφορικής αστάθειας, όπως φαίνεται µετά 

την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου.  

Στο πήκτωµα το δείγµα DNA του καρκινικού ιστού εµφανίζει επιπλέων ζώνες εξαιτίας της 

µικροδορυφορικής αστάθειας.       

 

Με τον τρόπο αυτό, ελέγχθηκαν όλα τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην 

παρούσα διατριβή, ως προς την ύπαρξη ή µή µικροδορυφορικής αστάθειας. Οι 

ασθενείς που εµφάνισαν αστάθεια σε δύο ή και περισσότερους από τους πέντε δείκτες 

χαρακτηρίστηκαν ως MSI-H ενώ αυτοί µε αστάθεια σε έναν δείκτη ή κανέναν 

χαρακτηρίστηκαν ως MSI-L και MSS αντίστοιχα.  
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5.4. Έλεγχος της µεθυλίωσης 
Την τελευταία δεκαετία, οι µεθοδολογίες για τον έλεγχο της µεθυλίωσης 

συνεχώς εξελίσσονται. Μέχρι πρότινος, ο έλεγχος της µεθυλίωσης στηριζόταν στην 

χρήση ενζύµων τα οποία αναγνωρίζουν µεθυλιωµένες και µη-µεθυλιωµένες οµόλογες 

περιοχές. Αυτή η προσέγγιση είχε πολλά µειονεκτήµατα. Από ατελές περιοριστικό 

κόψιµο, µέχρι την τελική αποµόνωση της περιοχής που µελετάται. Επιπλέον, 

προσδιορίζονταν µε την βοήθεια τεχνολογιών, όπως το αποτύπωµα κατά Southern 

(Southern blot), οι οποίες όµως χρειάζονται υψηλές ποσότητες υποστρώµατος και 

DNA µεγάλου µοριακού βάρους. Η ανακάλυψη της επεξεργασίας του DNA µε όξινο 

θειώδες νάτριο (NaHSO3) (Εικόνα 10) το οποίο αλλάζει τις µη-µεθυλιωµένες 

κυτοσίνες, σε ουρακίλες (U) (σε επίπεδο RNA) ή θυµίνες (T) (σε επίπεδο DNA) αλλά 

αφήνει ανέπαφες τις µεθυλιωµένες κυτοσίνες [167], σε συνδυασµό µε ενίσχυση µε 

ειδικές για PCR πριµοδοτικές αλληλουχίες, καθώς και την χρήση µεθοδολογιών όπως 

της αλυσιδωτής αντίδρασής της πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (Real time PCR, 

Taqman) και τη γενωµική αλληλούχιση (sequencing), έχει κάνει δυνατή και εύκολη 

τη µελέτη της µεθυλίωση του DNA σε κάθε παθολογικό υλικό, από ορό, αίµα, ιστό, 

µέχρι και παλαιότερους παραφινοποιηµένους ιστούς.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Χηµική µετατροπή της κυτοσίνης σε ουρακίλη µε όξινο θειώδες νάτριο 

(NaHSO3) [167]. 
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Η βασική πειραµατική διαδικασία ελέγχου της µεθυλίωσης στους υποκινητές 

των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT περιλαµβάνει τα εξής στάδια : 

1. Επεξεργασία του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο (NaHSO3). 

2. Εφαρµογή της αντίδρασης PCR µε τη χρήση κατάλληλων πριµοδοτικών 

αλληλουχιών ειδικών για τα µεθυλιωµένα και τα µη µεθυλιωµένα προϊόντα. 

Ειδικότερα, οι πριµοδοτικές αλληλουχίες ειδικές για τις µη-µεθυλιωµένες 

περιοχές οι οποίες µετά την επεξεργασία µε όξινο θειώδες νάτριο έχουν όλες 

τις κυτοσίνες στις νησίδες CpG αλλαγµένες σε θυµίνη (Τ), περιέχουν βάσεις 

αδενίνης συµπληρωµατικές των θυµιδινών, ενώ οι ειδικές για τις 

µεθυλιωµένες περιοχές πριµοδοτικές αλληλουχίες περιέχουν αντί για θυµίνες, 

γουανίνες συµπληρωµατικές βάσεις των κυτοσινών.     

3. Ηλεκροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης, έλεγχος του αποτελέσµατος κάτω από 

ακτινοβολία UV και αξιολόγηση των αποτελεσµάτων. 

Παράλληλα για την επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων που προκύπτουν από την 

παραπάνω διαδικασία γίνεται αλληλούχιση των προϊόντων της PCR και ανάλυση σε 

πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου σύµφωνα µε τα επιπλέον στάδια: 

4. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1%, έλεγχος και κόψιµο των ζωνών 

της PCR που προκύπτουν από το πήκτωµα. 

5. Καθαρισµός του DNA από το πήκτωµα αγαρόζης µε τη χρήση της εµπορικής 

συσκευασίας QIAquick Gel Extraction Kit της Qiagen. 

6. Αλληλούχιση του DNA µε τη µέθοδο των ιχνηθετηµένων διδεόξυ- 

νουκλεοτιδίων (ddNTPs) και τη χρήση της αντίστοιχης πριµοδοτικής 

αλληλουχίας (ειδικής για µεθυλιωµένη ή µη-µεθυλιωµένη περιοχή). 

7. Ανάλυση και επεξεργασία των προϊόντων σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου 

6Μ στον αυτόµατο αναλυτή DNA LΙ-COR 4200. 

 

5.4.1. Επεξεργασία του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο (NaHSO3) 
Για την επεξεργασία του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο (NaHSO3) 

χρησιµοποιήθηκαν δύο µεθοδολογίες. Η κλασσική µέθοδος όπως περιγράφηκε 

αρχικά από τον Clark και την οµάδα του το 1994 [167] και µια δεύτερη, πιο 

απλοποιηµένη, αλλά εξίσου αξιόπιστη µέθοδος, που στηρίζεται και αυτή στην 

επεξεργασία του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο, αλλά γίνεται µε τη χρήση της 

εµπορικής συσκευασίας EZ methylation-Gold kit της εταιρίας ZYMO RESEARCH.  
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5.4.1.1.  Α’ Μέθοδος επεξεργασίας του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο 

Συσκευές: 

Κυκλοποιητής: PTC-100TM, MJ Research Inc. (Αµερική) 

Υδατόλουτρο: GFL (Γερµανία) 

Αναδευτήρας: Heidolph DREHZAHL (Γερµανία) 

Φυγόκεντρος: Heraeus CHRIST (Γερµανία) 

Αντιδραστήρια: 

1. 1-1.5 µg/ml DNA από τα δείγµατα ιστών και αίµα 

2. NaOH 1 M (Sigma-Aldrich, Inc., USA) 

3. 10 mg/ml DNA από σπέρµα σολοµού  

4. Υδροκινόνη 10 mM (Hydroquinone minimum 99%) (Sigma-Aldrich, Inc., 

USA) 

5. Όξινο θειώδες νάτριο 3 M (Sodium bisulfite, NaHSO3, minimum 99%) 

(Sigma-Aldrich, Inc., USA) 

6. Εµπορική συσκευασία καθαρισµού µε στήλες Wizard DNA Clean up system 

(Promega, Madison, Αµερική) 

7. Ρητίνη (DNA Clean up Resin, Promega, Madison, Αµερική) 

8. Ισοπροπανόλη 80% (Merck, Darmstadt, Γερµανία) 

9. Αιθανόλη 100%    

10. Ειδικό ορυκτέλαιο για PCR αντιδράσεις - Mineral Oil (SIGMA, Steinheim, 

Γερµανία) 

11. Οξικό αµµώνιο (Merck, Darmstadt, Γερµανία) 

12. Γλυκογόνο (Merck, Darmstadt, Γερµανία) 

∆ιαδικασία:  

i. Σε ένα σωληνάριο Eppendorf των 1.5 ml, τοποθετούνται 10 µl DNA από το 

προς εξέταση δείγµα, 10 µl NaOH 1 M, 0,33 µl DNA από σπέρµα σολοµού 

και συµπληρώνονται µε νερό µέχρι τελικού όγκου 50µl. Η διαδικασία αυτή 

γίνεται για κάθε δείγµα Ακολούθως τα δείγµατα επωάζονται για 10 λεπτά 

στους 37 οC. 

ii. Στη συνέχεια παρασκευάζεται διάλυµα υδροκινόνης 10 mM και διάλυµα 

όξινου θειώδες νατρίου 3 M (την ίδια ηµέρα ώστε τα διαλύµατα να είναι 

φρέσκα). 

  



 62                                      Υλικά και µέθοδοι 

iii. Μετά το πέρας της επώασης στους 37οC, τα δείγµατα τοποθετούνται σε νέα 

σωληνάρια Eppendorf και προστίθενται 30 µl υδροκινόνη 10 mM, 520 µl  

όξινου θειώδες νατρίου 3 M και µια σταγόνα ειδικού ορυκτέλαιου στο κάθε 

ένα. Τα δείγµατα επωάζονται στον κυκλοποιητή στους 50οC για 16 ώρες. 

iv. Στη συνέχεια ακολουθούν τα στάδια καθαρισµού σύµφωνα µε πρωτόκολλο 

της συσκευασίας Wizard DNA Clean up system. 

v. Σε ένα σωληνάριο Eppendorf 1.5 ml, προστίθεται 1 ml ρητίνης και το µείγµα  

του DNA µετά την επώαση και ανακατεύονται ήπια. 

vi. Το παραπάνω µείγµα, µεταφέρεται στη στήλη που παρέχεται από την 

εµπορική συσκευασία καθαρισµού, µε σύριγγα των 2.5 ml. 

vii. Στη συνέχεια προστίθεται στη στήλη µε το µείγµα, 2 ml διαλύµατος 

ισοπροπανόλης 80%. 

viii. Η στήλη µεταφέρεται σε ένα σωληνάριο των 1.5 ml και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στη µέγιστη ταχύτητα (14000 στροφές) για 2 λεπτά. 

ix. Η στήλη µεταφέρεται σε νέο σωληνάριο και προστίθενται 50 µl 

προθερµασµένο νερό (60-70οC) και αφήνεται για 1 λεπτό. Η στήλη 

φυγοκεντρείται στη µέγιστη ταχύτητα για 20 δευτερόλεπτα και το καθαρό 

DNA εκλούεται από τη στήλη. 

x. Για την αποµάκρυνση τυχών υπολειµµάτων θείου από το DNA, το διάλυµα 

του DNA επωάζεται µε 3 µl NαOH 3 Μ στους 37οC για 20-30 λεπτά. 

xi. Τέλος στα δείγµατα προστίθεται 150 µl αιθανόλη 100%, 66 µl οξικό αµµώνιο 

και γλυκογόνο, το οποίο βοηθάει στην καταβύθιση του DNA και το µείγµα 

φυγοκεντρείται για 30 λεπτά. 

xii. Το υπερκείµενο αφαιρείται προσεκτικά και στο ίζηµα προστίθεται 1 ml 

αιθανόλης 70%. Φυγοκεντρείται για ένα λεπτό και το υπερκείµενο πετιέται. 

xiii. Το ίζηµα, αφήνεται να στεγνώσει και επαναιωρείται σε 30 µl ddH2O. Το 

καθαρό τροποποιηµένο πλέον DNA διατηρείται στους 4οC για να 

χρησιµοποιηθεί στη συνέχεια ή φυλάσσεται στους -30οC για περίπου 1 χρόνο. 

Η όλη διαδικασία επεξεργασίας του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο µε τον 

παραπάνω τρόπο, φαίνεται ότι είναι αρκετά χρονοβόρα και πολύπλοκη, µε 

αποτέλεσµα να αυξάνονται οι πιθανότητες πειραµατικών λαθών κατά την πορεία 

εκτέλεσής της. Για το λόγο αυτό κατέσθει αναγκαίο να εφαρµοστεί, η εµπορική 

συσκευασία ελέγχου µεθυλίωσης του DNA, EZ methylation-Gold kit της εταιρίας 

ZYMO RESEARCH. 
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5.4.1.2. Β’ Μέθοδος επεξεργασίας του DNA (EZ methylation-Gold 

kit) 
Συσκευές: 

Κυκλοποιητής: PTC-100TM, MJ Research Inc.(Αµερική) 

Υδατόλουτρο: GFL (Γερµανία) 

Αναδευτήρας: Heidolph DREHZAHL (Γερµανία) 

Φυγόκεντρος: Heraeus CHRIST (Γερµανία) 

Στήλες Zymo-Spin IC Collumns που παρέχονται από την εµπορική συσκευασία EZ 

methylation-Gold kit της εταιρίας ZYMO RESEARCH CORPORATION (Αµερική) 

Αντιδραστήρια: 

1. 500 pg- 2 µg DNA από δείγµατα ιστών και αίµα 

2. Τυποποιηµένα αντιδραστήρια της εµπορικής συσκευασίας ελέγχου 

µεθυλίωσης του DNA, EZ methylation-Gold kit της εταιρίας ZYMO 

RESEARCH CORPORATION (Αµερική): 

CT Conversion Reagent  

M-Dilution Buffer 

M-Dissolving Buffer 

M-Binding  Buffer 

M-Desulphonation Buffer 

M-Wash Buffer 

M-Elution Buffer 

∆ιαδικασία:  

i. Σε ειδικά σωληνάρια Eppendorf των 200 µl, τοποθετούνται 20 µl DNA και 

130 µl διαλύµατος CT Conversion Reagent. 

ii. Τα δείγµατα τοποθετούνται στον κυκλοποιητή για 6 ώρες εκτελώντας το εξής 

πρόγραµµα: 98οC για 10 λεπτά, 53οC για 30 λεπτά, 8 κύκλοι που 

περιλαµβάνουν τα στάδια 53οC για 6 λεπτά και 37οC για 30 λεπτά και τέλος 

4οC για συντήρηση των δειγµάτων στον κυκλοποιητή µέχρι την περεταίρω 

χρήση τους. 

iii. Το κάθε δείγµα (ποσότητας 150 µl) τοποθετείται σε στήλες (Zymo-Spin 

columns) και προστίθενται 600 µl διαλύµατος M-Binding  Buffer. 

iv. Μετά από καλή ανάδευση, ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό και 

αποµάκρυνση του διαλύµατος έκλουσης από το δοχείο συλλογής των στηλών. 
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v. Στη συνέχεια προστίθενται 200 µl διαλύµατος M-Desulphonation Buffer. Τα 

δείγµατα αφήνονται για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 1 λεπτό και αποµάκρυνση του διαλύµατος έκλουσης από το 

δοχείο συλλογής των στηλών. 

vi. Προστίθενται 200 µl διαλύµατος M-Wash Buffer και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 1 λεπτό και αποµάκρυνση του διαλύµατος έκλουσης από το 

δοχείο συλλογής των στηλών. Το στάδιο αυτό επαναλαµβάνεται για ακόµα 

µία φορά.  

vii. Οι στήλες που περιέχουν το πλέον καθαρό επεξεργασµένο DNA, 

τοποθετούνται σε σωληνάρια Eppendorf των 1,5 ml και προστίθενται 10 

διαλύµατος M-Elution Buffer ή dH2O. Ακολουθεί γρήγορη φυγοκέντρηση και 

έκλουση του καθαρού επεξεργασµένου DNA. 

To επεξεργασµένο, µε όξινο θειώδες νάτριο, DNA είναι έτοιµο για περαιτέρω χρήση 

ή µπορεί να διατηρηθεί στους -20οC για διάστηµα ενός έτους.   

 

5.4.2. Ειδική PCR για µεθυλίωση 
Αρχή της µεθόδου: 

Η µεθοδολογία της ειδικής PCR για µεθυλίωση, στηρίζεται στη χρήση δύο 

ζευγών ειδικά σχεδιασµένων πριµοδοτικών αλληλουχιών ώστε να αναγνωρίζουν το 

χηµικώς τροποποιηµένο µε όξινο θειώδες νάτριο DNA, όπου όλες οι µη-

µεθυλιωµένες κυτοσίνες έχουν µετατραπεί σε ουρακίλες, οι οποίες µε τη σειρά τους 

αναγνωρίζονται από την πολυµεράση ως θυµίνες. Ειδικότερα το ένα ζεύγος 

πριµοδοτικών αλληλουχιών (που είναι ειδικό για τη µη-µεθυλίωση) περιέχει στην 

αλληλουχία του αδενίνη (Α) ή θυµίνη (Τ) αντί για γουανίνη (G) ή κυτοσίνη (C) οι 

οποίες έχουν µετασχηµατιστεί κατάλληλα από την επεξεργασία µε όξινο θειώδες 

νάτριο. Αντίθετα το άλλο ζεύγος πριµοδοτικών αλληλουχιών (που είναι ειδικό για τη 

µεθυλίωση) περιέχει στην αλληλουχία του αδενίνη (Α) ή θυµίνη (Τ) αντί για γουανίνη 

(G) ή κυτοσίνη (C) στις περιοχές έξω από τις νησίδες CpG οι οποίες έχουν 

µετασχηµατιστεί κατάλληλα από την επεξεργασία µε όξινο θειώδες νάτριο, ενώ 

αντίθετα στις περιοχές µε CpG η γουανίνη (G) ή κυτοσίνη (C) παραµένει αφού εξ’ 

αιτίας της µεθυλίωσης τους δεν έχουν επηρεαστεί από την επεξεργασία µε όξινο 

θειώδες νάτριο. Έτσι όταν µόνο το πρώτο ζεύγος πριµοδοτικών αλληλουχιών δώσει 

προϊόν PCR στην ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης, τότε το δείγµα θεωρείται 
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Πίνακας 5.  Ποσότητες των αντιδραστηρίων για τον έλεγχο των µεθυλιωµένων (Μ) και 

µη-µεθυλιωµένων (U) προϊόντων.  

Αντιδραστήρια: 

Συσκευές: 

Σε ειδικό σωληνάριο Eppendorf (200 µl) για PCR προσθέτουµε τα απαραίτητα, 

για κάθε αντίδραση αντιδραστήρια (Πίνακας 5) και σε ξεχωριστά σωληνάκια το κάθε 

ένα από τα δύο διαφορετικά ζεύγη των ειδικά σχεδιασµένων πριµοδοτικών 

αλληλουχιών (Πίνακας 6), ώστε να προκύψει το µείγµα αντίδρασης του Πίνακα 5. 

Έτσι για κάθε δείγµα προκύπτουν δύο διαφορετικές αντιδράσεις εξαρτώµενες από το 

ζεύγος των πριµοδοτικών αλληλουχιών που χρησιµοποιείται. 

µη-µεθυλιωµένο (U). Και αντίστοιχα αν µόνο το δεύτερο ζεύγος πριµοδοτικών 

αλληλουχιών δώσει προϊόν PCR τότε το δείγµα θεωρείται µεθυλιωµένο (M). Ενώ 

στην περίπτωση που προκύψει προϊόν PCR και µε τα δύο ζεύγη πριµοδοτικών 

αλληλουχιών σηµαίνει ότι υπάρχουν τόσο µεθυλιωµένα όσο και µη µεθυλιωµένα 

µόρια στη συγκεκριµένη περιοχή.  

Κυκλοποιητής: PTC-100TM, MJ Research Inc. (Αµερική) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

1. 50-100 ng τροποποιηµένο µε όξινο θειώδες νάτριο DNA                                       

7. Ampli Taq Gold DNA polymerase (5U / µl) (Applied Biosystem, Γερµανία) 

6. Primer  M2, UM2 0.5 µΜ (10 pmol/µl)                      

5. Primer  Μ1, UM1 0.5 µΜ (10 pmol/µl)                      

4. 10 mΜ  NuclMIX  each (Promega, Αµερική)                       

2. 10Χ PCR Gold Buffer (Applied Biosystem, Γερµανία)        

3. 25 mM  MgCl2 (Applied Biosystem, Γερµανία)        

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ M   U 
dH2O 

1Χ PCR Buffer 

MgCl2 2.5mM 

NuclMIX 250 µM each 

DNA (50-100 ng) 

Primer 1 (10 pmol/µl ) 

Primer 2 (10 pmol/µl) 

Taq Gold Polymerase 

36,75 µl

5,00 µl

2,00 µl

1,00 µl

4,00 µl

0,50 µl

0,50 µl

0,25 µl

35,25 µl

5,00 µl

3,50 µl

1,00 µl

4,00 µl

0,50 µl

0,50 µl

0,25 µl

Σύνολο 50,00 µl 50,00 µl
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ΓΟΝΙ∆ΙΟ ΚΑΤΑΣΤΑΣΗ 
CpG 

ΠΡΙΜΟ∆ΟΤΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 
ΥΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗΣ 

ΠΡΟΙΟΝ 
PCR 

hMLH1 
 
 
 
 
 

MGMT* 
 
 
 
 
 

P16 
 
 
 
 

M 
 
 

U 
     

 
M 
 
 

U 
 
 

M 
 
 

U 

(1) 5’-ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC-3’ 
(2) 5’-CCTCATCGTAACTACCCGCG-3’ 
 
(1) 5’-TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT-3’ 
(2) 5’-ACCACCTCATCATAACTACCCACA-3’ 
 
(1) 5’-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3’ 
(2) 5’-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3’ 
 
(1) 5’-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3’ 
(2) 5’-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3’ 
  
(1) 5’-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3’ 
(2) 5’-CCACCTAAATCGACCTCCGACCG-3’ 
 
(1) 5’-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’ 
(2) 5’-CCACCTAAATCAACCTCCAACCA-3’ 

55°C  
 
 

55°C  
 
 

62°C  
 
 

62°C  
 
 

65°C 
  
 

55°C  
 

115bp 
 
 

124bp 
 
 

121bp 
 
 

133bp 
 
 

234bp 
 
 

234bp 
 

Μ= πριµοδοτική αλληλουχία ειδική για µεθυλιωµένες CpG περιοχές, U= πριµοδοτική αλληλουχία ειδική για µη-µεθυλιωµένες CpG 
περιοχές. 
* Και στις τέσσερεις πριµοδοτικές αλληλουχίες του γονιδίου MGMT προστέθηκε µία ουρά 20bp (5’-GCGGTCCCAAAAGGGTCAGT-3’) 
στο 5’ άκρο τους. 

 

Πίνακας 6. Πριµοδοτικές αλληλουχίες, θερµοκρασία υβριδοποίησης και µέγεθος του τελικού προϊόντος της PCR για τον 

έλεγχο της µεθυλίωσης.
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Ένα τυπικό πρόγραµµα που χρησιµοποιείται στον κυκλοποιητή για την 

ενίσχυση µε PCR των αντίστοιχων αντιδράσεων (Πίνακας 5) είναι το εξής: 95οC για 

10 λεπτά, 55 κύκλοι µε τα στάδια: 95οC για 30 δεύτερα, 30 δεύτερα στην αντίστοιχη 

θερµοκρασία υβριδοποίησης της κάθε πριµοδοτικής αλληλουχίας (Πίνακας 6) και 

72οC για 1 λεπτό και τέλος 72οC για 10 λεπτά και 4οC για τη συντήρηση των 

δειγµάτων µέσα στον κυκλοποιητή µέχρι την περαιτέρω χρήση τους. 

Στη συνέχεια τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα αγαρόζης σύµφωνα 

µε όσα περιγράφονται στην παράγραφο 5.2.4. Επειδή τα µοριακά βάρη των 

µεθυλιωµένων και µη-µεθυλιωµένων προϊόντων της PCR εµφανίζουν πολύ µικρές 

διαφορές µεταξύ τους, ο διαχωρισµός τους γίνεται σε πήκτωµα αγαρόζης υψηλής 

συγκέντρωσης 2.5% και τα αποτελέσµατα ελέγχονται µε τη χρήση ακτινοβολίας UV.  

Η παραπάνω διαδικασία ακολουθείται σε όλα τα δείγµατα (ιστό, παθολογικό 

και φυσιολογικό και αίµα) για κάθε ασθενή και για µεγαλύτερη αξιοπιστία 

επαναλαµβάνεται από το στάδιο της PCR για ακόµα δύο φορές. 

 

5.4.3. Αλληλούχιση των προϊόντων της ειδικής PCR για µεθυλίωση 

στη συσκευή LI-COR DNA Sequencer 4200 
Για να ελεγχθεί η πιθανότητα µετατροπής των µη-µεθυλιωµένων βάσεων 

κυτοσίνης σε ουρακίλη και ταυτόχρονα η διατήρηση των µέθυλο-κυτοσινών µετά από 

επεξεργασία των δειγµάτων µε όξινο θειώδες νάτριο, καθώς και να επιβεβαιωθούν τα 

αποτελέσµατα των αντίστοιχων για κάθε περίπτωση προϊόντων PCR ακολουθεί 

αλληλούχιση των προϊόντων της PCR µετά από την ηλεκτροφόρησή τους σε 

πήκτωµα αγαρόζης 2.5%. Βασική προϋπόθεση πριν από την αλληλούχιση της υπό 

εξέτασης περιοχής είναι ο πλήρης καθαρισµός του προϊόντος PCR από πήγµα 

αγαρόζης µικρής συγκέντρωσης (1%) και στη συνέχεια η εφαρµογή της αντίδρασης 

αλληλούχισης του DNA σύµφωνα µε την µέθοδο που ανέπτυξε ο Frederick Sanger 

και οι συνεργάτες [168]. 

 

5.4.3.1. Καθαρισµός των προϊόντων της PCR από πήκτωµα αγαρόζης 
Τα δείγµατα φορτώνονται σε πήκτωµα 1% αγαρόζης, όπως περιγράφηκε 

προηγουµένως (παράγραφος 5.2.4.) και µετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, µε την 

βοήθεια της λυχνίας UV, κόβονται οι αντίστοιχες ζώνες από το πήκτωµα. Στη 

συνέχεια ακολουθεί καθαρισµός και αποµόνωση του DNA από τα δείγµατα µε τη 
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χρήση της εµπορικής συσκευασίας QIAquick GelExtraction Kit της εταιρίας Qiagen 

(Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία). 

Συσκευές: 

Υδατόλουτρο: GFL (Γερµανία) 

Αναδευτήρας: Heidolph DREHZAHL (Γερµανία) 

Φυγόκεντρος: Heraeus CHRIST (Γερµανία) 

Στήλες QIAquick column της εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία) 

Αντιδραστήρια: 

1. Τυποποιηµένα αντιδραστήρια της συσκευασίας QIAquick GelExtraction Kit 

της εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία): 

∆ιάλυµα QG 

∆ιάλυµα PE 

2. Ισοπροπανόλη 100% (Merck, Darmstadt, Γερµανία) 

∆ιαδικασία: 

i. Αφού κοπούν από το πήκτωµα αγαρόζης οι ζώνες που περιέχουν το DNA, 

τοποθετούνται σε προζυγισµένα ειδικά σωληνάρια Eppendorf (1.5 ml) και 

υπολογίζεται το καθαρό βάρος τους. 

ii. Σε κάθε ένα σωληνάριο προστίθεται, η τριπλάσια ποσότητα του βάρους του 

τεµαχίου του πηκτώµατος, διάλυµα QG. 

iii. Τα δείγµατα επωάζονται για 10 λεπτά στους 50οC µέχρι να διαλυθεί το 

πήκτωµα αγαρόζης, κάνοντας ενδιάµεσα ισχυρή ανάδευση κάθε 2-3 λεπτά. 

iv. Αφού διαλυθεί το πήκτωµα, προστίθεται στο κάθε µείγµα ισοπροπανόλη σε 

ποσότητα ίση µε το βάρος του κάθε τεµαχίου πηκτώµατος αγαρόζης και 

αναµιγνύονται. 

v. Το κάθε δείγµα τοποθετείται στις ειδικές στήλες (QIAquick column) και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11.000 στροφές. 

vi. Αποµακρύνεται το εκχύλισµα από το σωληνάριο συλλογής, προστίθενται 500 

µl από το διάλυµα QG και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11.000 

στροφές. 

vii. Αποµακρύνεται το εκχύλισµα από το σωληνάριο συλλογής και προστίθενται 

750 µl από το διάλυµα PE. Το µείγµα αφήνεται για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου και στη συνέχεια φυγοκεντρείται για 2 λεπτά στις 11.000 στροφές. 

viii. Αποµακρύνεται το εκχύλισµα από το σωληνάριο συλλογής και τα δείγµατα 

φυγοκεντρούνται για 2 λεπτά στις 14.000 στροφές. 
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ix. Η στήλη τοποθετείται σε καθαρό σωληνάριο Eppendorf των 1.5 ml και 

προστίθεται 30 µl απεσταγµένο νερό. Τα δείγµατα αφήνονται για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια φυγοκεντρούνται για 2 λεπτά στις 

14.000 στροφές ώστε να εκλουστεί το καθαρό DNA το οποίο και συλλέγεται 

και αποθηκεύεται στους -30 οC µέχρι την περαιτέρω χρήση του. 

 

5.4.3.2. Αλληλούχιση του DNA και ανάλυση στον αναλυτή LΙ-COR 
Αρχή της µεθόδου: 

Η αλληλουχία των βάσεων του DNA (sequencing) προσδιορίζεται µε τη 

δηµιουργία τµηµάτων που προκύπτουν από τη ρυθµιζόµενη διακοπή της ενζυµικής 

αντιγραφής των αντιδράσεων PCR, λόγω προσθήκης διδεόξυ-νουκλεοτιδίων 

(ddNTPs), µια µέθοδο που αρχικά ανέπτυξε ο Frederick Sanger και οι συνεργάτες του 

[168]. Η σύνθεση απαιτεί την ύπαρξη µίας πριµοδοτικής αλληλουχίας για την έναρξη 

της αντιγραφής και φυσικά το υπόστρωµα DNA. Το µείγµα της κάθε αντίδρασης, 

εκτός από τα τέσσερα τριφωσφορικά δεόξυ-ριβονουκλεοτίδια (Α, Τ, G, C), 

περιλαµβάνει και ένα 2’,3’-διδεόξυ-ανάλογο του ενός από αυτά. Η ενσωµάτωση 

αυτού του αναλόγου παρεµποδίζει τη συνέχιση της νεοσχηµατιζόµενης αλυσίδας 

γιατί δεν υπάρχει το 3’-υδροξυλικό άκρο που χρειάζεται για να σχηµατισθεί ο 

επόµενος φωσφοδιεστερικός δεσµός. Αυτό έχει ως συνέπεια να παραχθούν τµήµατα 

µε διαφορετικά µήκη, στο 3’ άκρο των οποίων θα βρίσκεται το διδεόξυ-ανάλογο (Α, 

Τ, G ή C κάθε φορά). Οι τέσσερεις τύποι αλυσίδων (µία για κάθε ένα από τα διδεόξυ- 

ανάλογα), διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου ή ουρίας-

ακρυλαµιδίου όπου και διαβάζεται είτε µε χρώση του πηκτώµατος 

(αυτοραδιογράφηµα) είτε µε τους αυτόµατους αναλυτές αλληλούχισης στους οποίους 

βέβαια απαιτείται η σήµανση (φθορισµός) του DNA.  

Η σήµανση του DNA στις αυτόµατες µεθοδολογίες αλληλούχισης είναι 

δυνατόν να προέρχεται είτε από τη χρήση φθοριζόντων ddNTPs (dye-terminator 

method), είτε από τη χρήση φθοριζόντων πριµοδοτικών αλληλουχιών (dye-primer), ή 

και φθορίζοντος dNTP (dye-elongation).  

Για την επιβεβαίωση µε αλληλούχιση των µεθυλιωµένων και µη-

µεθυλιωµένων τµηµάτων των υποκινητών των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT 

στον αυτόµατο αναλυτή αλληλούχισης LI-COR ακολουθήθηκε η σήµανση του DNA 

µε τη χρήση φθοριζόντων ddNTPs (dye-terminator method) µε χρωστική που 
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ανιχνεύεται στα 700 nm και τα οποία παρέχονται από την εµπορική συσκευασία 

αλληλούχισης του DNA, Thermo Sequenase Cyp5.5 Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit, της εταιρίας GE Healthcare (GE Healthcare Life Sciences, Λονδίνο, 

UK).  

Για κάθε αντίδραση αλληλούχισης των µεθυλιωµένων ή µη-µεθυλιωµένων 

τµηµάτων χρησιµοποιείται ως υπόστρωµα το αντίστοιχο καθαρισµένο DNA από τα 

προϊόντα PCR, η µία (πρόσθια ή αντίστροφη) κατάλληλα τροποποιηµένη 

πριµοδοτική αλληλουχία του Πίνακα 6 για κάθε γονίδιο, το ένα από τέσσερα 

φθορίζοντα διδεόξυ-ριβονουκλεοτίδια (ddNTPs) που περιλαµβάνουν µίγµα και των 

τεσσάρων δεόξυ-ριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) και µία θερµοανθεκτική DNA 

πολυµεράση (sequenase) που παρέχονται από την εµπορική συσκευασία 

αλληλούχισης του DNA (Thermo Sequenase Cyp5.5 Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit).  

Συσκευές: 

Κυκλοποιητής: PTC-100TM, MJ Research Inc., Αµερική. 

Αυτόµατος αναλυτής LI-COR DNA sequencer 4200 (LI-COR Inc., LONG READER 

4200, Αµερική) 

Αντιδραστήρια: 

1. Καθαρισµένο DNA (50-250 fmol) από το προϊόν της ειδικής για µεθυλίωση 

PCR 

2. Πρόσθια ή αντίστροφη πριµοδοτική αλληλουχία (Πίνακας 6) του κάθε 

γονιδίου για κάθε προϊόν PCR αντίστοιχα (10 pmol/µl) 

3. Τυποποιηµένα αντιδραστήρια της συσκευασίας αλληλούχισης του DNA 

Thermo Sequenase Cyp5.5 Dye Terminator Cycle Sequencing Kit της εταιρίας 

GE Healthcare (GE Healthcare Life Sciences, Λονδίνο, UK): 

ddGTP Mix 

ddATP Mix 

ddTTP Mix 

ddCTP Mix 

Reaction Buffer 

Thermo Sequenase DNA polymerase (10U/µl) 

Χρωστική: Formamide Loading Dye 
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∆ιαδικασία: 

i. 4 ειδικά σωληνάρια Eppendorf (των 200µl) για PCR σηµαίνονται ως “A”, 

“C”, “G” και “T” για τις αντίστοιχες αντιδράσεις τερµατισµού και προστίθεται 

1 µl από το αντίστοιχο ιχνηθετηµένο διδεόξυ-ριβονουκλεοτίδιο (πχ. “A” για 

το ddATP Mix). 

ii. Για κάθε DNA που θα αλληλουχιθεί ετοιµάζεται το ακόλουθο µείγµα µε τα 

αντιδραστήρια σε ειδικό σωληνάριο Eppendorf (των 200µl) για PCR τα οποία 

τοποθετούνται σε πάγο εξαιτίας της προσθήκης της πολυµεράσης: 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ M ή U 
DNA (50-250 fmol) 

Buffer αντίδρασης  

Πριµοδοτική αλληλουχία 1 ή 2 (10 pmol/µl)  

Thermo sequenase DNA polymerase (10U/µl) 

dH2O (για τελικό όγκο 31.5 µl) 

έως 24,0 µl 

         3,5 µl 

         0,5 µl 

         2,0 µl 

            x µl 

Συνολικός όγκος        31,5 µl 

iii. Από το παραπάνω µείγµα, 7 µl µείγµατος µεταφέρονται σε κάθε σεσηµασµένο 

σωληνάριο µε τα ιχνηθετηµένα διδεόξυ-ριβονουκλεοτίδια (βήµατος i). 

iv. Όλα τα σωληνάρια, τέσσερα για κάθε δείγµα, µεταφέρονται στον 

κυκλοποιητή και αρχίζει η διαδικασία πολυµερισµού για αλληλούχιση. 

v. Ένα τυπικό πρόγραµµα πολυµερισµού για αλληλούχιση είναι το ακόλουθο:  

95οC για 5 λεπτά, 30 κύκλοι των: 95οC για 30 δεύτερα και 60οC για 30 

δεύτερα, 72οC για 1 λεπτό και τέλος συντήρηση στους 4οC.  

vi. Μετά το τέλος του πολυµερισµού τα δείγµατα τοποθετούνται στον πάγο. 

vii. Σε κάθε δείγµα προστίθεται 4 µl χρωστικής Formamide Loading Dye 

απαραίτητη για τη φόρτωσή τους στο πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου αλλά και 

για τον τερµατισµό της αντίδρασης πολυµερισµού. 

Πριν τη φόρτωση 1 µl από το κάθε δείγµα, σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου 6 

Μ και την ανάλυσή τους στον αυτόµατο αναλυτή LI-COR DNA sequencer 4200, 

όπως περιγράφηκε προηγουµένως (παράγραφος 5.3.2.), τα δείγµατα αποδιατάσσονται 

στους 95οC για 5 λεπτά και τοποθετούνται στον πάγο. Η ηλεκτροφόρηση διαρκεί 

περίπου 6 ώρες και τα αποτελέσµατα συλλέγονται και αποθηκεύονται σε φάκελο του 

αναλυτή.  
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5.5. Έλεγχος της αστάθειας στα γονίδια στόχους: TGFβRII, BAX, 

IGFIIR, hMSH3, hMSH6, EGFR και c-MYB 
Αρχή της µεθόδου: 

Η µεθοδολογία αυτή έχει ως στόχο την ανάλυση της αστάθειας στα γονίδια 

στόχους TGFβRII, BAX, IGFIIR, hMSH3, hMSH6, EGFR και c-MYB που φέρουν 

µονονουκλεοτιδικές ή δινουκλεοτιδικές επαναλήψεις τόσο σε κωδικοποιούσες 

περιοχές (εξόνια) όσο και σε µη κωδικοποιούσες περιοχές (ιντρόνια). Η αστάθεια 

αυτή, οφείλεται στην ελαττωµατική λειτουργία του συστήµατος MMR και 

συνοδεύεται από τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας. Η µεθοδολογία 

ελέγχου  περιλαµβάνει τα εξής στάδια: 

1. Ενίσχυση των γονιδίων στόχων στην περιοχή των εξονίων ή ιντρονίων τους 

που φέρουν τις αντίστοιχες µονονουκλεοτιδικές ή δινουκλεοτιδικές 

επαναλήψεις µε PCR και στα τρία είδη δειγµάτων DNA (ολικό αίµα, 

φυσιολογικό και παθολογικό ιστό) για κάθε ασθενή.  

2. Καθαρισµός των προϊόντων της πρώτης PCR και επιπλέον ενίσχυση µε 

κατάλληλες, ιχνηθετηµένους µε φθορίζουσα χρωστική (IRD700 και IRD800), 

πριµοδοτικές αλληλουχίες. 

3. Επεξεργασία και ανάλυση των ιχνηθετηµένων προϊόντων PCR σε 

αποδιατακτικό πήκτωµα ουρίας–ακρυλαµιδίου στον αναλυτή LΙ-COR DNA 

sequencer 4200. 

4. Επιβεβαίωση της εµφανιζόµενης αστάθειας  µε αλληλούχιση των γονιδίων. 

  Η αρχική ενίσχυση των µονονουκλεοτιδικών ή δινουκλεοτιδικών περιοχών 

που φέρουν τα γονίδια στόχοι γίνεται µε τις αντίστοιχες για κάθε περιοχή 

πριµοδοτικές αλληλουχίες (Πίνακας 7) µε µία απλή αντίδραση PCR, τα 

αντιδραστήρια της οποίας και οι αντίστοιχες συγκεντρώσεις είναι σύµφωνα µε τα 

αναφερόµενα στην παράγραφο 5.4.2.  

Στον Πίνακα 7 που ακολουθεί αναγράφονται οι περιοχές των γονιδίων στόχων 

που µελετήθηκαν, οι αντίστοιχες πριµοδοτικές αλληλουχίες που χρησιµοποιήθηκαν 

καθώς και οι συνθήκες της PCR και το τελικό µοριακό βάρος των περιοχών που 

ενισχύθηκαν.
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ΓΟΝΙ∆ΙΟ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ 
ΠΕΡΙΟΧΗ 

ΤΥΠΟΣ 
ΕΠΑΝΑΛΗΨΗΣ

ΠΡΙΜΟ∆ΟΤΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ 
PCR 

ΠΡΟΙΟΝ 
PCR 

 
TGFβRII 

 
 

BAX 
 
 

IGFIIR 
 
 

hMSH3 
 
 

hMSH6 
 
 

EGFR 
 
 

c-MYB 

 
Εξόνιο 3 

 
 

Εξόνιο 3 
 
 

Εξόνιο 28 
 
 

Εξόνιο 7 
 
 

Εξόνιο 5 
 
 

Ιντρόνιο 1 
 
 

Ιντρόνιο 1 

 
πολυ Α (10) 

 
 

πολυ G (8) 
 
 

πολυ G (8) 
 
 

πολυ Α (8) 
 
 

πολυ C (8) 
 
 

πολυ CA (16) 
 
 

πολυ T (19) 

 
(1)  5’- AGTTTGCCATGACCCCAAGCT -3’ 
(2)  5’- CTCATCAGAGCTACAGGAACA -3’ 
 
(1)  5’- CCAGCTCTGAGCAGATCATG -3’ 
(2)  5’- GCTCAGCTTCTTGGTGGACG -3’ 
 
(1)  5’- GTCTCCTGACTCAGAAGCTAAC -3’ 
(2)  5’- CCGCTGGGTGCCGCGGTCACAG -3’ 
 
(1)  5’- GTGAATCCCCTAATCAAGCTGG -3’ 
(2)  5’- CACCTGCAAAGTACTTACCAC -3’ 
 
(1)  5’- GAAGCCTCACTTTTACCCTCT -3’ 
(2)  5’- ATGCAAGGATGGCGTGATCC -3’ 
 
(1)  5’- GTTTGAAGAATTTGAGCCAACC -3’ 
(2)  5’- TTCTTCTGCACACTTGGCAC -3’ 
 
(1)  5’- CTGGGGACGAGAGGGCGACT -3’ 
(2)  5’- CTACCTGGAGCCTCAGGGAAC -3’ 

 
95°C για 5', 30 κύκλοι (94°C για 45'', 

61°C για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 
 

95°C για 5', 30 κύκλοι (94°C για 45'', 
61°C για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 

 
95°C για 5', 30 κύκλοι (94°C για 45'', 

61°C για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 
 

95°C για 5', 30 κύκλοι (94°C για 45'', 
61°C για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 

 
95°C για 5', 30 κύκλοι (94°C για 45'', 

61°C για 45'', 72°C για 45''), 72°C για 10' 
 

95°C για 10', 30 κύκλοι (95°C για 30'', 
58°C για 30'', 72°C για 30''), 72°C για 7' 

 
95°C για 10', 30 κύκλοι (95°C για 45'', 
66°C για 1', 72°C για 1'), 72°C για 10' 

 
130bp 

 
 

140bp 
 
 

131bp 
 
 

162bp 
 
 

155bp 
 
 

121bp 
 
 

290bp 

Πίνακας 7. Γονίδια στόχοι που µελετήθηκαν, πριµοδοτικές αλληλουχίες και συνθήκες για την PCR
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Όλα τα δείγµατα DNA, τρία για κάθε ασθενή (αίµα, φυσιολογικός και 

παθολογικός ιστός) υποβάλλονται σε PCR µε τα αντιδραστήρια και στις συνθήκες 

που αναγράφονται στον Πίνακα 7, για κάθε γονίδιο. Τα προϊόντα της PCR 

ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα αγαρόζης 1% και καθαρίζονται µε την εµπορική 

συσκευασία καθαρισµού των προϊόντων PCR, QIAquick Gel Extraction Kit της 

εταιρίας Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Γερµανία) όπως περιγράφηκε στην 

παράγραφο 5.4.3.1. Στη συνέχεια τα καθαρά DNA των δειγµάτων, υποβάλλονται σε 

µία δεύτερη PCR ιχνηθέτισης µε τις πριµοδοτικές αλληλουχίες κατάλληλα 

ιχνηθετηµένες µε χρωστική (IRD700 και IRD800) και ηλεκτροφορούνται σε 

πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου 6Μ σύµφωνα µε τα αναφερόµενα στις παραγράφους 

5.3.1. και 5.3.2. Με τον τρόπο αυτό γίνεται ένας πρώτος έλεγχος της αστάθειας των 

γονιδίων στόχων.  

Για την επιβεβαίωση της ύπαρξης αστάθειας στα γονίδια στόχους και 

παράλληλα τον υπολογισµό του αριθµού των εισδοχών ή ελλείψεων στις αντίστοιχες 

πολυνουκλεοτιδικές περιοχές τους, τα δείγµατα υποβάλλονται σε αλληλούχιση, 

χρησιµοποιώντας ως DNA υπόστρωµα τα προϊόντα της PCR µετά τον καθαρισµό 

τους από το πήκτωµα αγαρόζης και πριν την ιχνηθέτισή τους, σύµφωνα µε τα 

περιγραφόµενα στην παράγραφο 5.4.3.2.  

  Ως προαιρετικό στάδιο, πριν την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων 

πολυµερισµού στο πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου της συσκευής LΙ-COR, αλλά 

απαραίτητο σε περιπτώσεις που το τελικό προϊόν της PCR είναι µικρό σε µέγεθος 

νουκλεοτιδίων (<150 bp), όπως για παράδειγµα το γονίδιο EGFR, είναι η καταβύθισή 

τους µε αιθανόλη. Στόχος του σταδίου αυτού είναι η αποµάκρυνση των 

ιχνηθετηµένων διδεόξυ-ριβονουκλεοτιδίων από το µίγµα της αντίδρασης, που 

εµφανίζονται στην αρχή της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου, 

ώστε η τελική εικόνα του προϊόντος αλληλούχισης µετά την ηλεκτροφόρηση στο 

πήκτωµα να είναι ευανάγνωστη. 
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5.5.1. Καθαρισµός ιχνηθετηµένων προϊόντων PCR αλληλούχισης µε 

καταβύθιση µε  αιθανόλη  
∆ιαδικασία: 

i. Σε σωληνάριο Eppendorf (1.5 ml), τοποθετούνται 8 µl προϊόντος 

αλληλούχισης και προστίθενται 2 µl οξικού αµµωνίου 7.5 Μ και 30 µl 

παγωµένης αιθανόλης 100%. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση και παραµονή για 

20 λεπτά στον πάγο. 

ii. Τα σωληνάρια φυγοκεντρούνται στις 12000 στροφές για 20-30 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

iii. Ακολουθεί προσεκτική αποµάκρυνση του υπερκείµενου και πλύσιµο του 

ιζήµατος µε 200 µl παγωµένη αιθανόλη 70%. 

iv. Το µείγµα φυγοκεντρείται για 5 λεπτά στις 12000 στροφές, το υπερκείµενο 

αποµακρύνεται προσεκτικά ενώ το ίζηµα ξηραίνεται για 2-3 λεπτά σε 

φυγόκεντρο κενού. 

v. Το τελικό δείγµα επαναιωρείται σε 6 µl χρωστική φορµαµιδίου (formamide 

loading dye) και αναδεύεται για 15 δευτερόλεπτα ώστε να ολοκληρωθεί η 

επαναιώρησή του µε την χρωστική. Τέλος φυγοκεντρείται στις 12000 στροφές 

για 5 δευτερόλεπτα ώστε να συλλεχτεί όλο το δείγµα στον πυθµένα του 

σωληναρίου και το δείγµα είναι έτοιµο να φορτωθεί στο πήγµα ουρίας 

ακρυλαµιδίου της συσκευής LΙ-COR όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 

5.3.2.   

 

5.6. Έλεγχος γενετικών µεταλλάξεων στα γονίδια hMLH1 και 

hMSH2 
Η επιλογή των δειγµάτων για τον έλεγχο γενετικών µεταλλάξεων στα γονίδια 

hMLH1 και hMSH2 έγινε µε βάση τα αποτελέσµατα της µικροδορυφορικής 

αστάθειας και πραγµατοποιήθηκε σε τρία δείγµατα DNA ολικού αίµατος ασθενών µε 

τον φαινότυπο MSI-H. 

Ο έλεγχος γενετικών µεταλλάξεων στα γονίδια hMLH1 και hMSH2, έγινε µε 

την τεχνική της ηλεκτροφόρησης τριχοειδούς µε βαθµίδωση θερµοκρασίας (TGCE,  

Temperature gradient capillary electrophoresis) στο διαγνωστικό κέντρο 

“Βιοαναλυτική Γενότυπος” σε συνεργασία µε διαπιστευµένο Ευρωπαϊκό εργαστήριο, 

µέλος του δικτύου αναφοράς Diagnogene. 
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Αρχή της µεθόδου: 

Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης τριχοειδούς µε βαθµίδωση θερµοκρασίας 

ανιχνεύει αλλαγή(-ές) στην αλληλουχία των υπό εξέταση γονιδίων βασιζόµενη στη 

διαφορετική κινητικότητα που εµφανίζουν τα ετερόδιπλα µόρια του DNA κατά την 

κίνησή τους µέσω ενός ειδικά σχεδιασµένου πολυµερούς συµπλόκου. Θεωρητικά, τα 

ετερόδιπλα µόρια µετακινούνται µε αργότερο ρυθµό, σε ένα πήκτωµα, απ’ ότι τα 

οµόδιπλα µόρια εξαιτίας του σχηµατισµού µίας διαφορετικής δοµής, σαν θηλιά, στις 

δύο αλυσίδες λόγω µίας (ή και παραπάνω) κακοσύνδεσης όταν υποβάλλονται σε 

ηλεκτροφόρηση µε συγκεκριµένη θερµοκρασία (Tm). Πέραν του σχηµατισµού 

ετερόδιπλων µορίων, το µήκος των προϊόντων της PCR, η περιεκτικότητα σε 

νουκλεοτίδια GC, η θέση αλλά και ο τύπος του πολυµορφισµού (A/T, A/C, A/G, C/T, 

C/G, ή G/T) επιδρούν επίσης στην κινητικότητα του συγκεκριµένου ετερόδιπλου 

µορίου κάτω από συγκεκριµένες αποδιατακτικές συνθήκες. Έτσι, όλοι οι παράγοντες 

που επηρεάζουν την κινητικότητα των ετερόδιπλων µορίων σε µία µεθοδολογία 

τριχοειδούς, θα επηρεάσουν και την τεχνική της ηλεκτροφόρησης τριχοειδούς µε 

βαθµίδωση θερµοκρασίας. Η διαδικασία της τεχνικής αυτής πραγµατοποιήθηκε σε 

εξωτερικό εργαστήριο και εποµένως δεν θα περιγραφεί περαιτέρω.   
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6. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

6.1. Κατάταξη των ασθενών 
 

Τα δείγµατα από τους 78 ασθενείς της παρούσας µελέτης (58 φρέσκα 

δείγµατα κολονοσκοπήσεων και 20 δείγµατα αρχείου) χωρίστηκαν ανάλογα µε το 

αποτέλεσµα της ιστοπαθολογικής ανάλυσης σε 4 οµάδες: 

 Την οµάδα GI, η οποία αποτελείται από 13 υγιή άτοµα και χωρίς οικογενειακό 

ιστορικό για κάποια µορφή νεοπλασίας. 

 Την οµάδα GII, η οποία περιλαµβάνει 24 ασθενείς µε πολύποδες χαµηλού 

ογκογενετικού δυναµικού, στους οποίους εντάσσονται οι δυσπλαστικές 

αλλοιώσεις των εντερικών κρυπτών (ACF), οι υπερπλαστικοί, οι µικτοί, οι 

φλεγµονώδεις και οι σωληνωτοί πολύποδες. 

 την οµάδα GIII, η οποία περιλαµβάνει 21 ασθενείς µε πολύποδες υψηλού 

ογκογενετικού δυναµικού, στους οποίους εντάσσονται οι σωληνολαχνωτοί και 

λαχνωτοί πολύποδες. 

 Την οµάδα GIV, η οποία περιλαµβάνει 20 ασθενείς µε κάποιας µορφής καρκίνου 

του παχέος εντέρου. 
 

Τα δηµογραφικά και κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά όλων των ασθενών 

της µελέτης παρουσιάζονται λεπτοµερώς στον Πίνακα 8. 

Επιπλέον στην Εικόνα 11 παρουσιάζονται χαρακτηριστικές µορφές 

φυσιολογικού επιθηλίου, πολύποδα και αδενοκαρκινώµατος του παχέος εντέρου, που 

πάρθηκαν κατά τη διάρκεια κολονοσκόπησης. 

 

 

 

 

 

 

Α. Φυσιολογικό επιθήλιο                    Β. Πολύποδας                        C. Αδενοκαρκίνωµα 
Εικόνα 11. Ενδοσκοπική εµφάνιση του παχέος εντέρου σε τρείς διαφορετικές 

περιπτώσεις. 
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  GI GII GIII GIV 
 

ΠΛΗΘΟΣ 
(N) 

 

  
13 

 
24 
 

 
21 
 

 
20 
 

ΗΛΙΚΙΑ  58 ± 18 59 ±11 63 ±13 69 ± 13 
      

ΦΥΛΟ 
 

Άντρες 
Γυναίκες 

4 
9 

15 
9 

12 
9 

11 
9 

 
ΙΣΤΟΡΙΚΟ 

  
0 

 
1 

 
3 

 
2 

      
ΘΕΣΗ 
Αριστερά 

 
 
 
 
 
 

∆εξιά 
 
 
 
 

Καµία 
πληροφορία 

 
 

Ορθό 
Σιγµοειδές 
Κατιών 

Κατιών+Σιγµοειδές 
Ορθό+Σιγµοειδές 

 
 

Εγκάρσιο 
Ανιών 
Τυφλό 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
20/24 

4 
12 
2 
2 
0 

 
2/24 

1 
0 
1 
 
2 

 
19/21 

7 
10 
2 
0 
0 
 

2/21 
1 
1 
0 
 

 
17/20 

10 
5 
1 
0 
1 
 

1/20 
0 
1 
0 
 
2 

      
ΚΑΤΗΓΟΡΙΑ 
Φυσιολογικοί 

 
Πολύποδες 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Καρκίνος 

 
 
 

Αλλοιωµένες 
κρύπτες 

Υπερπλαστικοί 
Φλεγµονώδεις 
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Πίνακας 8. ∆ηµογραφικά και κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών. 
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6.2. Έλεγχος της µικροδορυφορικής αστάθειας 

 

Ο έλεγχος της µικροδορυφορικής αστάθειας µε τους 5 δείκτες Bethesda 

(ΒΑΤ25, ΒΑΤ26, D2S123, D5S346 και D17S250), πραγµατοποιήθηκε και στους 78 

ασθενείς που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη, µε χρήση DNA από τα τρία 

βιολογικά υλικά (αίµα, παθολογικό ιστό και παρακείµενο φυσιολογικό ιστό) για κάθε 

ασθενή (εξαίρεση αποτελούν τα δείγµατα από τις παραφίνες όπου δεν υπήρχε η 

δυνατότητα χρήσης αίµατος).  

Κάθε δείκτης Bethesda αντιστοιχεί σε διαφορετικές περιοχές στο γονιδίωµα 

και το τελικό προϊόν ενίσχυσης έχει χαρακτηριστικό µοριακό βάρος, αλλά και τρόπο 

εµφάνισης στο πήκτωµα ηλεκτροφόρησης ουρίας-ακρυλαµιδίου. Συνήθως οι 

µονονουκλεοτιδικοί δείκτες BAT25 και BAT26 είναι αρκετά σταθεροί ως προς την 

εικόνα που εµφανίζουν στο πήκτωµα, ενώ αντίθετα οι δινουκλεοτιδικοί δείκτες 

D2S123, D5S346 και D17S250 δεν είναι τόσο σταθεροί γεγονός που πιθανώς να 

οφείλεται στο µεγάλο αριθµό δινουκλεοτιδικών (CA)n επαναλήψεων που 

αντιστοιχούν. Παράλληλα όµως και κάθε ασθενής εµφανίζει χαρακτηριστική εικόνα 

των επαναλήψεων για κάθε δείκτη στο πήκτωµα, η οποία αποτελεί µία φυσιολογική 

κατάσταση (όταν εµφανίζεται και στα τρία είδη δείγµατος) και θεωρείται ως το 

προσωπικό του αποτύπωµα. 

 Σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου, για κάθε ασθενή φορτώνονται στη σειρά 

τα ιχνηθετηµένα προϊόντα της PCR µε τον αντίστοιχο δείκτη Bethesda, από DNA 

αίµατος (Α), φυσιολογικού ιστού (Φ) και παθολογικού ιστού (Π), όπως περιγράφηκε 

στις παραγράφους 5.3.1 και 5.3.2. 

 Στη συνέχεια παρουσιάζονται µερικές ενδεικτικές εικόνες του αναλυτή LI-

COR DNA sequencer 4200 µετά από ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR, πέντε 

ασθενών (P35-P39), µε τους πέντε δείκτες Bethesda κατάλληλα ιχνηθετηµένους µε 

χρωστική που φθορίζει στα 700 και 800 nm, σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου 6 Μ 

(Εικόνα 12). 

 Οι δείκτες BAT25 και ΒΑΤ26 είναι αρκετά σταθεροί ως προς την 

κινητικότητα που εµφανίζουν στο πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου και ειδικοί στην 

αστάθεια µε τον φαινότυπο MSI-H, µε αποτέλεσµα πολύ σπάνια να παρατηρούνται 

πολυµορφισµοί, δηλαδή αλλαγή στον αριθµό των νουκλεοτιδίων και στα τρία είδη 

δείγµατος DNA. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα πολυµορφισµού φαίνεται στην 

Εικόνα 13 που ακολουθεί. 
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Τα τρία είδη DNA (από αίµα, φυσιολογικό και παθολογικό ιστό) των ασθενών P35-P39, ενισχύονται ξεχωριστά µε PCR µε τα πέντε ζεύγη ιχνηθετηµένων 

πριµοδοτικών αλληλουχιών, αντίστοιχες για τους 5 δείκτες Bethesda και τα προϊόντα PCR ηλεκτροφορούνται στη σειρά (αρχίζοντας µε το δείγµα από 

DNA αίµατος) σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου στον αυτόµατο αναλυτή LΙ-COR DNA Sequencer 4200 όπου και συλλέγονται τα αποτελέσµατα.

                         BAT25 

     P35         P36       P37      P38     P39 
    AΦΠ       ΑΦΠ    ΑΦΠ   ΑΦΠ  ΑΦΠ  

                         BAT26  
     P35      P36       P37       P38     P39 
   AΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ   ΑΦΠ  

                    D5S346  

    P35      P36     P37      P38       P39 
   AΦΠ   ΑΦΠ  ΑΦΠ   ΑΦΠ    ΑΦΠ  

                         D2S123 

     P35      P36         P37      P38       P39 
   AΦΠ    ΑΦΠ     ΑΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ  

                      D17S250  

     P35       P36      P37      P38     P39 
    AΦΠ    ΑΦΠ   ΑΦΠ   ΑΦΠ  ΑΦΠ  

Α: DNA από Αίµα 
Φ: DNA από Φυσιολογικό ιστό 
Π: DNA από Παθολογικό ιστό 

Εικόνα 12. Ανάλυση της µικροδορυφορικής αστάθειας µε τους πέντε δείκτες Bethesda. 
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 Όπως ήδη αναφέρθηκε, η µικροδορυφορική αστάθεια χαρακτηρίζεται από 

εισδοχές ή απαλείψεις νουκλεοτιδίων στις µικροδορυφορικές περιοχές και 

εµφανίζεται ως αλλαγή της µορφής του  DNA στο πήκτωµα µόνο στο DNA του 

παθολογικού ιστού και θεωρείται ως ένα πρόδροµο στάδιο της καρκινογένεσης. Στην 

εικόνα που ακολουθεί (Εικόνα 14) εµφανίζονται χαρακτηριστικές περιπτώσεις 

µικροδορυφορικής αστάθειας. 

  

 

 

 

 

 

 

 
             
 

 

      Εικόνα 13. Ανάλυση της µικροδορυφορικής αστάθειας µε τον δείκτη BAT26.  

Τα τρία είδη DNA (από αίµα, φυσιολογικό και παθολογικό ιστό) των ασθενών P1-P10, 

ενισχύθηκαν µε τις ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες του δείκτη BAT26 και τα 

προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου στον 

αναλυτή LΙ-COR DNA Sequencer 4200. 

 
 Στην Εικόνα 13 ο ασθενής P8 εµφάνισε στο πήκτωµα επιπλέον ζώνες, 

µικρότερου µοριακού βάρους και στα τρία είδη DNA. Το γεγονός αυτό θεωρείται 

πολυµορφισµός και φαίνεται να συµβαίνει µόνο στο ένα από τα δύο αλληλόµορφα 

του DNA αφού εµφανίζονται και οι ζώνες µεγαλύτερου µοριακού βάρους. Κανένα 

από τα δείγµατα που παρουσιάστηκαν στις εικόνες 12 και 13 δεν φέρουν τον 

φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας και για το λόγο αυτό χαρακτηρίζονται 

ως  MSS (σταθεροί στη µικροδορυφορική αστάθεια).  

  ΒΑΤ26 
 

      P1      P2        P3       P4       P5       P6      P7       P8       P9     P10 
   ΑΦΠ  ΑΦΠ   ΑΦΠ  ΑΦΠ  ΑΦΠ  ΑΦΠ  ΑΦΠ  ΑΦΠ  ΑΦΠ ΑΦΠ 

Α: DNA από Αίµα 
Φ: DNA από Φυσιολογικό ιστό 
Π: DNA από Παθολογικό ιστό 
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Τα τρία είδη DNA των ασθενών P11-P15, ενισχύονται ξεχωριστά µε τις ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες, ειδικές για τους 5 δείκτες Bethesda. 

Αρχίζοντας µε το δείγµα DNA αίµατος, τα προϊόντα PCR φορτώνονται σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου και αναλύονται στον αναλυτή LI-COR. Τα βέλη 

δείχνουν τις επιπλέον ζώνες που εµφανίζονται στην εικόνα του DNA του παθολογικού ιστού, στο πήκτωµα, δηλαδή την ένδειξη της µικροδορυφορικής 

αστάθειας.

      
 
                               

                                BAT25   

       P11        P12          P13     P14       P15 
     ΑΦΠ     ΑΦΠ       ΑΦΠ  ΑΦΠ    ΑΦΠ 

                      BAT26 

  P11       P12       P13      P14      P15      
ΑΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ   ΑΦΠ 
 

                       D2S123 
  P11        P12       P13       P14     P15 
ΑΦΠ     ΑΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ   ΑΦΠ 

D5S346 

     P11       P12        P13       P14      P15 
   ΑΦΠ     ΑΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ    ΑΦΠ 

                             D17S250 

       P11      P12      P13        P14       P15 
     ΑΦΠ   ΑΦΠ   ΑΦΠ     ΑΦΠ    Α Φ Π 

A: DNA από Αίµα 
Φ: DNA από Φυσιολογικό ιστό 
Π: DNA από Παθολογικό ιστό

         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 14. Η µικροδορυφορική αστάθεια στους πέντε δείκτες Bethesda. 
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Όπως παρατηρούµε από την Εικόνα 14, στο δείγµα DNA του παθολογικού 

ιστού του ασθενούς P11 εµφανίζονται επιπλέον ζώνες (όπως δείχνουν και τα βέλη) 

µικρότερου µοριακού βάρους για τους δείκτες BAT25, BAT26, D2S123 και 

D17S250 αλλά και µεγαλύτερου µοριακού βάρους στον δείκτη D5S346. Το γεγονός 

αυτό είναι ένδειξη µικροδορυφορικής αστάθειας και πιο συγκεκριµένα µείωση ή 

αύξηση αντίστοιχα, στο ένα αλληλόµορφο του DNA, του αριθµού των 

νουκλεοτιδικών επαναλήψεων, µε αποτέλεσµα όταν το τελικό προϊόν είναι 

µικρότερου µοριακού βάρους σε σχέση µε το φυσιολογικό να εµφανίζεται πιο χαµηλά 

στο πήκτωµα  ή µεγαλύτερου µοριακού βάρους και να εµφανίζεται πιο ψηλά στο 

πήκτωµα. 

Επιπλέον το δείγµα DNA του παθολογικού ιστού του ασθενούς P12, στον 

δείκτη D5S346 εµφανίζει διαφορετική κατανοµή στην πυκνότητα των ζωνών 

µεγαλύτερου µοριακού βάρους, γεγονός που υποδηλώνει επίσης την ύπαρξη 

µικροδορυφορικής αστάθειας. 

Προκύπτει λοιπόν ότι ο ασθενής P11 εµφανίζει αστάθεια στο δείγµα DNA 

του παθολογικού ιστού, σε όλους τους δείκτες και για τον λόγο αυτό χαρακτηρίζεται 

ως MSI-H (υψηλής µικροδορυφορικής αστάθειας). Ο ασθενής P12 εµφανίζει 

αστάθεια στο DNA του παθολογικού ιστού µόνο στον δείκτη D5S346 και για το λόγο 

αυτό κατατάσσεται ως MSI-L (χαµηλής µικροδορυφορικής αστάθειας) ενώ οι 

υπόλοιποι 3 ασθενείς (P13, P14 και P15) της ίδιας εικόνας (Εικόνα 14) δεν 

εµφανίζουν αστάθεια, σε κανέναν από τους πέντε δείκτες Bethesda και εποµένως 

χαρακτηρίζονται ως MSS (σταθεροί στη µικροδορυφορική αστάθεια). Τα 

αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν εκτελώντας επιπλέον  δύο φορές την ανάλυση της 

µικροδορυφορικής αστάθειας αρχίζοντας από το στάδιο της ενίσχυσης τις 

αντίστοιχης περιοχής µε τους δείκτες Bethesda. 

Τα αποτελέσµατα που τελικά προέκυψαν από την ανάλυση της 

µικροδορυφορικής αστάθειας µε τους πέντε δείκτες Bethesda στο σύνολο των 78 

ασθενών καταγράφονται στον Πίνακα 9 και έχουν ως εξής: 

Τρείς (3) ασθενείς (ένας της οµάδας GIIΙ και δύο της οµάδας GIV) κατατάχθηκαν ως 

MSI-H διότι έφεραν αστάθεια σε όλους τους δείκτες Bethesda. 

∆έκα (10) ασθενείς (τρεις της οµάδας GIII και 7 της οµάδας GIV) κατατάχθηκαν ως 

MSI-L διότι έφεραν αστάθεια σε έναν από τους πέντε δείκτες Bethesda. 

Εξήντα πέντε (65) ασθενείς (83%) κατατάχθηκαν ως MSS διότι δεν έδειξαν αστάθεια 

σε κανέναν από τους πέντε δείκτες Bethesda. 
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 Ειδικότερα, το ποσοστό εµφάνισης του φαινοτύπου της µικροδορυφορικής 

αστάθειας για την οµάδα GI (υγιή άτοµα) είναι: 100% (13/13) ΜSS, 0% (0/13) MSI-

L και 0% (0/13) MSI-H. Για την οµάδα GII (άτοµα µε πολύποδες χαµηλού 

ογκογενετικού δυναµικού) το αντίστοιχο ποσοστό είναι: 100% (24/24) ΜSS, 0% 

(0/24) MSI-L και 0% (0/24) MSI-H. Για την οµάδα GIII (άτοµα µε πολύποδες 

υψηλού ογκογενετικού δυναµικού) το αντίστοιχο ποσοστό είναι: 81% (17/21) ΜSS, 

14% (3/21) MSI-L, 5% (1/21) MSI-H. Τέλος για την οµάδα GΙV (άτοµα µε καρκίνο) 

τα αντίστοιχα ποσοστά είναι: 55% (11/20) MSS, 35% (7/20) ΜSI-L και 10% (2/20) 

MSI-H.  

  Όπως προκύπτει από τα παραπάνω, τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής 

αστάθειας (MSI-H ή MSI-L), παρουσιάζουν µόνο οι ασθενείς µε καρκίνο (οµάδα 

GΙV) ή πολύποδες µε υψηλό ογκογενετικό δυναµικό (οµάδα GIII). Είναι προφανές 

λοιπόν, ότι ο φαινότυπος της µικροδορυφορικής αστάθειας δεν εµφανίζεται σε 

φυσιολογικούς ιστούς αλλά ούτε και στα πρόδροµα στάδια µετασχηµατισµού του 

φυσιολογικού επιθηλίου του παχέος εντέρου, όπως οι µεικτοί, οι φλεγµονώδεις και οι 

σωληνωτοί πολύποδες (οµάδα GII). Η µικροδορυφορική αστάθεια φαίνεται να 

αρχίζει από τους σωληνολαχνωτούς και λαχνωτούς πολύποδες (οµάδα GΙΙΙ) και να 

γίνεται πιο έντονη στα αδενοκαρκινώµατα (οµάδα GΙV). 

Μια λεπτοµερής περιγραφή µε βάση το ιστορικό, την ηλικία, το φύλο, την 

ιστοπαθολογική διάγνωση και την οµάδα κατάταξης των ασθενών µε τον φαινότυπο 

MSI-H και MSI-L, παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 9). 
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ΑΣΘΕΝΗΣ 
 

ΦΥΛΟ 
 

ΗΛΙΚΙΑ 
 

∆ΙΑΓΝΩΣΗ 
 

ΟΜΑ∆Α 
 

ΙΣΤΟΡΙΚΟ 
 

ΦΑΙΝΟΤΥΠΟΣ 
 

∆ΕΙΚΤΕΣ 
ΜΕ 

ΑΣΤΑΘΕΙΑ
P28 Γ      66 ΣΛ. Πολύποδας Ορθού GIII - MSI-H ΟΛΟΙ 

P11 Γ     39 Μάζα Ορθού GIV πατέρας & θείος MSI-H ΟΛΟΙ 

P74 Α      75 Αδενοκαρκίνωµα GIV - MSI-H ΟΛΟΙ 

P12 Γ       67 ΣΛ. Πολύποδας Ορθού GIII - MSI-L D5S346

P23 A       60 ΣΛ. Πολύποδας  Ανιόντος GIII - MSI-L D17S250

P44 Α       62 Λ. Πολύποδας Ορθού GIII - MSI-L D5S346

P15 A       58 Καρκίνος Σιγµοειδούς GIV - MSI-L D2S123

P17 A       72 Σ. Πολύποδας & Καρκίνος GIV - MSI-L D17S250

P18 A       78 Σ. Πολύποδας & Καρκίνος GIV - MSI-L D5S346

P24 Γ       70 Καρκίνος Ορθού & Μαστού GIV - MSI-L D17S250

P33 Α       62 Λ. Πολύποδας & Καρκίνος GIV - MSI-L D2S123

P67 Α       82 Αδενοκαρκίνωµα GIV - MSI-L D2S123

P69 Γ       76 Αδενοκαρκίνωµα GIV - MSI-L D5S346

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Πίνακας 9. Κλινικο-εργαστηριακά χαρακτηριστικά ασθενών που εµφανίζουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας. 

    Γ: Γυναίκα, Α: Άντρας, Σ.: Σωληνοειδής, Λ.: Λαχνωτός, ΣΛ.: Σωληνολαχνωτός Πολύποδας 
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Με βάση τα στοιχεία του Πίνακα 9 µπορούν να εξαχθούν τα παρακάτω 

συµπεράσµατα όσων αφορά τους 13 ασθενείς µε τον φαινότυπο της 

µικροδορυφορικής αστάθειας MSI-H και MSI-L: 

 

1. Ο ασθενής P11 πληρεί τόσο τα κριτήρια Amsterdam, όσο και τα κριτήρια 

Bethesda (Πίνακας 1, εισαγωγικό µέρος) και εποµένως θεωρείται υποψήφιος 

για το σύνδροµο του Κληρονοµικού µη-πολυποδιακού καρκίνου του παχέος 

εντέρου (ΗΝPCC). Οι υπόλοιποι ασθενείς, λόγω αρνητικού ιστορικού, 

κατατάσσονται στο µονοπάτι των σποραδικών καρκίνων του παχέος εντέρου.  

2. Ο φαινότυπος της µικροδορυφορικής αστάθειας εµφανίζεται αρχικά στα 

όψιµα στάδια των πολυπόδων στο παχύ έντερο (σωληνολαχνωτούς και 

λαχνωτούς) (οµάδα GIII) και η συχνότητά τους αυξάνεται κατά την 

µετέπειτα εξέλιξή τους, σε αδενοκαρκινώµατα και καρκίνους του παχέος 

εντέρου (οµάδα GIV). 

3. Από τους πέντε δείκτες Bethesda, οι δείκτες BAT25 και BAT26 εµφανίζουν 

αστάθεια µόνο στους ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-H µε ποσοστό 

εµφάνισης 23% (ή 3/13  ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-H ή MSI-L ) ενώ οι 

υπόλοιποι δείκτες εµφανίζουν αστάθεια και στους ασθενείς µε τον φαινότυπο 

MSI-L (πιο συχνά ο D5S346 µε ποσοστό 54% (7/13 ασθενείς) και λιγότερο οι 

δείκτες  D2S123 και D17S250, µε παρόµοιο ποσοστό εµφάνισης 46% (ή 6/13 

ασθενείς µε τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας), κάνοντας έτσι 

σηµαντική τη χρήση τους.  

4. Όλοι οι ασθενείς που εµφάνισαν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής 

αστάθειας είναι ηλικίας άνω των 60 ετών. Εξαίρεση αποτελεί ο ασθενής P11, 

γεγονός που ενισχύει την άποψη ότι πρόκειται για ασθενή µε το σύνδροµο 

HNPCC 

 

Επιπλέον από το σύνολο των 78 ασθενών που µελετήθηκαν ως προς τον 

έλεγχο της µικροδορυφορικής αστάθειας, εξάγονται τα εξής συµπεράσµατα: 

1. Η µικροδορυφορική αστάθεια (MSI-H και MSI-L) εµφανίζεται σε ποσοστό 

15.6% στο σύνολο των σποραδικών καρκίνων, αριθµός που συµφωνεί µε τα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα. 

2. Στους σποραδικούς καρκίνους της παρούσας µελέτης, η εµφάνιση της 

µικροδορυφορικής αστάθειας φαίνεται να είναι άµεσα συνυφασµένη µε την 
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ηλικία, γεγονός όµως που δυσχεραίνει την προεπιλογή των ασθενών για τον 

συγκεκριµένο έλεγχο. 

3. Εκτός από τον ασθενή P11 που ανήκει στο σύνδροµο HNPCC, κανένας άλλος 

µε οικογενειακό ιστορικό θετικό σε καρκίνο και µε διαγνωσµένο καρκίνο δεν 

εµφάνισε µικροδορυφορική αστάθεια. Το γεγονός αυτό οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι οι καρκίνοι αυτοί προήλθαν από ένα άλλο µονοπάτι 

καρκινογένεσης, πιθανώς οφειλόµενο σε γενετικές µεταλλάξεις σηµαντικών 

γονιδίων που εµπλέκονται στον καρκίνο του παχέος εντέρου. 

4. Κανένα από τα υγιή άτοµα της µελέτης µας δεν έδειξε αστάθεια σε κάποιον 

από τους πέντε δείκτες Bethesda, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

µικροδορυφορική αστάθεια δεν είναι ένα τυχαίο γεγονός.  

5. Η εµφάνιση πολυµορφισµού στον ασθενή P8 (Εικόνα 13) µε τον δείκτη 

ΒΑΤ26 µπορεί να θεωρήθηκε µία φυσιολογική κατάσταση όµως είναι µία 

σπάνια περίπτωση για τον συγκεκριµένο δείκτη και χρήζει επιπλέον µελέτη. 

6. Τέλος η µικροδορυφορική αστάθεια είναι ένα φαινοτυπικό χαρακτηριστικό 

που δεν εµφανίζεται στα πρώιµα στάδια εξέλιξης του καρκίνου του παχέος 

εντέρου, αλλά στον µετέπειτα σχηµατισµό σωληνολαχνωτών και λαχνωτών  

πολυπόδων, ικανός να αποτελέσει έναν σηµαντικό διαγνωστικό δείκτη 

εξέλιξης της νόσου. 
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6.3. Έλεγχος της µεθυλίωσης  

 
Ο έλεγχος της µεθυλίωσης στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και 

MGMT βασίζεται στην χηµική µετατροπή των µη-µεθυλιωµένων βάσεων κυτοσίνης 

του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο και την µετέπειτα ενίσχυση της περιοχής των 

υποκινητών των γονιδίων αυτών µε PCR, µε δύο ζεύγη κατάλληλα τροποποιηµένων 

πριµοδοτικών αλληλουχιών για το κάθε γονίδιο (ένα ζεύγος για την περίπτωση 

ύπαρξης µεθυλίωσης και ένα ζεύγος για την ύπαρξη µη-µεθυλιωµένης περιοχής). 

Με τον τρόπο αυτό, όλα τα δείγµατα DNA από τα τρία είδη (αίµα, 

φυσιολογικό και παθολογικό ιστό) των 78 ατόµων που χρησιµοποιήθηκαν στην 

παρούσα εργασία, ελέγχθηκαν ως προς την εµφάνιση µεθυλίωσης σε συγκεκριµένες 

περιοχές των υποκινητών των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT.  

Έτσι αφού το DNA των δειγµάτων επεξεργάστηκε αρχικά µε όξινο θειώδες 

νάτριο (παράγραφος 5.4.1.), υποβλήθηκε στη συνέχεια σε ειδική για µεθυλίωση PCR 

µε τις αντίστοιχες για κάθε γονίδιο πριµοδοτικές αλληλουχίες (Πίνακας 6). Τέλος, τα 

προϊόντα της κάθε PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 

2.5% όπου ελέγχτηκαν και αξιολογήθηκαν κάτω από ακτινοβολία UV.    

Πρέπει να σηµειωθεί ότι σε κάθε ειδική για µεθυλίωση PCR ενισχύονται και 

δύο δείγµατα γνωστά για την ύπαρξη µεθυλίωσης ή µη στον αντίστοιχο υποκινητή 

των γονιδίων και αποτελούν το θετικό και αρνητικό µάρτυρα της αντίδρασης PCR. 

Με τον τρόπο αυτό ελέγχεται κάθε φορά και η αξιοπιστία των αποτελεσµάτων του 

ελέγχου για µεθυλίωση.  

Στη συνέχεια παρουσιάζονται χαρακτηριστικές εικόνες (Εικόνα 15) από το 

αποτέλεσµα ελέγχου της µεθυλίωσης στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 

και MGMT, από δείγµατα που ενισχύθηκαν µε PCR µε τις ειδικά τροποποιηµένες για 

κάθε γονίδιο πριµοδοτικές αλληλουχίες, ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 

συγκέντρωσης 2.5% και έγιναν ορατά µε την χρήση λυχνίας UV. 

 

 

 

 

 

                    

                                                                                                     



    90                                           Αποτελέσµατα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αρνητικός 
Μάρτυρας    P11 P22 

Θετικός 
Μάρτυρας P28 P33 P43 P50 

  MW  U  M   U   M   U   M   U   M   U   M    U   M   U   M    U   M   MW 

hMLH1 

124bp 
115bp 

P16
Αρνητικός 
Μάρτυρας   P11 P22 Θετικός 

Μάρτυρας P28  P33  P43 P50 

  MW  U  M    U  M    U  M    U   M    U  M    U   M    U   M   U   M   MW 

234bp 
234bp 

MW: Μοριακά Βάρη  
M: Μεθυλιωµένος υποκινητής 
U: Μη-Μεθυλιωµένος υποκινητής 

MGMT 
      Αρνητικός 
      Μάρτυρας   P11 P22 

Θετικός 
Μάρτυρας P28 P33 P43 P50

 MW  U   M   U   M   U   M     U   M    U   M    U   M    U   M    U    M  MW 

  133bp 

121bp 

Εικόνα 15. Ανάλυση των προϊόντων της ειδικής για µεθυλίωση PCR στα γονίδια 

hMLH1, P16 και MGMT. 

Σε πήκτωµα αγαρόζης 2.5% φορτώνονται τα προϊόντα της PCR (δύο για κάθε ασθενή) 

ενισχυµένα µε τις κατάλληλες πριµοδοτικές αλληλουχίες για κάθε γονίδιο (hMLH1, P16 και 

MGMT) και για την αντίστοιχη περιοχή του υποκινητή (µεθυλιωµένης ή µη-µεθυλιωµένης). Η 

εµφάνιση ζώνης στο πήκτωµα από το προϊόν PCR ειδικό για µεθυλίωση, συνεπάγεται την 

ένδειξη ότι ο αντίστοιχος υποκινητής είναι µεθυλιωµένος και αντίστοιχα για τα προϊόντα µη-

µεθυλίωσης. Το DNA που ενισχύθηκε προέρχεται από τον παθολογικό ιστό των ασθενών P11, 

P22, P28, P33, P43 και P50. 
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 Όπως φαίνεται στην Εικόνα 15, ο υποκινητής του γονιδίου hMLH1 είναι 

µεθυλιωµένος (στο ένα αλληλόµορφο του DNA) στα δείγµατα DNA παθολογικού 

ιστού των ασθενών P11 και P28. O υποκινητής του γονιδίου P16 είναι µεθυλιωµένος 

στα δείγµατα παθολογικού ιστού των ασθενών P11, P28 και P43. Ενώ αντίστοιχα ο 

υποκινητής του γονιδίου MGMT, είναι µεθυλιωµένος στα δείγµατα του παθολογικού 

ιστού των ασθενών P11, P28, P33 και P50. Και στις τρεις περιπτώσεις των γονιδίων, 

η µεθυλίωση στα δείγµατα παρατηρείται πάντα σε συνδυασµό και µε το µη-

µεθυλιωµένο προϊόν PCR (ζώνη µη-µεθυλίωσης), γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

µεθυλίωση στον υποκινητή των γονιδίων αυτών συµβαίνει είτε στο ένα αλληλόµορφο 

του DNA τους, ή σε µερικά µόνο κύτταρα του ιστού που ελέγχεται.      

 Από τον έλεγχο της µεθυλίωσης στους φυσιολογικούς ιστούς και το αίµα των 

ίδιων ασθενών της παραπάνω εικόνας, τα αποτελέσµατα που προέκυψαν ήταν 

αρνητικά για τους υποκινητές των γονιδίων hMLH1 και P16 ενώ αντίθετα στον 

υποκινητή του γονιδίου MGMT τα δείγµατα DNA αίµατος και φυσιολογικού ιστού 

των ασθενών P28 και P33 εµφανίζουν µεθυλίωση. Το ίδιο παρατηρήθηκε και σε 19 

από τα υπόλοιπα εξεταζόµενα δείγµατα της παρούσας εργασίας, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου MGMT, σε αντίθεση µε 

τους υποκινητές των άλλων δύο γονιδίων hMLH1 και P16, είναι ένα γεγονός που 

µπορεί να παρατηρηθεί στο DNA των παρακείµενων φυσιολογικών ιστών και του 

αίµατος. Μάλιστα για τα δύο αυτά είδη δείγµατος DNA (φυσιολογικού ιστού και 

αίµα) η εµφάνιση ή µή της µεθυλίωσης εµφανίστηκε σε παρόµοια ποσοστά σε όλα τα 

21 συνολικά δείγµατα. 

 Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν για όλα τα δείγµατα DNA παθολογικού 

ιστού καθώς και για το DNA από αίµα (µόνο για τον υποκινητή του γονιδίου MGMT) 

σε σχέση µε την εµφάνιση µεθυλίωσης ή µη στον υποκινητή των γονιδίων hMLH1, 

P16 και MGMT καταγράφονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 10). Όπως 

αναφέρθηκε και προηγουµένως µεθυλίωση στο DNA από αίµα και φυσιολογικό ιστό 

δεν ανιχνεύθηκε στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1 και P16 και για τον λόγο 

αυτό δεν συµπεριλαµβάνονται στον Πίνακα 10. Επιπλέον στον ίδιο πίνακα δεν 

καταγράφονται τα δείγµατα DNA φυσιολογικού ιστού που εµφάνισαν µεθυλίωση στο 

υποκινητή του γονιδίου MGMT, διότι είναι παρόµοια µε αυτά στο αντίστοιχο DNA 

από αίµα.   
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hMLH1 

(Ιστός) 

P16 

(Ιστός) 

MGMT 

(Ιστός) 

MGMT 

(Αίµα)* 

 

Οµάδα 

Ασθενών M U M U M U M U 

GI  

(Ν = 13) 

4/13 

(31%) 

9/13 

(69%) 

2/13 

(15%) 

11/13 

(85%) 

6/13 

(46%) 

7/13 

(54%) 

5/13 

(39%) 

8/13 

(61%) 

GII  

(Ν = 24) 

10/24 

(42%) 

p = 0.515 

14/24 

(58%) 

8/24 

(33%) 

p = 0.245 

16/24 

(67%) 

9/24 

(38%) 

p = 0.639 

15/24 

(62%) 

2/18 

(11%) 

p = 0.077 

16/18 

(89%) 

GIII 

(Ν = 21) 

10/21 

(48%) 

p = 0.668 

11/21 

(52%) 

14/21 

(67%) 

p = 0.028** 

7/21 

(33%) 

16/21 

(76%) 

p = 0.014** 

5/21 

(24%) 

7/17 

(41%) 

p = 0.050** 

10/17 

(59%) 

GIV  

(Ν = 20) 

13/20 

(65%) 

p = 0.279 

7/20 

(35%) 

14/20 

(70%) 

p = 0.837 

6/20 

(30%) 

18/20 

(90%) 

p = 0.242 

2/20 

(10%) 

7/11 

(64%) 

p = 0.245 

4/11 

(36%) 

 
Πίνακας 10. Αποτελέσµατα ελέγχου της µεθυλίωσης στους υποκινητές των γονιδίων 

hMLH1, P16 και MGMT για τις τέσσερεις οµάδες ασθενών.   

Μ: µεθυλίωση στον υποκινητή, U: µη-µεθυλίωση στον υποκινητή 

* Για τα παλαιότερα δείγµατα βιοψιών σε παραφίνη δεν υπήρχε η δυνατότητα ελέγχου στο 
αντίστοιχο αίµα.  
** Στατιστικά σηµαντικό ως προς την προηγούµενη οµάδα. 
 

Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, σε όλα τα δείγµατα που µελετήθηκαν, 

οι υποκινητές των γονιδίων hMLH1 και P16 εµφάνισαν µεθυλίωση µόνο στο DNA 

του παθολογικού ιστού σε αντίθεση µε τον υποκινητή του γονιδίου MGMT που 

εµφανίζει µεθυλίωση τόσο στο DNA του παθολογικού ιστού, όσο και στο DNA από 

το αίµα. Όπως φαίνεται και από τον Πίνακα 10, τα ποσοστά µεθυλίωσης για την  

οµάδα GI στον υποκινητή του γονιδίου MGMT είναι περίπου ίδια (39% στο αίµα 

έναντι 46% στον ιστό), ενώ αυτά διαφοροποιούνται στους ασθενείς των οµάδων GII, 

GIII και GIV, όπου εµφανίζονται υψηλότερα τα ποσοστά στον ιστό από το αντίστοιχο 

δείγµα αίµατος (38% στο ιστό έναντι 11% στο αίµα για την οµάδα GII, 76% στο ιστό 

έναντι 41% στο αίµα για την οµάδα GIII και αντίστοιχα 90% έναντι 64% για την 

οµάδα GIV). Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η µεθυλίωση στον υποκινητή 

του γονιδίου MGMT στις οµάδες αυτές είναι ειδική και ιστολογικά εξαρτώµενη.  
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Παράλληλα, η συχνότητα µεθυλίωσης για κάθε υποκινητή γονιδίου, στον 

παθολογικό ιστό, παρουσιάζει αύξηση από την οµάδα GI (31, 15 και 46% για τα 

γονίδια hMLH1, P16 και MGMT αντίστοιχα) στην οµάδα GII (42, 33 και 38%), στην 

οµάδα GIII (48, 67 και 76%) και επιπλέον στην οµάδα GIV (65, 70 και 90%). Σε 

µερικές µάλιστα περιπτώσεις η µεταβολή του ποσοστού µεθυλίωσης µεταξύ των 

οµάδων είναι στατιστικά σηµαντική (p=0.028 και p=0.014 µεταξύ των οµάδων GII 

και GIII στους υποκινητές των γονιδίων P16 και MGMT). Είναι σηµαντικό επίσης να 

τονιστεί ότι αντίστοιχα αυξάνεται και η συχνότητα εµφάνισης της µεθυλίωσης στους 

δύο ή τρείς υποκινητές ταυτόχρονα στον ίδιο ασθενή (4/13 ή 31% για την οµάδα GI, 

7/24 ή 29% για την οµάδα GIΙ, 13/21 ή 62% για την οµάδα GIII και 14/20 ή 70% για 

την οµάδα GIV αντίστοιχα). Σε κάθε οµάδα, ο υποκινητής του γονιδίου MGMT 

εµφανίζει τα υψηλότερα ποσοστά µεθυλίωσης, ακολουθούµενος είτε από τον 

υποκινητή του γονιδίου P16 στις οµάδες GIII και GIV ή από τον υποκινητή του 

γονιδίου  hMLH1 στις οµάδες GI και GII.  

Η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου P16, συνήθως συνοδεύεται από 

ταυτόχρονη µεθυλίωση στους υποκινητές του ενός ή και των δύο άλλων γονιδίων 

(5/8 ή 62% για την οµάδα GII και 13/14 ή 93% για τις οµάδες GIIΙ και GIV 

αντίστοιχα), µε εξαίρεση στην οµάδα GI. Αντίθετα, η µεθυλίωση στον υποκινητή του 

γονιδίου MGMT παρουσιάζει διαφορετική εικόνα και συνήθως δεν συνοδεύεται από 

µεθυλίωση στους υποκινητές των άλλων δύο γονιδίων (5/9 ή 56%, 6/16 ή 38% και 

5/18 ή 28% για τις οµάδες GII, GIIΙ και GIV αντίστοιχα). 

Επιπλέον, η µεθυλίωση συνδέεται µε την ηλικία µόνο στην οµάδα GI αφού 

µόνο οι ασθενείς άνω των εξήντα ετών εµφανίζουν µεθυλίωση σε κάποιον από τους 

υποκινητές των γονιδίων που µελετώνται, µε εξαίρεση στον υποκινητή του γονιδίου 

MGMT που αφορά µία γυναίκα 28 ετών (Εικόνα 16). 

Από τους 24 ασθενείς της οµάδας GII οι 19 (79%) έδειξαν µεθυλίωση σε έναν 

τουλάχιστον υποκινητή από τα τρία γονίδια που εξετάζονται, ενώ 5 ασθενείς (21%) 

δεν εµφανίζουν µεθυλίωση σε κάποιον υποκινητή. Οι ασθενείς αυτοί φέρουν 

υπερπλαστικούς ή µεικτούς πολύποδες, µία κατηγορία πολυπόδων χαµηλής 

ογκογενετικής δυναµικότητας. Αντίθετα όλοι  οι ασθενείς της κατηγορίας GIIΙ µε 

λαχνωτούς και σωληνολαχνωτούς πολύποδες καθώς και όλοι οι  ασθενείς της 

κατηγορίας GIV, µε κάποια µορφή καρκίνου, εµφανίζουν µεθυλίωση σε έναν 

τουλάχιστον από τους τρείς υποκινητές, γεγονός που υποδηλώνει το σηµαντικό ρόλο 

της µεθυλίωσης στην εξέλιξη του καρκίνου του παχέος εντέρου.  
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Κάθε σειρά αντιστοιχεί σε ένα άτοµο ενώ τα µαυρισµένα κουτάκια δείχνουν την ύπαρξη µεθυλίωσης στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και 

MGMT ή αντίστοιχα τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας (MSI). Αναγράφονται επίσης οι τρεις περιπτώσεις ασθενών µε τον φαινότυπο MSI-H. 

                 N = 24        
                     
                      
                    N = 21         
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Εικόνα 16. Η µ  στους υποκινητές των 3 γονιδίων και ο φαινότυπος για τις τέσσερεις οµάδες ών. εθυλίωση  MSI ασθεν
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Τα αποτελέσµατα του ελέγχου της µεθυλίωσης στους υποκινητές των 

γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT επιβεβαιώθηκαν στα θετικά δείγµατα για 

µεθυλίωση, µε αλληλούχιση των αντίστοιχων µεθυλιωµένων και µη µεθυλιωµένων 

προϊόντων PCR, για κάθε δείγµα, µετά τη επεξεργασία τους µε όξινο θειώδες νάτριο. 

Τα προϊόντα αλληλούχισης ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου και 

αναλύθηκαν στον αυτόµατο αναλυτή LI-COR DNA Sequencer 4200. Η παρακάτω 

εικόνα (Εικόνα 17) είναι ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα αυτής της περίπτωσης. 

 
      ΑΑ                                                  ΒΒ  

      G   A  T    C       G  A  T   C 
 
 
 
 
 
 
                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17. Αλληλούχιση των προϊόντων της ειδικής για µεθυλίωση PCR του υποκινητή 

του γονιδίου hMLH1. 

Στην εικόνα παρουσιάζεται το αποτέλεσµα αλληλούχισης δύο προϊόντων PCR, ενός µη 

µεθυλιωµένου (Α) και ενός µεθυλιωµένου (Β) προϊόντος, από τον έλεγχο µεθυλίωσης στον 

υποκινητή του γονιδίου hMLH1, µετά την επεξεργασία τους µε όξινο θειώδες νάτριο και την 

ενίσχυσή τους µε κατάλληλες πριµοδοτικές αλληλουχίες (ειδικές για µεθυλιωµένο και µη 

µεθυλιωµένο προϊόν). Τα προϊόντα αλληλούχισης ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα ουρίας-

ακρυλαµιδίου στον αναλυτή LI-COR DNA Sequencer 4200. Τα βέλη δείχνουν την 

αντικατάσταση της κυτοσίνης (C) από θυµίνη (T) στο µη-µεθυλιωµένο DNA λόγω της 

επεξεργασίας τους µε όξινο θειώδες νάτριο.  

 

Όπως φαίνεται από την Εικόνα 17 στο προϊόν αλληλούχισης (B), που 

αντιστοιχεί στο προϊόν PCR µε τις ειδικές για µεθυλίωση πριµοδοτικές αλληλουχίες, 

του υποκινητή του γονιδίου hMLH1, η αλληλουχία CGC (όπως δείχνουν και τα 

βέλη), παραµένει ως έχει µετά την επεξεργασία του DNA µε όξινο θειώδες νάτριο, 
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ενώ αντίθετα στο προϊόν αλληλούχισης (Α), που αντιστοιχεί στο προϊόν PCR µε τις 

ειδικές για µη-µεθυλίωση πριµοδοτικές αλληλουχίες του υποκινητή του γονιδίου 

hMLH1, η αλληλουχία αυτή (CGC) µετατρέπεται σε (TGT), γεγονός που οφείλεται 

για την πρώτη περίπτωση στην ύπαρξη µεθυλιωµένων κυτοσινών στο DNA. 

Αντίθετα κάποιες άλλες κυτοσίνες (C) όπως εµφανίζονται στο πήκτωµα του 

προϊόντος (Β), φαίνεται να υπάρχουν τόσο µε την µορφή θυµίνης (Τ) όσο και µε την 

µορφή κυτοσίνης (C) γεγονός που υποδηλώνει είτε ότι στο ένα αλληλόµορφο του 

DNA έχει υποστεί µεθυλίωση η κυτοσίνη, ή ότι στο παρόν δείγµα περιέχεται DNA 

διαφορετικών κυττάρων κάποια από τα οποία έχουν υποστεί µεθυλίωση και άλλα όχι. 

Αν ένα δείγµα και στα δύο αλληλόµορφα ή στο σύνολο του DNA του έχει 

µεθυλιωµένες κυτοσίνες, τότε θα δεν υπήρχε καθόλου το προϊόν µη µεθυλίωσης (U)   

στην αντίδραση PCR µε τις ειδικές πριµοδοτικές αλληλουχίες µη-µεθυλίωσης, 

γεγονός που δεν προέκυψε για κανένα από τα δείγµατα της µελέτης µας.  

 

Συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα της µεθυλίωσης στον υποκινητή των γονιδίων 

hMLH1, P16 και MGMT µε τα αποτελέσµατα της µικροδορυφορικής αστάθειας 

προκύπτει ότι: 

1. Και οι τρεις ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-H εµφάνισαν µεθυλίωση στους 

υποκινητές και των τριών γονιδίων. 

2. Από τους δέκα ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L µόνο ένας (ο ασθενής 

P33) δεν εµφάνισε µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1 και 

P16, καθώς και δύο ασθενείς (P23 και P12) που δεν εµφάνισαν µεθυλίωση 

στον υποκινητή του MGMT. 

3. Ο ασθενής P8 που εµφάνισε πολυµορφισµό στον δείκτη BAT 26 αλλά όχι 

µικροδορυφορική αστάθεια, είναι θετικός στην µεθυλίωση και στους τρείς 

υποκινητές των γονιδίων ταυτόχρονα. 
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6.4. Έλεγχος της αστάθειας των γονιδίων στόχων: TGFβRII, BAX, 

IGFIIR, hMSH3, hMSH6, EGFR και c-MYB 
 

Πρωταρχικό βήµα για τον έλεγχο της αστάθειας σε γονίδια στόχους µε 

επαναλήψεις στις κωδικοποιούσες περιοχές τους, όπως τα TGFβRII, BAX, IGFIIR, 

hMSH3 και hMSH6, ή σε περιοχές των ιντρονίων τους όπως στα γονίδια EGFR και 

c-MYB, είναι η ενίσχυση µε PCR των αντίστοιχων περιοχών για κάθε γονίδιο και 

στα τρία δείγµατα DNA (αίµα, φυσιολογικός και παθολογικός ιστός) όλων των 

ασθενών. Στη συνέχεια ακολουθεί µία δεύτερη PCR µε σκοπό την ιχνηθέτιση των 

προϊόντων της µε κατάλληλα ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες και τέλος η 

ηλεκτροφόρησή τους σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου και η ανάλυσή τους στον 

αυτόµατο αναλυτή LI-COR DNA Sequencer 4200. 

Στην εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ελέγχου της αστάθειας 

στο DNA του παθολογικού ιστού του ασθενή P11 και P28 (για το γονίδιο EGFR) σε 

πέντε από τα γονίδια στόχους. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Α: DNA απόΑίµα 
Φ: DNA Φυσιολογικού ιστού 
Π: DNA Παθολογικού ιστού 

      TGFβRII               BAX 
    ΑΑ          ΦΦ          ΠΠ        ΑΑ          ΦΦ          ΠΠ        ΑΑ          ΦΦ          ΠΠ                ΑΑ          ΦΦ          ΠΠ              ΑΑ            ΠΠ    

 EGFR  hMSH3  c-MΥΒ 

  Εικόνα 18. Έλεγχος της αστάθειας στα γονίδια στόχους. 

Τα προϊόντα PCR των γονιδίων TGFβRII, BAX, hMSH3, c-MYB και EGFR (τρία για κάθε 

ασθενή για το αντίστοιχο DNA τους) αφού ενισχύθηκαν µε τις αντίστοιχες ιχνηθετηµένες 

πριµοδοτικές αλληλουχίες για το αντίστοιχο γονίδιο, ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα 

ουρίας–ακρυλαµιδίου στον αυτόµατο αναλυτή LI-COR DNA Sequencer 4200. Οι 

επιπλέον ζώνες που εµφανίζονται στην εικόνα του πηκτώµατος ή η αλλαγή στη συγκέντρωση 

των ζωνών, στο DNA του παθολογικού ιστού, συγκρινόµενα µε τα αντίστοιχα DNA από το 

αίµα και τον φυσιολογικό ιστό, όπως δείχνουν και τα βέλη, αποτελεί ένδειξη αστάθειας.  
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Όπως βλέπουµε και από την Εικόνα 18 τα δείγµατα DNA του παθολογικού 

ιστού του ασθενή P11 ή P28 (για την περίπτωση του EGFR) µετά την 

ηλεκτροφόρησή τους σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου, εµφανίζουν αστάθεια στα 

γονίδια TGFβRII, BAX, hMSH3, c-MYB και EGFR, γεγονός που υποδηλώνει 

αλλαγή στον φυσιολογικό αριθµό των µονονουκλεοτιδικών ή δινουκλεοτιδικών 

επαναλήψεων που φέρουν στις αντίστοιχες περιοχές τους.  

Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από τον έλεγχο της αστάθειας στα γονίδια 

στόχους σε όλους τους ασθενείς της παρούσας µελέτης επιβεβαιώθηκαν στη συνέχεια 

µε αλληλούχιση των αντίστοιχων δειγµάτων και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα ουρίας 

ακρυλαµιδίου 6Μ στον αναλυτή LI-COR. Η αλληλούχιση περιοχών µε µεγάλο 

αριθµό επαναλαµβανόµενων νουκλεοτιδίων είναι αρκετά δύσκολή, ειδικότερα στην 

µετέπειτα ανάγνωση της αλληλουχίας και κυρίως όταν οι αλλαγές γίνονται µόνο στο 

ένα αλληλόµορφο του DNA ή σε µερικά µόνο από τα κύτταρα του παθολογικού 

ιστού. Ο λόγος είναι ότι µετά την αύξηση ή µείωση του κανονικού αριθµού των 

επαναλαµβανόµενων νουκλεοτιδίων, η εικόνα εµφανίζεται συγκεχυµένη διότι κάθε 

αλληλόµορφο είναι διαφορετικό και ακολουθεί την δική του αλληλουχία.   

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Εικόνα 19. Επιβεβαίωση της αστάθειας στα γονίδια στόχους. 

 TGFβRII   BAX hMSH3

ΚΚααθθααρρήή  
εειικκόόνναα  

 G  A T  C  G A  T  C  G  A T  C 

ΣΣυυγγκκεεχχυυµµέέννηη  
εειικκόόνναα  

   G  A T C 

IGFIIR

Τα προϊόντα αλληλούχισης σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου των γονιδίων TGFβRII, BAX, 

hMSH3 και IGFIIR, από δείγµατα µε αστάθεια Με την αλληλούχιση των γονιδίων γίνεται 

εφικτή η επιβεβαίωση της αστάθειας λόγω της δυνατότητας ανάγνωσης της 

επαναλαµβανόµενης αλληλουχίας. Βέβαια, η εισδοχή ή απαλοιφή ενός και µόνο 

νουκλεοτιδίου στην φυσιολογική αλληλουχία του DNA προκαλεί τη δηµιουργία µίας 

συγκεχυµένης εικόνας στο πήκτωµα αφού πραγµατοποιείται µόνο στο ένα αλληλόµορφο του 

DNA. 

                                                                                                     



    99                                             Αποτελέσµατα 

                                                                                                     

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 19, τα γονίδια TGFβRII, BAX, hMSH3 και 

IGFIIR που εµφάνισαν αστάθεια στα δείγµατα του παθολογικού ιστού τους, µετά την 

ηλεκτροφόρηση των ιχνηθετηµένων προϊόντων τους σε πήκτωµα ουρίας-

ακρυλαµιδίου, επιβεβαιώθηκαν µε αλληλούχιση των προϊόντων PCR στο DNA του 

παθολογικού ιστού. Από την αλληλούχιση φαίνεται η µεταβολή του αριθµού των 

επαναλήψεων στις πολυ(Α) και πολυ(G) περιοχές που µελετώνται, καθώς και η 

συγκεχυµένη εικόνα που δηµιουργείται µετά την προσθήκη ή απαλοιφή ενός και 

µόνο νουκλεοτιδίου στην περιοχή µελέτης, αφού πραγµατοποιείται (στη 

συγκεκριµένη περίπτωση) µόνο στο ένα αλληλόµορφο του DNA. 

Τελικά, από το σύνολο των 78 ατόµων που ελέγχθηκαν στην παρούσα 

εργασία, ως προς την εµφάνιση αστάθειας στα γονίδια στόχους TGFβRII, BAX, 

IGFIIR, hMSH3, hMSH6, EGFR και c-MYB, προέκυψαν τα εξής: 

 

1. Κανένα από τα 13 υγιή άτοµα της οµάδας GI δεν εµφάνισαν αστάθεια στα 

γονίδια στόχους 

2. Από τα 24 άτοµα της οµάδας GII, κανένα δεν εµφάνισε αστάθεια στα γονίδια 

στόχους. 

3. Από τα 21 άτοµα της οµάδας GIIΙ δύο µόνο εµφάνισαν αστάθεια σε τρία από τα 

γονίδια στόχους. 

4. Από τα 20 άτοµα της οµάδας GIV, µε καρκίνο, τα τρία είναι θετικά σε αστάθεια 

των γονιδίων στόχων. 

 

Στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 11) καταγράφεται η παρατηρούµενη 

αστάθεια στα γονίδια στόχους TGFβRII, BAX, IGFIIR, hMSH3, hMSH6, EGFR και 

c-MYB  στους ασθενείς µε τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας MSI-H 

και MSI-L, καθώς και τα αποτελέσµατα της µεθυλίωσης στους υποκινητές των 

γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT για τους ίδιους ασθενείς.  

Πρέπει να σηµειωθεί ότι κανένα από τα άτοµα µε τον φαινότυπο της 

µικροδορυφορικής σταθερότητας (MSS) δεν εµφάνισαν αστάθεια σε κάποια από τα 

γονίδια στόχους.  
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ΑΣΘΕΝΗΣ ΟΜΑ∆Α           MSI TGFβRII BAX IGFIIR hMSH3 hMSH6 EGFR c-MYB hMLH1 P16 MGMT

P28 GIII            9A/10A* wt wt wt wt 18CA/19CA 16T/21T + + +
P11 GIV           MSI-H 9A/10A 7G/8G wt 7A/8A wt wt 14T/19T + + +
P74 GIV          9A/10A wt 7G/8G 7A/8A wt 19CA/21CA 15T/19T + + +
P12 GIII           wt wt wt wt wt wt wt + + -
P23 GIII            wt wt wt wt wt wt wt + + -
P44 GIII            9A/10A wt wt wt wt wt wt + + +
P15 GIV            wt wt wt wt wt wt wt + + +
P17 GIV            MSI-L wt wt wt wt wt wt wt + + +
P18 GIV            wt wt wt wt wt wt wt + + +
P24 GIV            wt wt wt wt wt wt wt + + +
P33 GIV            9A/10A wt wt wt wt wt wt - - +
P67 GIV            wt wt wt wt wt wt wt + + +
P69 GIV            wt wt wt wt wt wt wt + + +

 
Πίνακας 11. Έλεγχος αστάθειας και µεθυλίωσης των ασθενών µε τον φαινότυπο MSI-H και MSI-L. 

wt: άγριος τύπος - φυσιολογικός αριθµός στον αριθµό των νουκλεοτιδικών επαναλήψεων, +: θετικό σε µεθυλίωση στον υποκινητή  του γονιδίου 

* Οι αριθµοί δηλώνουν τον αριθµό των επαναλήψεων στις µελετώµενες περιοχές που εµφάνισαν αστάθεια. 
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Όπως προκύπτει από τον Πίνακα 11, από τους τρείς ασθενείς µε τον 

φαινότυπο MSI-H όλοι εµφάνισαν αστάθεια στα γονίδια TGFβRII και c-ΜΥΒ και 

ταυτόχρονα µεθυλίωση στους υποκινητές και των τριών γονιδίων hMLH1, P16 και 

MGMT. Επιπλέον, ο ασθενής P28 της οµάδας GIII (µε σωληνολαχνωτούς 

πολύποδες) εµφάνισε αστάθεια και στο γονίδια EGFR. Ο ασθενής P11 της οµάδας 

GΙV (µε µάζα ορθού) µε θετικό οικογενειακό ιστορικό για καρκίνο και που πιθανώς 

ανήκει στο σύνδροµο HNPCC, εµφάνισε επιπλέον αστάθεια στα γονίδια BAX και 

hMSH3. Ενώ, ο ασθενής P74 της οµάδας GΙV (µε αδενοκαρκίνωµα ανιόντος) 

εµφάνισε επιπλέον αστάθεια στα γονίδια IGFIIR, hMSH3 και EGFR. Κανένας από 

τους ασθενείς δεν εµφάνισε αστάθεια στο γονίδιο hMSH6.  

Από τους 10 ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L, µόνο δύο (ο P44 και ο P33) 

εµφάνισαν αστάθεια και µόνο στο γονίδιο TGFβRII. Επιπλέον, ο ασθενής P44 της 

οµάδας GIII (µε λαχνωτούς πολύποδες ορθού) µε αρνητικό οικογενειακό ιστορικό 

καρκίνου εµφάνισε ταυτόχρονη µεθυλίωση στους υποκινητές και των τριών 

γονιδίων. Ενώ αντίθετα, ο ασθενής P33 της οµάδας GΙV (µε καρκίνο και λαχνωτούς 

πολύποδες ορθού) επίσης µε αρνητικό οικογενειακό ιστορικό καρκίνου, παρουσίασε 

µεθυλίωση µόνο στον υποκινητή του γονιδίου MGMT. Κανένας από τους 

υπόλοιπους ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L ή MSS δεν εµφάνισαν αστάθεια σε 

κάποια από τα γονίδια στόχους. 

   

6.4.1. Έλεγχος των επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών στα γονίδια 

EGFR και c-MYB 
Η αστάθεια στα γονίδια TGFβRII, BAX, IGFIIR, hMSH3 και hMSH6 

οφείλεται στην αύξηση ή τη µείωση κατά ένα ή δύο νουκλεοτίδια στις αντίστοιχες 

πολυνουκλεοτιδικές περιοχές τους. Βρίσκονται σε κωδικοποιούσες περιοχές των 

γονιδίων αυτών και έχουν άµεση επίδραση στο προϊόν του γονιδίου και τη 

λειτουργικότητά του. Ο αριθµός των επαναλήψεων στις περιοχές αυτές είναι πολύ 

σταθερός και συγκεκριµένος και δεν έχουν παρατηρηθεί αυξοµειώσεις σε υγιή 

άτοµα. 

Αντίθετα στα γονίδια EGFR και c-MYB, οι περιοχές που µελετώνται 

βρίσκονται σε µή-κωδικοποιούσες περιοχές των γονιδίων (ιντρόνια) και έχουν 

παρατηρηθεί αυξοµειώσεις στον αριθµό των επαναλαµβανόµενων νουκλεοτιδίων 

ακόµα και σε υγιή άτοµα διαφορετικής εθνικότητας. Έχει επίσης αποδειχθεί ότι 
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αύξηση στον αριθµό των 16 πολυ(CA) επαναλήψεων σε 17 έως 21 για το γονίδιο 

EGFR, καθώς και µείωση στον αριθµό των 19 πολυ(Τ) επαναλήψεων του γονιδίου c-

MYB συµβάλουν  στην µείωση της ενεργότητας και ταυτόχρονα της µεταγραφικής 

ικανότητας των γονιδίων αυτών. 

Έτσι στην παρούσα εργασία θεωρήθηκε σηµαντικό στα γονίδια EGFR και c-

MYB να γίνει πέραν του ελέγχου της αστάθειάς τους, ως γονίδια στόχοι του 

ελαττωµατικού συστήµατος MMR και επιπλέον έλεγχος όσων αφορά τον αριθµό των 

πολυ(CA) και πολυ(Τ) επαναλήψεων για τα αντίστοιχα γονίδια, στους ασθενείς των 

διαφορετικών οµάδων της παρούσας µελέτης. 

Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 20) παρουσιάζονται τα ιχνηθετηµένα 

προϊόντα της PCR των επαναλήψεων του γονιδίου EGFR τυχαίων ασθενών σε 

πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου. Κάθε ασθενής παρουσιάζει διαφορετική κατανοµή 

των ζωνών πάνω στο πήκτωµα, γεγονός που όπως αναφέρθηκε µπορεί να θεωρηθεί 

ως ένα φαινοτυπικό χαρακτηριστικό για τον κάθε ασθενή. 

 
                                        EGFR 
 
  P15      P16       P17      P18      P19       P20       P23      P24 
 Φ Π     Φ Π      Φ Π     Φ Π     Φ Π      Φ Π       Φ Π    Φ Π    

Φ: DNA Φυσιολογικού ιστού 
Π: DNA Παθολογικού ιστού

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
             Εικόνα 20. Ανάλυση της αστάθειας του γονιδίου EGFR. 

Για κάθε ασθενή ενισχύονται µε PCR τα δείγµατα DNA φυσιολογικού και 

παθολογικού ιστού, µε κατάλληλα ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες, 

ειδικές για την περιοχή του πρώτου ιντρονίου, του γονιδίου EGFR. Τα 

ιχνηθετηµένα προϊόντα PCR ηλεκτροφορούνται, στη σειρά για κάθε ασθενή, 

σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου και αναλύονται στον αναλυτή LI-COR 

DNA Sequencer 4200. 
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Κανένα από τα δείγµατα της Εικόνας 20 δεν εµφανίζει αστάθεια. Παρόλα 

αυτά είναι εµφανής η διαφορετική κατανοµή τους στο πήκτωµα. Από την 

αλληλούχιση των δειγµάτων DNA τόσο του παθολογικού όσο και του φυσιολογικού 

ιστού (ή του αντίστοιχου αίµατος) για κάθε ασθενή ελέγχθηκε τόσο το γεγονός της 

ύπαρξης ή µή αστάθειας, όσο και ο ακριβής αριθµός των επαναλήψεων στη 

συγκεκριµένη περιοχή του γονιδίου EGFR. Συνήθως ο αριθµός των CA 

επαναλήψεων διαφέρει στα δύο αλληλόµορµα του DNA ή µεταξύ του συνόλου των 

κυττάρων για κάθε δείγµα και για το λόγο αυτό τα αποτελέσµατα της αλληλούχισης 

καταγράφονται µε τη µορφή κλάσµατος για το πρώτο και για το δεύτερο 

αλληλόµορφο. Έτσι, από την αλληλούχιση και των δύο ειδών DNA του ασθενή P16 

(Εικόνα 21) προκύπτει ότι στο ένα αλληλόµορφο περιέχει 16 CA επαναλήψεις και 

στο δεύτερο αλληλόµορφο έως 17 CA επαναλήψεις. Το ίδιο παρατηρήθηκε σε όλα τα 

δείγµατα που εµφανίζουν την ίδια εικόνα µε αυτή του ασθενή P16 πάνω στο 

πήκτωµα (π.χ ο ασθενής P19). Οµοίως το δείγµα του P17 φέρει στο ένα 

αλληλόµορφο 16 CA επαναλήψεις και στο άλλο έως 18 CA επαναλήψεις, ενώ το 

δείγµα P24 φέρει από 16 έως 19 CA επαναλήψεις στα δύο αλληλόµορφα αντίστοιχα.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 EGFR 
                  P17                        P16                     P15                 P24 
          Φ             Π               Φ      Π              Φ      Π           Φ      Π    
      GA T C      GATC         GATC GATC      GATC GATC    GATC  GATC 

Φ: DNA Φυσιολογικού ιστού 
Π: DNA Παθολογικού ιστού 

 
     

      

        Εικόνα 21. Αλληλούχιση της περιοχής πολυ(CA) του γονιδίου EGFR. 
Τα προϊόντα PCR του γονιδίου EGFR από το DNA φυσιολογικού και 

παθολογικού ιστού των ασθενών P17, P16, P15 και P24 υποβλήθηκαν σε 

αλληλούχιση και ηλεκτροφορήθηκαν στη σειρά σε πήκτωµα ουρίας- 

ακρυλαµιδίου στον αναλυτή LI-COR DNA Sequencer 4200. 

                                                                                                     



   104                                          Αποτελέσµατα 

Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, από το σύνολο των 78 ατόµων της 

παρούσας µελέτης, δύο ασθενείς (οι P28 και P74) έδωσαν αστάθεια στο DNA του 

παθολογικού ιστού σε σύγκριση µε τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό, στο γονίδιο 

EGFR. Μία συνολική εικόνα τόσο της αστάθειας όσο και του αποτελέσµατος της 

αλληλούχισης για την περιοχή του γονιδίου EGFR που µελετάται παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 22 και αναφέρεται στον ασθενή P28.  

 
EGFR 

Ασθενής P28 

Α: DNA από Αίµα 
Φ: DNA Φυσιολογικού ιστού  
Π: DNA Παθολογικού ιστού 

GA T C G AT C
Φ        Π      

    Α  Φ  Π 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 22. Ανάλυση της αστάθειας και των επαναλήψεων του γονιδίου EGFR στον   

ασθενή P28. 

Τα τρία είδη DNA (από αίµα, φυσιολογικό και παθολογικό ιστό) του ασθενή P28 

ενισχύθηκαν ξεχωριστά µε PCR µε κατάλληλα ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες 

ειδικές για το ιντρόνιο 1 του γονιδίου EGFR και ηλεκτροφορήθηκαν στη σειρά σε 

πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου. Στη συνέχεια τα προϊόντα PCR από το DNA του 

φυσιολογικού και του παθολογικού ιστού υπόκεινται σε αλληλούχιση, 

ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου και αναλύονται στον αναλυτή LI-

COR DNA Sequencer 4200. 

 

Όπως προκύπτει από την Εικόνα 22, το δείγµα DNA παθολογικού ιστού του 

ασθενή P28 φέρει 18 και 19 CA επαναλήψεις αντίστοιχα στα δύο αλληλόµορφα του 

γονιδίου EGFR, ενώ το δείγµα DNA του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού του ίδιου 

ασθενή φέρει 16 και 17 CA επαναλήψεις αντίστοιχα. 
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Για το γονίδιο c-MYB και την περιοχή του ιντρονίου 1 που περιέχει µία 

αλληλουχία µε 19πολυ(Τ) επαναλήψεις, είναι χαρακτηριστική η παρακάτω εικόνα 

(Εικόνα 23) των ιχνηθετηµένων προϊόντων PCR σε πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµιδίου.  

 
                               c-MYB 
 
      P8        P9       P16      P31       P45       P51 
    Φ Π     Φ Π     Φ Π     Φ Π      Φ Π       Φ Π   

Φ: DNA Φυσιολογικού ιστού 
Π: DNA Παθολογικού ιστού 

 
 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 23. Ανάλυση της αστάθειας του γονιδίου c-MYB. 

Τo DNA από τον παθολογικό και τον φυσιολογικό ιστό των ασθενών P8, P9, 

P16, P31, P45 και P51, ενισχύθηκαν ξεχωριστά µε PCR µε κατάλληλες 

ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες, ειδικές για το ιντρόνο 1 του γονιδίου 

c-MYB και τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα ουρίας-

ακρυλαµιδίου στον αναλυτή LI-COR DNA Sequencer 4200.   

          

  Όπως φαίνεται στην Εικόνα 32, δεν παρατηρείται αστάθεια σε κανένα από τα 

DNA του παθολογικού ιστού των ασθενών P8, P9, P16, P31, P45 και P51,  σε 

σύγκριση µε τα δείγµατα DNA του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού, αλλά µία 

διαφορετική τοποθέτηση της εικόνας του προϊόντος PCR στο πήκτωµα, κυρίως του 

ασθενή P31 γεγονός που σηµαίνει διαφορετικό αριθµό επαναλήψεων στην περιοχή 

του γονιδίου c-MYB που µελετάται. Μετά από αλληλούχιση των δειγµάτων αυτών 

προκύπτει ότι ο ασθενής P31 φέρει από 16Τ επαναλήψεις στο ένα αλληλόµορφο έως 

και 19Τ επαναλήψεις στο άλλο αλληλόµορφο, ενώ τα υπόλοιπα δείγµατα της εικόνας 

κυµαίνονται µεταξύ 19 και 21 επαναλήψεις αντίστοιχα.  

Βέβαια, λαµβάνοντας υπόψη ότι η µεταβολή των επαναλήψεων πολυ(Τ) 

παρατηρείται τόσο στα δείγµατα του φυσιολογικού ιστού όσο και στα δείγµατα του 
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παθολογικού ιστού, δεν θεωρείται ως µία παθολογική κατάσταση αλλά ως ένας 

πιθανός πολυµορφισµός.  

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, από το σύνολο των 78 ατόµων της 

παρούσας µελέτης, τρείς ασθενείς (P11, P28 και P74) εµφάνισαν αστάθεια, στο DNA 

του παθολογικού ιστού σε σύγκριση µε το DNA του φυσιολογικού ιστού, στο γονίδιο 

c-MYB. Μία συνολική εικόνα τόσο της αστάθειας όσο και του αποτελέσµατος της 

αλληλούχισης για την περιοχή του γονιδίου c-MYB που µελετάται παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 24 και αναφέρεται στους ασθενείς P11 και P28.  

 

Φ: DNA Φυσιολογικού ιστού 
Π: DNA Παθολογικού ιστού 

  P11      P28  
 Φ Π     Φ Π 

                     P11                      P28 
                 Φ             Π             Π              Φ 
           G A T C   G A T C   G A T C    G  A T C 

c-MYB  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 24. Ανάλυση της αστάθειας και των επαναλήψεων του γονιδίου c-MYB 

στους ασθενείς P11 και P28.    

Τα δύο είδη DNA (από φυσιολογικό και παθολογικό ιστό) των ασθενών P11 και P28 

ενισχύονται µε PCR µε κατάλληλα ιχνηθετηµένες πριµοδοτικές αλληλουχίες ειδικές για 

το ιντρόνιο 1 του γονιδίου c-MYB και ηλεκτροφορούνται στη σειρά σε πήκτωµα ουρίας- 

ακρυλαµιδίου. Στη συνέχεια τα προϊόντα PCR από το DNA του φυσιολογικού και του 

παθολογικού ιστού υπόκεινται σε αλληλούχιση, ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα ουρίας-

ακρυλαµιδίου και αναλύονται στον αναλυτή LI-COR DNA Sequencer 4200. 

 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 24 τα δείγµατα των ασθενών P11 και P28 

εµφανίζουν στο πήκτωµα µία µετατοπισµένη προς τα κάτω σειρά επαναλήψεων στο 

DNA του παθολογικού ιστού σε σύγκριση µε το DNA του παρακείµενου 

φυσιολογικού ιστού. Η αλληλούχιση των δειγµάτων έδειξε ότι το δείγµα DNA του 

ασθενή P11 στον παθολογικό ιστό έχει από 14 έως 19 πολυ(Τ) επαναλήψεις του 
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γονιδίου c-MYB, σε σύγκριση µε τις 18 έως 21 πολυ(Τ) επαναλήψεις που φέρει στον 

φυσιολογικό ιστό. Αντίστοιχα το δείγµα DNA του ασθενή P28 φέρει από 16 έως 21 

πολυ(Τ) επαναλήψεις στο γονίδιο c-MYB στον παθολογικό ιστό σε σύγκριση µε τις 

19 έως 21 πολυ(Τ) επαναλήψεις του παρακείµενου φυσιολογικού ιστού. 

Τελικά από το σύνολο των 78 ατόµων που µελετήθηκαν, όλοι εµφάνισαν 

πολυµορφισµούς στις επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες των γονιδίων EGFR και c-

MYB, οι οποίες κατεγράφησαν και τα αποτελέσµατα των οποίων φαίνονται στις 

εικόνες 25 και 26 που ακολουθούν. 
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Εικόνα 25. Συχνότητα εµφάνισης των πολυ(CΑ) επαναλήψεων του γονιδίου EGFR στις 

4 οµάδες ασθενών. 

 

Όπως παρατηρούµε από την Εικόνα 25 οι πιο κοινοί πολυµορφισµοί για το 

γονίδιο EGFR είναι οι 16, 17 και 21CA επαναλήψεις και στις τέσσερεις οµάδες 

ασθενών που µελετώνται, µε την πλειοψηφία να φέρει 16-17CA επαναλήψεις (30/78 

ή 39%) και 16-21CA επαναλήψεις (21/78 ή 27%). Επιπλέον στην οµάδα GI (υγιή 

άτοµα) η κατανοµή των επαναλήψεων δεν εµφανίζει µεγάλη ποικιλοµορφία σε 

σύγκριση µε τις υπόλοιπες οµάδες ενώ αξίζει να αναφερθεί ότι στην κατηγορία GIV 

(ασθενείς µε καρκίνο) παρατηρείται µία πτώση στη συχνότητα εµφάνισης των κοινών 

πολυµορφισµών 16-17CA και 16-21CA επαναλήψεις και παράλληλα µία απότοµη 

αύξηση (25%) στην συχνότητα εµφάνισης του πολυµορφισµού 16-19CA 
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επαναλήψεις σε σχέση µε τα αντίστοιχα ποσοστά εµφάνισης (4% και 9.5%) στις 

οµάδες GII και GIII. 
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Εικόνα 26. Συχνότητα εµφάνισης των πολυ(T) επαναλήψεων του γονιδίου c-MYB στις 4 

οµάδες ασθενών. 

 

 Από την Εικόνα 26 παρατηρούµε ότι για το γονίδιο c-MYB οι πιο κοινοί 

πολυµορφισµοί είναι οι 17, 19 και 21Τ επαναλήψεις, µε την πλειοψηφία να φέρει 19-

21πολυ(Τ) (40 από τους 78 ασθενείς, 51.3%) και 17-21πολυ(Τ) (19/78 ή 24.6%). 

Επιπλέον οι ασθενείς της οµάδας GIV (άτοµα µε καρκίνο) φαίνεται να παρουσιάζουν 

µία διαφορετική κατανοµή και ποικιλία στους παρατηρούµενους πολυµορφισµούς 

στο γονίδιο c-MYB σε σύγκριση µε τις υπόλοιπες οµάδες ασθενών µε µία 

αυξανόµενη τάση στους πολυµορφισµούς 17-21πολυ(Τ) και 17-19πολυ(Τ) 

επαναλήψεις και παράλληλα µείωση στα ποσοστά εµφάνισης του πολυµορφισµού 19-

21πολυ(Τ) επαναλήψεις. 

 Μια διαφορετική προσέγγιση που περιλαµβάνει τη συσχέτιση των 

παρατηρούµενων επαναλήψεων των γονιδίων EGFR και c-MYB µε την µεθυλίωση 

στους υποκινητές των γονιδίων hMLΗ1, P16 και MGMT έδωσε τις παρακάτω 

εικόνες (Εικόνα 27 και Εικόνα 28). 
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Εικόνα 27. Κατανοµή των πολυ(CA) επαναλήψεων του γονιδίου EGFR σε σχέση µε τη 

µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT. 

 

 Όπως φαίνεται από την Εικόνα 27, η µεθυλίωση στους υποκινητές των 

γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT σε συνδυασµό µε τη συχνότητα κατανοµής των 

πολυ(CA) επαναλήψεων στο πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου EGFR, είναι ανεξάρτητη 

και τα ποσοστά των πιο κοινών πολυµορφισµών (16-17πολυ(CA) και 16-21 

πολυ(CA)) είναι στα ίδια επίπεδα στα θετικά δείγµατα για µεθυλίωση στους 

υποκινητές των τριών γονιδίων (35%, 37% και 37,5% για τον πολυµορφισµό 16-

17πολυ(CA) στα γονίδια hMLH1, P16 και MGMT αντίστοιχα και 24%, 21% και 27% 

για τον πολυµορφισµό 16-21πολυ(CA) στα αντίστοιχα γονίδια). Όµως όταν η 

µεθυλίωση στους υποκινητές των τριών γονιδίων εµφανίζεται ταυτόχρονα για κάθε 

ασθενή, τότε παρατηρείται µία αυξανόµενη τάση του πολυµορφισµού 16-

19πολυ(CA) επαναλήψεις στο γονίδιο EGFR και παράλληλα µείωση του κυρίαρχου 

πολυµορφισµού 16-17πολυ(CA) επαναλήψεις, µια τάση που εµφανίζεται επίσης και 

στην Εικόνα 25, στην πορεία καρκινογένεσης από την οµάδα GI στην οµάδα GIV, 

χωρίς όµως να µπορεί να τεκµηριωθεί εάν αυτό είναι αποτέλεσµα της µεθυλίωσης 

στους υποκινητές τον γονιδίων ή ανεξάρτητο γενετικό συµβάν.  
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Εικόνα 28. Κατανοµή των πολυ(T) επαναλήψεων του γονιδίου c-MYB σε σχέση µε τη 

µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT. 

 

 Όπως φαίνεται από την Εικόνα 28, η µεθυλίωση στους υποκινητές των 

γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT σε συνδυασµό µε τη συχνότητα κατανοµής των 

πολυ(Τ) επαναλήψεων στο πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου c-MYB, είναι ανεξάρτητη 

και τα ποσοστά των πιο κοινών πολυµορφισµών (19-21πολυ(Τ) και 17-21πολυ(Τ) 

επαναλήψεις) είναι στα ίδια επίπεδα στα θετικά δείγµατα για µεθυλίωση στους 

υποκινητές των τριών γονιδίων (41%, 50% και 47% για τον πολυµορφισµό 19-

21πολυ(Τ) στα γονίδια hMLH1, P16 και MGMT αντίστοιχα και 27%, 21% και 29% 

για τον πολυµορφισµό 17-21πολυ(Τ) στα αντίστοιχα γονίδια). Όµως όταν η 

µεθυλίωση στους υποκινητές των τριών γονιδίων εµφανίζεται ταυτόχρονα για κάθε 

ασθενή, τότε παρατηρείται µία αυξανόµενη τάση στους πολυµορφισµούς 17-

19πολυ(Τ) και 17-21πολυ(Τ) και παράλληλα µία µείωση στα ποσοστά εµφάνισης του 

πολυµορφισµού 19-21πολυ(Τ). Μια τάση που εµφανίζεται επίσης και στην Εικόνα 

26, στην πορεία καρκινογένεσης από την οµάδα GI στην οµάδα GIV, χωρίς όµως να 

µπορεί να τεκµηριωθεί εάν αυτό είναι αποτέλεσµα της µεθυλίωσης στους υποκινητές 

τον γονιδίων ή ανεξάρτητο γενετικό συµβάν.  
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6.5. Έλεγχος γενετικών µεταλλάξεων στα γονίδια hMLH1 και 

hMSH2 
 

Ο γενετικός έλεγχος για πιθανές µεταλλάξεις στα γονίδια hMLH1 και hMSH2 

εφαρµόστηκε στα δείγµατα DNA από ολικό αίµα, των ασθενών P11, P28 και P74 

(που φέρουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας MSI-H) µε την τεχνική 

της ηλεκτροφόρησης τριχοειδούς µε διαβάθµιση θερµοκρασίας (TGCE). 

Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν για κάθε δείγµα έχουν ως εξής: 
 

Ασθενής P11 

Γονίδιο hMLH1: Το προς εξέταση δείγµα ήταν αρνητικό για γενετικές αλλοιώσεις 

που θεωρούνται παθογόνες. 

Γονίδιο hMSH2: Ανιχνεύθηκε η µετάλλαξη 472 C>T, δηλαδή η αντικατάσταση µίας 

Κυτοσίνης (C) στο 472 νουκλεοτίδιο του γονιδίου hMSH2 σε Θυµίνη (Τ), που έχει 

ως αποτέλεσµα την µετατροπή του κωδικόνιου 158 της Γλουταµίνης (Q) σε 

κωδικόνιο τερµατισµού (Q158X) οδηγώντας έτσι στην παραγωγή ηµιτελούς 

πρωτεΐνης. Η µετάλλαξη αυτή εντοπίζεται στο εξόνιο 3 του γονιδίου hMSH2 και 

πρέπει να εκληφθεί ως παθογόνος. Πρέπει επίσης να τονιστεί ότι έχει αναφερθεί ξανά 

τόσο στον ελληνικό πληθυσµό, σε µία οικογένεια µε καρκίνο του παχέος εντέρου, 

από την οµάδα της Απέσσου στο ερευνητικό κέντρο “ΥΓΕΙΑ” [97] όσο και στη 

διεθνή βιβλιογραφία [169, 170]. Στον ίδιο ασθενή ανιχνεύθηκε επίσης η 

αντικατάσταση 1975-6 T>C, δηλαδή η αντικατάσταση µιας θυµίνης (T) στο 

νουκλεοτίδιο 1975-1976 µε κυτοσίνη (C) χωρίς να προκαλεί την αντικατάσταση 

κάποιου αµινοξέος. Η συγκεκριµένη αντικατάσταση εντοπίζεται στο ιντρόνιο 12 του 

γονιδίου hMSH2 και πιθανός να πρόκειται για πολυµορφισµό. Επιπλέον για την 

συγκεκριµένη αντικατάσταση δεν υπάρχουν αναφορές τόσο σε εθνικό όσο και διεθνή 

επίπεδο. 

Συµπερασµατικά, ο ασθενής P11 (γυναίκα 39 ετών µε διαγνωσµένη µάζα 

ορθού και υποψήφια για το σύνδροµο HNPCC) βρέθηκε θετικός ως προς µια 

παθογόνα γενετική µετάλλαξη στο γονίδιο hMSH2, καθώς και έναν πολυµορφισµό. 

Επειδή πρόκειται για άτοµο υποψήφιο για το σύνδροµο HNPCC που πληρεί τα 

κριτήρια Bethesda και έχει µετάλλαξη σε ένα από τα σηµαντικά γονίδια του 

συστήµατος MMR συνιστάται µετά και τη σύµφωνη γνώµη του ιδίου να ελεγχθούν 

και τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας του. 
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Ασθενής P28 

Γονίδιο hMLH1: Το προς εξέταση δείγµα ήταν αρνητικό για γενετικές αλλοιώσεις 

που θεωρούνται παθογόνες. 

Γονίδιο hMSH2: Ανιχνεύθηκε η µετάλλαξη 592 G>A, δηλαδή η αντικατάσταση µίας 

Γουανίνης (G) στο 592 νουκλεοτίδιο του γονιδίου hMSH2 σε Αδενίνη (A), που έχει 

ως αποτέλεσµα την αντικατάσταση του αµινοξέος Γλουταµινικό οξύ (Ε) στο 

κωδικόνιο 198 σε Λυσίνη (Κ) (E198K). Αυτή η µετάλλαξη εντοπίζεται στο εξόνιο 3 

του γονιδίου hMSH2 και είναι πιθανός παθογόνα. Πρέπει να σηµειωθεί επίσης ότι η 

συγκεκριµένη µετάλλαξη δεν έχει αναφερθεί ξανά τόσο στην ελληνική όσο και στην 

διεθνή βιβλιογραφία. Στο ίδιο δείγµα ανιχνεύθηκε επίσης η αντικατάσταση 1975-6 

T>C. Η συγκεκριµένη αντικατάσταση, η οποία βρέθηκε και στο δείγµα 11, µπορεί να 

θεωρηθεί ως πολυµορφισµός.    

Συµπερασµατικά, ο ασθενής P28 (γυναίκα 66 ετών µε διαγνωσµένο 

σωληνολαχνωτό πολύποδα ορθού και αρνητικό ιστορικό σε καρκίνους) βρέθηκε 

θετικός ως προς µια γενετική µετάλλαξη στο γονίδιο hMSH2, που αν και δεν ανήκει 

στο σύνδροµο HNPCC λόγο του αρνητικού οικογενειακού ιστορικού µε καρκίνο, 

συνιστάται να ελεγχθούν και τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειάς του. 
 

Ασθενής P74 

Γονίδιο hMLH1: Ανιχνεύθηκαν δύο αντικαταστάσεις, η 307-29 C>A και η 1668-19 

Α>G στις περιοχές των ιντρονίων 3 και 14 αντίστοιχα του γονιδίου. Οι 

αντικαταστάσεις αυτές δεν προκαλούν την αντικατάσταση κάποιου αµινοξέος και 

εποµένως χαρακτηρίζονται ως πολυµορφισµοί. Ο πρώτος πολυµορφισµός (307-29 

C>A) δηλαδή η αντικατάσταση µίας Κυτοσίνης (C) από Αδενίνη (Α) στο 

νουκλεοτίδιο 307-29 του γονιδίου hMLH1, έχει αναφερθεί στην διεθνή βιβλιογραφία 

σε τρείς χώρες, Γερµανία, ∆ανία και Σουηδία [171-173], αλλά αναφέρεται για πρώτη 

φορά στον ελληνικό πληθυσµό. Αντίθετα ο δεύτερος πολυµορφισµός (1668-19 A>G) 

πρόκειται για την αντικατάσταση µίας Αδενίνης (Α) από Γουανίνη (G) και έχει 

αναφερθεί τόσο στον ελλαδικό χώρο [97] όσο και στη διεθνή βάση δεδοµένων για το 

σύνδροµο HNPCC (http://www.nfdht.nl (ICG-HNPCC mutation database). 

Συµπερασµατικά, ο ασθενής P74 (άντρας 75 ετών µε αδενοκαρκίνωµα 

ανιόντος αλλά άγνωστο οικογενειακό ιστορικό) ήταν αρνητικός για γενετικές 

αλλοιώσεις που θεωρούνται παθογόνες στο γονίδιο hMLH1 όµως η εµφάνιση δύο 

πολυµορφισµών στο ίδιο γονίδιο χρήζει περαιτέρω εξέταση.  
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7. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

7.1. Γενικά 
Η µετατροπή του φυσιολογικού επιθηλίου του παχέος εντέρου σε πολύποδα 

και στη συνέχεια σε καρκίνωµα κατά την διάρκεια της καρκινογένεσης, ακολουθεί 

µία καθορισµένη πορεία ιστολογικών και γενετικών  αλλαγών που είναι γνωστή ως 

αλληλουχία εξέλιξης πολύποδα σε καρκίνο (polyp to cancer progression sequence). Η 

πορεία της καρκινογένεσης θεωρείται ότι είναι µία εξελικτική διαδικασία στην οποία 

τα νεοπλασµατικά κύτταρα συσσωρεύουν επίκτητες γενετικές και επιγενετικές 

αλλαγές στο DNA τους που είναι υπεύθυνες για την έναρξη και την εξέλιξη της 

καρκινογένεσης [174]. Αυτές οι γενετικές και επιγενετικές αλλαγές µπορεί να είναι 

είτε κάποιες γονιδιακές µεταλλάξεις ή παρεκκλίνουσες µεθυλιώσεις στο DNA που 

προσδίδουν αναπτυξιακό πλεονέκτηµα στους συγκεκριµένους κλώνους για όλη την 

µετέπειτα πορεία εξέλιξής τους. Κάθε κρίσιµο βήµα της εξελικτικής αυτής πορείας 

συνοδεύεται συνήθως από αναγνωρίσιµες ιστολογικές αλλαγές, αρχίζοντας από έναν 

υπερπλαστικό πολύποδα που εξελίσσεται σε καλοήθη σωληνοειδή πολύποδα  και 

αργότερα σε ένα προχωρηµένο πολύποδα (πχ σωληνολαχνωτό ή λαχνωτό) υψηλού 

ογκογενετικού δυναµικού και αργότερα καταλήγοντας σε ένα επιθετικό / µεταστατικό 

αδενοκαρκίνωµα. 

Είναι επίσης πιθανό οι γενετικές και επιγενετικές αλλαγές να εµφανίζουν 

συνεργιτική δράση στην πορεία σχηµατισµού του όγκου και έτσι για παράδειγµα ο 

εντοπισµός ενός προχωρηµένου πολύποδα στο παχύ έντερο µε επιπλέον εντοπισµένη 

έκτροπη µεθυλίωση να προσδιορίζει και την ύπαρξη επιθηλίου “στόχου”, δηλαδή 

επιθήλιο του παχέος εντέρου µε αυξηµένο κίνδυνο απόκτησης γενετικών αλλαγών 

που θα µπορούσαν να οδηγήσουν στο σχηµατισµό όγκου στο παχύ έντερο [175]. 

 

7.2. Μικροδορυφορική αστάθεια 
Η µικροδορυφορική αστάθεια, αποτελεί σήµερα την πλέον συχνή γενετική 

αλλαγή στον καρκίνο του παχέος εντέρου και το ποσοστό εµφάνισής της προσεγγίζει 

το 90% στις περιπτώσεις των ασθενών µε το σύνδροµο HNPCC [40] αλλά και το 

15% στους ασθενείς µε σποραδικό καρκίνο του παχέος εντέρου [39]. Οφείλεται στην 

ελαττωµατική λειτουργία του συστήµατος MMR και για το λόγο αυτό αποτελεί και 

σηµαντικό δείκτη της λειτουργίας του. Επιπλέον αποτελεί ένα σηµαντικό δείκτη 
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εξέλιξης της νόσου αλλά και σηµαντικό παράγοντα επιλογής της φαρµακευτικής 

αγωγής των ασθενών µε τον φαινότυπο αυτό [59-61].  

Στην παρούσα εργασία ο φαινότυπος της µικροδορυφορικής αστάθειας (MSI) 

ελέγχθηκε µε τους πέντε δείκτες Bethesda [53]. Όλοι οι δείκτες που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν ικανοί να ανιχνεύσουν και τους 3 ασθενείς µε τον φαινότυπο 

MSI-H. Ωστόσο, στους ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L, η αστάθεια ανιχνεύθηκε 

αποκλειστικά µε τους δινουκλεοτιδικούς δείκτες (D2S123, D5S356 και D17S250) 

γεγονός που έρχεται σε πλήρη συµφωνία µε παλαιότερες δηµοσιεύσεις τόσο σε 

ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου [176], όσο και σε ασθενείς µε 

αδενωµατώδεις πολύποδες [177, 178]. Η ευαισθησία του κάθε δείκτη ξεχωριστά για 

την ανίχνευση του φαινοτύπου της µικροδορυφορικής αστάθειας ποικίλει, µε 

υψηλότερη αυτή του δείκτη D2S123 µε ποσοστό 54%, ακολουθούµενη από τους 

δείκτες D5S346 και D17S250 µε ποσοστό 43%, ενώ οι BAT25 και BAT26 που ήταν 

θετικοί µόνο στους MSI-H ασθενείς δείχνουν µία συνολική ευαισθησία 23% για το 

σύνολο των ασθενών µε τον φαινότυπο MSI, µε ποσοστό εξειδίκευσης 100% για τους 

MSI-H ασθενείς. Τα αποτελέσµατά µας, αν και αφορούν µικρό αριθµό ασθενών, 

συµφωνούν µε τα αναφερόµενα στη βιβλιογραφία [28, 53, 121, 178]. 

Στην παρούσα εργασία ο φαινότυπος MSI εντοπίστηκε σε 13 περιπτώσεις από 

το σύνολο των 78 ασθενών της µελέτης και µάλιστα µόνο στις  οµάδες GIII και GIV 

(µε σωληνολαχνωτούς ή λαχνωτούς πολύποδες και καρκίνο). Η συχνότητα εµφάνισης 

του φαινοτύπου MSI-L ή MSI-H ανέρχεται σε ποσοστό 17% γεγονός που συµφωνεί 

µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα [34]. Πιο αναλυτικά τον φαινότυπο MSI-H φέρουν 

τρεις ασθενείς. Ο πρώτος ασθενής διαγνωσµένος µε αδενοκαρκίνωµα ανιόντος (δεξί 

τµήµα του παχέος εντέρου), ο δεύτερος µε µάζα ορθού (µε ιστορικό καρκίνου σε 

συγγενείς πρώτου βαθµού και υποψήφιος για το σύνδροµο HNPCC) καθώς και ένας 

ασθενής µε σωληνολαχνωτό αδένωµα ορθού χωρίς ιστορικό για καρκίνο. Τον MSI-L 

φαινότυπο φέρουν 10 ασθενείς, 7 µε καρκίνο στο αριστερό τµήµα του παχέος εντέρου 

χωρίς οικογενειακό ιστορικό για καρκίνο και 3 ασθενείς µε πολύποδες λαχνωτούς ή 

σωληνολαχνωτούς (1 µόνο στο δεξί τµήµα του παχέος εντέρου) επίσης χωρίς 

ιστορικό για καρκίνο. Σύµφωνα µε παλαιότερες µελέτες [40, 179] οι καρκίνοι µε τον 

φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας εµφανίζουν διαφορετικά 

χαρακτηριστικά σε σχέση µε τους MSS καρκίνους, όπως εντοπισµός κυρίως στο δεξί 

τµήµα του παχέος εντέρου και υψηλή φλεγµονώδη κυτταρική διείσδυση. Στη δική 

µας µελέτη από τους 20 ασθενείς µε καρκίνο ο ένας µόνο εµφανίζει καρκίνο στο δεξί 
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τµήµα του παχέος εντέρου και ο οποίος φέρει τον φαινότυπο MSI-H. Στους 

υπόλοιπους ασθενείς ο καρκίνος εντοπίζονται στο αριστερό τµήµα και οι 7 από 

αυτούς φέρουν τον φαινότυπο MSI-L, ενώ µόνο ένας φέρει τον MSI-H φαινότυπο. 

Σύµφωνα µε µία µελέτη [180], οι καρκίνοι µε τον φαινότυπο MSI-Η που εντοπίζονται 

στο αριστερό τµήµα του παχέος εντέρου παρουσιάζουν υψηλότερη γονιδιακή 

έκφραση σε γονίδια που είναι συνδεδεµένα µε καρκίνο του µαστού, του στοµάχου και 

του παχέος εντέρου (π.χ. τα EMI, PLAGL1, ABCB1, KIAA1776, FNBP1, SELE και 

PACAP γονίδια) σε σχέση µε τους καρκίνους που εντοπίζονται  στο δεξί τµήµα του 

παχέος εντέρου. Μάλιστα κάποια γονίδια που έδειξαν την µικρότερη έκφραση στους 

καρκίνους του δεξιού τµήµατος του παχέος εντέρου (όπως τα ABCB1 και PLAGL1), 

συνήθως υπολειτουργούν σε ποικίλους καρκίνους εξαιτίας της µεθυλίωσης στον 

υποκινητή τους. Επιπλέον, στην ίδια µελέτη, συγκρίνοντας όλους τους καρκίνους µε 

τον φαινότυπο MSI σε σχέση µε τους καρκίνους µε τον φαινότυπο MSS, εντόπισαν 

υπερέκφραση σε γονίδια που εµπλέκονται µε την απόπτωση (όπως το γονίδιο 

CASP2) ή µε κάποια φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των MSI καρκίνων, όπως η έντονη 

ανοσοαπόκριση (στα γονίδια MSTP9 και MST1) και η αυξηµένη παραγωγή 

βλεννίνης (π.χ. στο γονίδιο MUC51C). Αντίθετα οι ίδιοι καρκίνοι εµφανίζουν 

απενεργοποίηση στο γονίδιο IGFΙΙR, που αποτελεί και ένα γονίδιο στόχο, στους 

καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI και συνδέεται µε την κακή λειτουργία του 

συστήµατος MMR.       

Παρότι ένας µεγάλος αριθµός µελετών έχει επισηµάνει τον σηµαντικό ρόλο 

της µικροδορυφορικής αστάθειας στην διαδικασία της καρκινογένεσης στον καρκίνο 

του παχέος εντέρου, τα δεδοµένα από τη ανάλυση του φαινοτύπου της 

µικροδορυφορικής αστάθειας στους πολύποδες του παχέος εντέρου είναι δύσκολο να 

συγκριθούν. Ο σπουδαιότερος  παράγοντας που προκαλεί τις αντιφάσεις µεταξύ των 

µελετών είναι οι µικροδορυφορικοί δείκτες που επιλέγονται κάθε φορά, καθώς και τα 

κριτήρια που χρησιµοποιούνται για να καθοριστούν τα επίπεδα της 

µικροδορυφορικής αστάθειας. Για το λόγο αυτό υπάρχει µεγάλο εύρος στη συχνότητα 

εµφάνισης των πολυπόδων µε τον φαινότυπο MSI. Τα ποσοστά στους σποραδικούς 

πολύποδες κυµαίνονται από 3 έως 32% για αυτούς µε τον φαινότυπο MSI-L και 1-7% 

για αυτούς µε τον φαινότυπο MSI-H, µε την πλειοψηφία αυτών να είναι MSI-L [141, 

178, 181-184]. Στην παρούσα µελέτη ελέγχθηκαν 45 πολύποδες µε ποικίλες 

µορφολογικές διαµορφώσεις (Πίνακας 8). Οι πολύποδες αυτοί χωρίστηκαν σε δύο 

οµάδες την GII και GIII ανάλογα µε το ογκογενετικό δυναµικό τους. Έτσι στην 
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οµάδα GII κατατάχθηκαν οι 24/45 ασθενείς µε πολύποδες στο παχύ έντερο που η 

ιστολογική τους µορφή δεν θεωρείται επιθετική και επικίνδυνη για την περεταίρω 

εξέλιξή τους σε καρκίνο όπως: δυσπλαστικές αλλοιώσεις των εντερικών κρυπτών, οι 

υπερπλαστικοί, οι µικτοί, οι φλεγµονώδεις καθώς και οι σωληνοειδείς πολύποδες. 

Αντίθετα οι υπόλοιποι 21 από τους 45 ασθενείς µε πολύποδες στο παχύ έντερο 

αποτελούν την οµάδα GIIΙ και φέρουν λαχνωτούς και σωληνολαχνωτούς πολύποδες, 

δύο τύποι πολυπόδων που αν και δεν θεωρούνται οι κυρίως υπεύθυνοι για την εξέλιξη 

τους σε καρκίνο, παρόλα αυτά πιστεύεται από πολλούς ότι είναι αρκετά επιθετικοί ως 

προς την εξέλιξή τους [181, 185-187]. Η ανάλυση του φαινοτύπου της 

µικροδορυφορικής αστάθειας έδειξε ότι κανένας από τους πολύποδες της οµάδας GII 

δεν εµφανίζει τον φαινότυπο MSI, ενώ στην οµάδα GIIΙ 1/21 ασθενείς (5%) φέρει τον 

φαινότυπο MSI-H και 3/21 (14%) τον φαινότυπο MSI-L. Τα αποτελέσµατά µας 

επιβεβαιώνουν τις µελέτες που αναφέρουν την ύπαρξη της µικροδορυφορικής 

αστάθειας (µε τη πλειοψηφία να είναι MSI-L) στους πολύποδες, καθώς και ότι ο 

φαινότυπος MSI εντοπίζεται κυρίως στους λαχνωτούς και σωληνολαχνωτούς 

πολύποδες. Σε µία µελέτη του Ricciardiello και της οµάδας του [177], για ένα σύνολο 

70 ασθενών µε πολύποδες (23 σωληνοειδείς και 47 λαχνωτοί) οι 12/70 (17%) 

παρουσίασαν τον φαινότυπο MSI-H ενώ οι 20/70 (29%) τον φαινότυπο MSI-L. Τα 

ποσοστά της µελέτης µας διαφέρουν από τα αναφερόµενα στην παραπάνω µελέτη 

τόσο εξαιτίας του µεγάλου αριθµού των λαχνωτών πολυπόδων όσο και του γεγονότος 

ότι οι 22/70 πολύποδες της µελέτης εντοπίζονται στο δεξί τµήµα του παχέος εντέρου 

και µάλιστα οι 7 από αυτούς να ανήκουν σε ασθενείς µε θετικό οικογενειακό 

ιστορικό για καρκίνους και φέρουν τον φαινότυπο MSI-H. Αντίθετα, στα δείγµατα 

της µελέτης µας µόνο οι 4 από τους 45 πολύποδες βρίσκονται στο δεξί τµήµα του 

παχέος εντέρου, γεγονός  που αιτιολογεί τα διαφορετικά αποτελέσµατα αν λάβουµε 

υπ’ όψιν µας τη µελέτη του Watanabe και της οµάδας του [180], που συσχετίζει την 

εµφάνιση της µικροδορυφορικής αστάθειας µε την κατανοµή των καρκίνων στο δεξί 

τµήµα του παχέος εντέρου.  
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7.3. Μεθυλίωση στον υποκινητή των γονιδίων hMLH1, P16 και 

MGMT 
Η µεθυλίωση στον υποκινητή γονιδίων που συµµετέχουν στη ρύθµιση και τον 

έλεγχο του κυτταρικού κύκλου έχει αναγνωριστεί ότι παίζει ένα σηµαντικό ρόλο στην 

ανάπτυξη του καρκίνου µέσω αποσιώπησης της µεταγραφής τους. Η επιγενετική 

αποσιώπηση των γονιδίων που προκαλείται από τη µεθυλίωση στις νησίδες CpG του 

DNA του υποκινητή τους είναι ένας σηµαντικός παράγοντας ρύθµισης της έκφρασης 

µέσω αποσιώπησης που όµως δεν έχει ακόµα κατανοηθεί πλήρως [188]. 

Στην περίπτωση του σποραδικού καρκίνου του παχέος εντέρου, µελέτες έχουν 

δείξει ότι η υπερµεθυλίωση στο DNA δηµιουργεί ένα “ελαττωµατικό πεδίο” όπου 

µεγάλες περιοχές του εντερικού επιθηλίου είναι επιρρεπείς σε γενετικές αλλοιώσεις 

[189]. Στην περίπτωση που η υπερµεθυλίωση στις νησίδες CpG του DNA του 

υποκινητή ενός γονιδίου συντελεί στην εµφάνιση του καρκίνου του παχέος εντέρου, 

τότε η αλλαγή στη µεθυλίωση θα µπορεί να εντοπιστεί και στους πολύποδες του 

παχέος εντέρου.  

Η µεθυλίωση στις νησίδες CpG έχει αποδειχθεί ότι αφορά έναν µεγάλο 

αριθµό γονιδίων στον καρκίνο του παχέος εντέρου, συµπεριλαµβανοµένων των P16, 

MGMT, THBS-1, TIMP-3, P14ARF, hMLH1 και ΜΙΝΤ 1, 2, 12 και 31 [120, 123, 

190, 191]. Τα τελευταία χρόνια, µελέτες που αφορούν τη σχέση της µεθυλίωσης στις 

νησίδες CpG των υποκινητών διαφόρων γονιδίων τόσο στους καρκίνους του παχέος 

εντέρου [190, 192, 193], όσο και τη µεθυλίωση να εντοπίζεται και σε διαφορετικούς 

τύπους πολυπόδων [181, 194] βοήθησαν στην καλύτερη κατανόηση του ρόλου της 

µη-φυσιολογικής µεθυλίωσης των υποκινητών των γονιδίων στο µονοπάτι εξέλιξης 

πολύποδας σε καρκίνωµα, κατά την καρκινογένεση του παχέος εντέρου.  

Ο φαινότυπος της µεθυλίωσης των νησίδων CpG (CIMP) έχει προσδιοριστεί 

κατά την διάρκεια διαφορετικών σταδίων στην καρκινογένεση του παχέος εντέρου, 

όπως στις δυσπλαστικές αλλοιώσεις των εντερικών κρυπτών (Aberrant Crypt Foci, 

ACF), την πιο πρώιµη νεοπλαστική βλάβη στο παχύ έντερο, στους υπερπλαστικούς 

πολύποδες, στους σωληνοειδής, σωληνολαχνωτούς και λαχνωτούς πολύποδες καθώς 

και στα αδενοκαρκινώµατα [116, 123, 190, 193, 195], υποδεικνύοντας ότι η 

µεθυλίωση του DNA µπορεί να είναι ένα καθοριστικό συµβάν στην εµφάνιση του 

καρκίνου του παχέος εντέρου. Επιπλέον η έκτροπη µεθυλίωση στους υποκινητές των 

γονιδίων MGMT και hMLH1 έχει αποδειχθεί ότι συµβάλει στην αποσιώπηση της 
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έκφρασής τους έχοντας ως αποτέλεσµα την µετέπειτα εµφάνιση τόσο της 

µικροδορυφορικής αστάθειας, όσο και σηµαντικών µεταλλάξεων στο γονίδιο K-ras 

[122, 175]. 

Παρόλα αυτά, µεθυλίωση στον υποκινητή κάποιων γονιδίων µπορεί να 

εντοπιστεί και στο φυσιολογικό βλεννογόνο του παχέος εντέρου ο οποίος εντοπίζεται 

δίπλα από καρκινικό ιστό [189] καθώς και σε φυσιολογικά επιθήλια παχέος εντέρου 

ηλικιωµένων ατόµων [196, 197]. Για το λόγο αυτό, στον καρκίνο του παχέος εντέρου, 

δύο είδη µεθυλίωσης έχουν εντοπιστεί, ανάλογα και µε τον ιστό που έχει προσβληθεί. 

Ο τύπος µεθυλίωσης των νησίδων CpG Α και ο τύπος C. Ο τύπος µεθυλίωσης Α 

(ηλικιακά εξαρτώµενος), εντοπίζεται στο φυσιολογικό επιθήλιο του παχέος εντέρου 

καθώς επίσης και στα καρκινώµατα του παχέος εντέρου και η συχνότητα εµφάνισής 

του αυξάνεται µε την ηλικία. Επιπλέον ο τύπος αυτός φαίνεται να µην σχετίζεται µε 

την καρκινογένεση. Αντίθετα η µεθυλίωση τύπου C συµβαίνει αποκλειστικά στον 

καρκίνο του παχέος εντέρου και είναι προφανές ότι συµβάλει στην καρκινογένεση 

[120]. 

Η µοριακή γενετική των νεοπλασιών στο παχύ έντερο έχει µελετηθεί 

εκτεταµένα, όµως λίγες µόνο µελέτες αναφέρονται σε παθολογικές και κλινικές 

συσχετίσεις µε ένα ευρύτερο πληθυσµό ασθενών. Για το λόγο αυτό, στην παρούσα 

εργασία µελετήσαµε τη µεθυλίωση στον υποκινητή των γονιδίων hMLH1, P16 και 

MGMT σε έναν πληθυσµό ατόµων που υποβλήθηκε σε κολονοσκόπηση και στους 

οποίους περιλαµβάνονταν υγιή άτοµα, ασθενείς µε πολύποδες χαµηλού και υψηλού 

ογκογενετικού δυναµικού, καθώς και ασθενείς µε καρκίνο. Από τα αποτελέσµατα 

ελέγχου της µεθυλίωσης προέκυψε ότι η οµάδα GI των υγειών ατόµων εµφανίζει και 

στα τρία γονίδια µια ηλικιακά εξαρτώµενη σχέση που πιθανώς να είναι και τύπου Α 

µεθυλίωση, όµως είναι ηλικιακά ανεξάρτητη στους ασθενείς µε πολύποδες (οµάδες 

GII και GIII) και στους ασθενείς µε καρκίνο (οµάδα GIV). Το γεγονός αυτό 

συµφωνεί µε προηγούµενες µελέτες [197] που έδειξαν ότι η µεθυλίωση στις νησίδες 

CpG εµφανίζεται σε φυσιολογικούς ιστολογικά ιστούς του επιθήλιου του παχέος 

εντέρου µε ηλικιακά-εξαρτώµενη συχνότητα καθώς και ότι τα µισά από τα γονίδια 

που εµφανίζουν µεθυλίωση εξαρτώµενη από την ηλικία είναι τα ίδια µε αυτά που 

θεωρούνται υπεύθυνα στον καρκίνο του παχέος εντέρου. Για το λόγο αυτό η 

παρουσία του φαινοτύπου της µεθυλίωσης CIMP θεωρείται ως ένας ικανός δείκτης 

χαρακτηρισµού ενός ελαττωµατικού ή ογκογόνου πεδίου στο βλενογόνο του παχέος 

εντέρου [189]: δηλαδή µιας περιοχής φυσιολογικού ιστού που έχει την πιθανότητα να 
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µετατραπεί σε καρκινικό µέσω µεθυλίωσης στον υποκινητή των γονιδίων, ως 

επακόλουθο παραγόντων προδιάθεσης στο DNA, όπως οι περιβαλλοντικοί 

παράγοντες ή µίας γενετικής προδιάθεσης για µεθυλίωση [198]. 

Παρόλο που εφαρµόσαµε την ίδια τεχνική για τον έλεγχο της µεθυλίωσης και 

στους τρείς υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT, µεθυλίωση στο DNA 

του αίµατος στο σύνολο των ασθενών που µελετήθηκαν στην παρούσα εργασία, 

βρέθηκε µόνο στην περίπτωση του γονιδίου MGMT και στις τέσσερεις οµάδες των 

ασθενών. Πρέπει να σηµειωθεί ότι ο Grady και η οµάδα του [199] εφαρµόζοντας την 

ίδια τεχνική ελέγχου µεθυλίωσης για το γονίδιο hMLH1, αλλά σε διαφορετική 

περιοχή του υποκινητή του, ανίχνευσε µεθυλίωση και στον ορό των ασθενών µε 

σποραδικό καρκίνο του παχέος εντέρου και τον φαινότυπο MSI, σε ποσοστό 30% 

από µία µελέτη που περιλάµβανε συνολικά 20 ασθενείς. Το γεγονός αυτό επισηµαίνει 

ότι η εµφάνιση της µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων είναι άµεσα 

εξαρτώµενη και από την περιοχή ελέγχου της µεθυλίωσης σε κάθε υποκινητή 

γονιδίου, µε συνέπεια τα αποτελέσµατα µεθυλίωσης µεταξύ των ερευνητικών οµάδων 

που ασχολούνται µε τον τοµέα της µεθυλίωσης στον υποκινητή κάποιων γονιδίων να 

µην είναι πάντα συγκρίσιµα. Για το λόγο αυτό στην παρούσα µελέτη η σύγκριση των 

αποτελεσµάτων της µεθυλίωσης στον υποκινητή των γονιδίων hMLH1, P16 και 

MGMT έγινε µόνο µε τις µελέτες που αναφέρονται στις ίδιες περιοχές των 

υποκινητών των αντίστοιχων γονιδίων.  

Η υψηλότερη συχνότητα µεθυλίωσης στον υποκινητή του γονιδίου MGMT 

στα δείγµατα DNA των ιστών σε σχέση µε τα αντίστοιχα DNA από αίµα, στις οµάδες 

GII, GIIΙ και GIV των ασθενών, µπορεί να εξηγηθεί αν λάβουµε υπόψη την άποψη 

ότι η µεθυλίωση στις νησίδες CpG είναι το αποτέλεσµα γενετικής προδιάθεσης ή ενός 

ελαττωµατικού πεδίου [189]. Αυτό µπορεί επίσης να εξηγήσει και το γεγονός ότι  η 

µεθυλίωση και στους τρεις υποκινητές των γονιδίων που ελέγχτηκαν για τις οµάδες 

των ασθενών GII, GIII και GIV είναι ανεξάρτητη της ηλικίας. 

Παρατηρήσαµε επίσης διαφορετική συχνότητα εµφάνισης της µεθυλίωσης 

στους τρεις υποκινητές που µελετήθηκαν µεταξύ των τεσσάρων οµάδων των ασθενών 

της µελέτης µας (Πίνακας 10). Ο υποκινητής του γονιδίου MGMT εµφάνισε τα 

µεγαλύτερα ποσοστά µεθυλίωσης σε όλες τις οµάδες (46%, 38%, 76% και 90% για το 

MGMT σε σύγκριση µε 15%, 33%, 67% και 70% για το γονίδιο P16 και 31%, 42%, 

48% και 65% για το γονίδιο hMLH1 στις οµάδες GI, GII, GIII και GIV αντίστοιχα), 

γεγονός που συµφωνεί και µε άλλες µελέτες [181, 194, 200].  
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Παράλληλα, εντυπωσιακή είναι και η στατιστικά σηµαντική αύξηση στη 

συχνότητα εµφάνισης της µεθυλίωσης που παρατηρείται στην οµάδα GIII, δηλαδή 

των ασθενών που φέρουν σωληνολαχνωτούς και λαχνωτούς πολύποδες, σε σύγκριση 

µε τους ασθενείς µε µικτούς και σωληνοειδείς πολύποδες της οµάδας GII και στους 

τρεις υποκινητές των γονιδίων της µελέτης µας, µε µεγαλύτερα τα ποσοστά 

εµφάνισης της µεθυλίωσης στον υποκινητή του γονιδίου MGMT (76% έναντι 38%) 

και  P16 (67% έναντι 33%) ενώ για το γονίδιο hMLH1 η διαφορά είναι πολύ µικρή 

(48% έναντι 42%). Το γεγονός αυτό συµφωνεί µε παρόµοιες µελέτες [181, 190, 194, 

200, 201] που υποστηρίζουν ότι η µεθυλίωση είναι πιο πιθανή σε µεγάλα αδενώµατα 

ή πολύποδες µε σωληνολαχνωτή ή λαχνωτή ιστολογική διαµόρφωση. Παρόµοια 

ποσοστά αύξησης στη µεθυλίωση του υποκινητή του MGMT έχουν βρεθεί και από 

τις µελέτες του Petko [194] µε 61% έναντι 38%, του Kim [200] µε 65% έναντι 30% 

και του Kakar [181] µε 87% έναντι 37%. Σε αντίθεση όµως µε την µελέτη του Kakar 

[181] βρήκαµε αύξηση και στη συχνότητα µεθυλίωσης στον υποκινητή του γονιδίου 

P16 µεταξύ αυτών των δύο αυτών οµάδων (GII και GIII), γεγονός που συµφωνεί και 

µε τη µελέτη του Petko και των συνεργατών του [194] οι οποίοι αναφέρουν 

συχνότητα µεθυλίωσης του υποκινητή του γονιδίου P16 από 10% για τους 

υπερπλαστικούς και µικτούς πολύποδες έως 30% για τους πολύποδες µε υψηλό 

ογκογενετικό δυναµικό.  

Ο Lee και οι συνεργάτες του [202] παρατήρησαν επίσης σταδιακή αύξηση 

στον αριθµό και τη συχνότητα εµφάνισης των µεθυλιωµένων υποκινητών των 

γονιδίων κατά την πρόοδο των µεταβολών σε όλα τα στάδια της καρκινογένεσης στο 

παχύ έντερο. Παρόλα αυτά υπήρχαν κάποια γονίδια µεταξύ των δώδεκα που 

εξέτασαν (συµπεριλαµβανοµένου και του MGMT) όπου η µεθυλίωση στον 

υποκινητή τους µεταξύ των ασθενών µε πολύποδες υψηλού ογκογενετικού δυναµικού 

και των ασθενών µε καρκίνο όπου δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. 

Πιστεύεται ότι πολλά διαφορετικά µονοπάτια µεθυλίωσης λειτουργούν στην 

πορεία της καρκινογένεσης του παχέος εντέρου. Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες 

[181, 194] η µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων MGMT και P16 συµβαίνει 

σχετικά νωρίτερα, αυξάνεται σηµαντικά κατά την πορεία εξέλιξης του καρκίνου και 

φαίνεται να είναι χαρακτηριστική του µονοπατιού εξέλιξης αδένωµα προς 

καρκίνωµα, ενώ η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 φαίνεται να είναι 

πιο στενά συνυφασµένη µε την MSI-εξαρτώµενη καρκινογένεση. Στην παρούσα 

µελέτη η µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων MGMT και hMLH1 βρέθηκε να 
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συµβαίνει νωρίτερα στο µονοπάτι εξέλιξης φυσιολογικό επιθήλιο προς πολύποδας 

(οµάδες GI και GII) όµως κατά την πορεία εξέλιξης του καρκίνου (οµάδες GIII και 

GIV) αυξάνονται σηµαντικά τα ποσοστά εµφάνισης της µεθυλίωσης στους 

υποκινητές των γονιδίων MGMT και P16. Το γεγονός αυτό συµφωνεί µε την 

παραπάνω θεώρηση και µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η µεθυλίωση στους 

υποκινητές των γονιδίων MGMT και P16 είναι χαρακτηριστική του µονοπατιού 

πολύποδας προς καρκίνωµα, ενώ η µεθυλίωση στο γονίδιο hMLH1 θα µπορούσε να 

είναι άµεσα συνυφασµένη µε την έναρξη σχηµατισµού των πολυπόδων όχι όµως και 

την πορεία εξέλιξης πολύποδας προς καρκίνωµα.    

Πρέπει να σηµειωθεί ότι µέχρι σήµερα δεν έχουν βρεθεί κάποιες µεταλλάξεις 

στο γονίδιο P16 υπεύθυνες για την εµφάνιση του καρκίνου του παχέος εντέρου, ενώ 

αντίθετα η µεθυλίωση στο υποκινητή του γονιδίου αυτού έχει ανιχνευθεί στο 40% 

των καρκίνων του παχέος εντέρου καθώς επίσης και σε πολύποδες [203] και συνήθως 

συνοδεύεται από µεθυλίωση και σε άλλα γονίδια [190, 194]. Στην παρούσα µελέτη, η 

µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου P16 εµφανίστηκε στο 49% των πολυπόδων 

και συνήθως συνοδεύεται από µεθυλίωση και σε άλλα γονίδια (Εικόνα 16) γεγονός 

που έρχεται σε συµφωνία µε την µελέτη του Toyota και της οµάδας του [203], ενώ το 

ποσοστό φαίνεται να είναι µεγαλύτερο από το 27% που αναφέρει ο Rashid και η 

οµάδα του [190]. Η παρατήρηση αυτή αποδεικνύει ότι η µεθυλίωση στον υποκινητή 

των γονιδίων συµβαίνει σε αρχικό στάδιο κατά την πορεία πολύποδας προς 

καρκίνωµα, δεν επιβεβαιώνει όµως αν η µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου P16 

είναι ένα πρωταρχικό ή ένα δευτερεύον συµβάν σε σχέση µε την γενετική προδιάθεση 

ή την ύπαρξη µιας περιοχής µε καρκινικό δυναµικό [204]. Πράγµατι, ο Bai και η 

οµάδα του [205] βρήκαν ότι η ασυνήθιστη µεθυλίωση στον υποκινητή των γονιδίων 

είναι εξακριβωµένη στην πορεία πολύποδα προς καρκίνωµα, υποστηρίζοντας ότι 

αυτά τα γεγονότα είναι επίκτητα κατά την έναρξη της νεοπλασίας στο παχύ έντερο, 

αλλά δεν έχουν κάποιον λειτουργικό ρόλο στην µετέπειτα εξέλιξή της σε καρκίνο. 

Αντίθετα, ο Lee και η οµάδα του [202] παρατήρησαν ότι µία οµάδα από γονίδια 

(συµπεριλαµβανοµένου του hMLH1 και P16) ήταν συνήθως συχνότερα µεθυλιωµένα 

στον καρκίνο του παχέος εντέρου σε σύγκριση µε τους πολύποδες, υποστηρίζοντας 

ότι τουλάχιστον κάποια γονίδια µπορούν να επηρεάσουν τα βήµατα εξέλιξης κατά 

τον σχηµατισµό του καρκίνου του παχέος εντέρου, µια άποψη που υποστηρίζεται και 

από τα αποτελέσµατά µας. 
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7.4. Μικροδορυφορική αστάθεια και µεθυλίωση. 
Από τo 1997, o Ahuja και οι συνεργάτες του [121] έδειξαν µία άµεση 

συσχέτιση µεταξύ της µικροδορυφορικής αστάθειας και της µεθυλίωσης στις νησίδες 

CpG του DNA στους υποκινητές των γονιδίων, η οποία αργότερα φάνηκε ότι είναι 

χαρακτηριστικό των σποραδικών καρκίνων του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο 

MSI-H αλλά όχι όµως και των καρκίνων που προέρχονται από το σύνδροµο HNPCC 

[206], αφού στους τελευταίους η πρόωρη εµφάνιση του φαινοτύπου MSI 

συσχετίζεται µε σηµειακές µεταλλάξεις στη γαµετική σειρά των γονιδίων του 

συστήµατος MMR [55].  

Σε όλους τους πολύποδες του παχέος εντέρου (καθώς επίσης και στους 8/9 

καρκίνους) µε τον φαινότυπο MSΙ (MSI-H ή MSI-L) που παρουσιάστηκαν στην 

παρούσα εργασία, ο φαινότυπος της µικροδορυφορικής αστάθειας συνοδεύεται από 

µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 και σε παρόµοια ποσοστά στον 

υποκινητή του γονιδίου P16. Επιπλέον οι 2 από τους 4 πολύποδες καθώς επίσης και 

οι 8 από τους 9 καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI, παρουσιάζουν ταυτόχρονα και 

µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου MGMT, επισηµαίνοντας έτσι το ρόλο της 

µεθυλίωσης στην έναρξη αλλά και την εξέλιξη αυτού του τύπου καρκίνου. Το 

γεγονός ότι η µικροδορυφορική αστάθεια ανιχνεύθηκε στους πολύποδες και 

συνοδεύεται ταυτόχρονα µε µεθυλίωση στον υποκινητή κάποιου γονιδίου, 

υποδεικνύει ότι οι δύο πορείες, µικροδορυφορική αστάθεια και µεθυλίωση είναι 

αλληλοεξαρτώµενες. Όµως, η πραγµατική αιτία που προκαλεί την εµφάνιση της 

µεθυλίωσης στον υποκινητή των γονιδίων δεν έχει κατανοηθεί πλήρως. Ο Sugimura 

και η οµάδα του [207] υπέθεσαν ότι η διαταραχή της µεθυλίωσης θα µπορούσε να 

προέλθει µέσω της διατροφής και του καπνίσµατος, µία υπόθεση όµως που πρέπει να 

µελετηθεί περαιτέρω.  

Όπως έχει αναφερθεί σε κάποιες µελέτες, περίπου το 10 µε 15% των ασθενών 

µε καρκίνο του παχέος εντέρου, φέρουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής 

αστάθειας και παράλληλα στο 70 µε 80% εξ’ αυτών εντοπίζεται επιγενετική 

αποσιώπηση της έκφρασης του γονιδίου hMLH1 λόγω µεθυλίωσης στον υποκινητή 

του [29, 101, 122]. Ωστόσο, η συσχέτιση µεταξύ της έκφρασης του γονιδίου hMLH1 

και της µεθυλίωσης στον υποκινητή του δεν είναι απόλυτη, αφού σύµφωνα µε τον 

Kane και τους συνεργάτες του [101] ένα 7% των MSI-H καρκίνων µε ελλιπή 

έκφραση του γονιδίου hMLH1 φαίνεται να µην φέρουν µεθυλίωση στον υποκινητή 
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του ενώ παράλληλα ένα 42% των καρκίνων που παρουσίασαν έκφραση του γονίδιο 

hMLH1 εµφάνισαν µεθυλίωση στον υποκινητή του. Παράλληλα έχει αναφερθεί ότι 

µόνο ένα µικρό ποσοστό από καρκίνους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-L 

και MSS συνοδεύονται από µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 [208]. 

Αντίθετα στη µελέτη µας παρατηρήσαµε ότι εκτός από τους ασθενείς µε καρκίνο και 

τον φαινότυπο MSI-H, επιπλέον 6 στους 7 ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L έδειξαν 

ταυτόχρονη µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1. Βέβαια πρέπει να 

επισηµάνουµε ότι ο αριθµός των καρκίνων της παρούσας µελέτης είναι µικρός και 

δεν µπορούν να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα.  

Σε αντίθεση µε τους καρκίνους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-H, 

στους καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI-L και MSS µόνο το γονίδιο MGMT έχει 

συνδεθεί µε αυτό τον τύπο καρκίνων, το οποίο λόγω µεθυλίωσης στον υποκινητή του 

υπόκειται σε µεταγραφική αποσιώπηση [58, 209]. Η αδρανοποίηση του γονιδίου 

MGMT µπορεί να συµβάλει στην υπέρ-ενεργοποίηση του συστήµατος MMR εξαιτίας 

του αυξηµένου αριθµού Ο6-µεθυλογουανινών που έχουν προστεθεί στο DNA και τα 

οποία πρέπει να επιδιορθωθούν στην περίπτωση αυτή από το σύστηµα MMR (το ίδιο 

όµως δεν συµβαίνει και µε την απενεργοποίηση του γονιδίου hMLH1 ή του hMSH2), 

συµβάλλοντας έτσι σε µία πιο ήπια µορφή µικροδορυφορικής αστάθειας όπως 

συµβαίνει στην περίπτωση του φαινότυπου MSI-L [210]. Ωστόσο απενεργοποίηση 

µέσω µεταγραφικής αποσιώπησης στο γονίδιο MGMT δεν εµφανίζουν όλοι οι 

καρκίνοι του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-L, αφού και άλλα γονίδια που 

συµβάλουν στο σύστηµα επιδιόρθωσης του DNA µπορεί να επηρεάζονται κατά τον 

ίδιο τρόπο. 

Έχει αναφερθεί από τους Haydon και Jass [211] ότι περίπου το 45% των 

καρκίνων του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο µεθυλίωσης CIMP+, φέρουν τον 

φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας και επιπλέον το 100% των CIMP-

θετικών καρκίνων του παχέος εντέρου µε µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου 

hMLH1 δείχνουν και µικροδορυφορική αστάθεια. Η παρούσα εργασία επιβεβαιώνει 

την πρώτη παραδοχή (από τους 14 καρκίνους του παχέος έντερου, που εµφάνισαν 

µεθυλίωση σε δύο ή και παραπάνω γονίδια, οι 9 φέρουν επιπλέον τον φαινότυπο της 

µικροδορυφορικής αστάθειας), δεν µπορεί όµως να συµφωνήσει µε την δεύτερη 

παραδοχή αφού στη µελέτη µας έχουµε 3 ασθενείς της οµάδας GIV µε µεθυλίωση σε 

όλα τα γονίδια που όµως δεν εµφανίζουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής 

αστάθειας. Η δεύτερη αυτή παρατήρηση της µελέτης µας σε αντίθεση µε την µελέτη 
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των Haydon και Jass, συµφωνεί µε την µελέτη του Arnold και της οµάδας του [125] 

που αναφέρουν ότι µόνο το 70% των καρκίνων µε τον φαινότυπο MSI-H εµφανίζουν 

ταυτόχρονα τον φαινότυπο της µεθυλίωσης CIMP+. 

Όπως αναφέρθηκε, όλοι οι δείκτες Bethesda που χρησιµοποιήθηκαν στην 

παρούσα εργασία για τον έλεγχο της µικροδορυφορικής αστάθειας έδειξαν αστάθεια 

σε κάποιους ασθενείς και εποµένως ήταν ικανοί να ανιχνεύσουν τους 3 ασθενείς µε 

τον φαινότυπο MSI-H ενώ για τους ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L, η αστάθεια 

ανιχνεύθηκε αποκλειστικά µε τους δινουκλεοτιδικούς δείκτες (D2S123, D5S356 και 

D17S250). Σε µία µεγάλη οµάδα ασθενών µε καρκίνο του παχέος εντέρου, ο Arnold 

και οι συνεργάτες του [125] αναφέρουν ότι η εξειδίκευση για τον έλεγχο της 

µικροδορυφορικής αστάθεια είναι µεγαλύτερη στους δείκτες BAT26 µε ποσοστό 

99% και ΒΑΤ25 µε ποσοστό 95%. Ωστόσο όταν, κατά τον έλεγχο του φαινοτύπου 

της µικροδορυφορικής αστάθειας, σύγκριναν τον φαινότυπο MSI-H σε σχέση µε την 

µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 ή τον φαινότυπο MSI-H µε τον µη-

µεθυλιωµένο υποκινητή του γονιδίου hMLH1 στους καρκίνους, παρατήρησαν ότι 

όλοι οι δείκτες αλλά περισσότερο ο δινουκλεοτιδικός δείκτης D2S123 (µε ποσοστό 

έως 90%) είχαν µεγάλο ποσοστό ανίχνευσης για αυτό το είδος καρκίνων. 

Υποστηρίζοντας έτσι ότι οι καρκίνοι µε τον φαινότυπο MSI-H µπορεί να προέρχονται 

από διαφορετικά µονοπάτια, ένα από τα οποία µπορεί να οφείλεται  στην 

αποσιώπηση του γονιδίου hMLH1 λόγω µεθυλίωσης στον υποκινητή του και τα 

υπόλοιπα σε αδιευκρίνιστες µέχρι σήµερα αιτίες. Στην παρούσα µελέτη, όλοι οι 

ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-H καθώς και 9 από τους 10 ασθενείς µε τον 

φαινότυπο MSI-L, εµφάνισαν επιπλέον µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου 

hMLH1.  

Θα πρέπει στο σηµείο αυτό να αναφερθεί ότι σύµφωνα µε παλαιότερες 

µελέτες, στους σποραδικούς καρκίνους του παχέος εντέρου τουλάχιστον το 90% των 

περιπτώσεων µε τον φαινότυπο MSI οφείλεται στη υπερµεθυλίωση στον υποκινητή 

του γονιδίου hMLH1 [59, 212, 213]. Αντίθετα στους ασθενείς µε το σύνδροµο 

HNPCC όπως έχει προταθεί από τον Kaz και τους συνεργάτες του [214] η µεθυλίωση 

στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 δρα ως ένας µηχανισµός δεύτερου χτυπήµατος 

“second hit” µετά την απενεργοποίηση του συστήµατος MMR λόγω σηµειακών 

µεταλλάξεων στα γονίδιά του, µε αποτέλεσµα ελαττωµατικό προϊόν ή µειωµένη 

έκφραση και από τα δύο αλληλόµορφα του DNA τους.  
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Οι σποραδικοί καρκίνοι του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI, 

εµφανίζουν µία τάση εµφάνισης στο δεξί τµήµα του παχέος εντέρου ενώ αντίθετα οι 

σποραδικοί καρκίνοι µε χρωµοσωµική αστάθεια δείχνουν µία προτίµηση προς το 

αριστερό τµήµα του παχέος εντέρου. ∆εδοµένου την άποψη του Toyota και της 

οµάδας του [120] ότι οι σποραδικοί καρκίνοι µε τον φαινότυπο MSI είναι άµεσα 

συνυφασµένοι µε την µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου hMLH1 και επιπλέον 

είναι επιρρεπείς στη µεθυλίωση των νησίδων CpG στο DNA των υποκινητών και 

άλλων γονιδίων, µπορούµε να συµπεράνουµε ότι η µεθυλίωση στις νησίδες CpG είναι 

πιο συχνή στους καρκίνους του δεξιού τµήµατος του παχέος εντέρου παρά στο 

αριστερό τµήµα του. Η υπόθεση αυτή επιβεβαιώνεται και από άλλες µελέτες [215, 

216] οι οποίες εντοπίζουν µία αυξηµένη τάση υπερµεθυλίωσης των νησίδων CpG στο 

δεξί τµήµα του παχέος εντέρου. Παρόµοια µελέτη για πολύποδες δεν έχει αναφερθεί. 

Στην παρούσα εργασία έχουµε µόνο πέντε δείγµατα (4 πολύποδες και 1 καρκίνο) που 

εντοπίζονται στο δεξί τµήµα του παχέος εντέρου. Παρά το µικρό αριθµό των 

δειγµάτων, τόσο το δείγµα µε καρκίνο, όσο και ένας από τους τέσσερεις πολύποδες, 

φέρουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας και εµφανίζουν ταυτόχρονα 

µεθυλίωση στον υποκινητή και των τριών γονιδίων που εξετάσαµε, συµφωνώντας 

έτσι απόλυτα µε τις παραπάνω µελέτες. Αντίθετα οι υπόλοιπα τρεις πολύποδες δεν 

εµφανίζουν τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας και η µεθυλίωση 

εντοπίζεται στον υποκινητή ενός ή και κανενός γονιδίου. 

 

7.5. Γονίδια στόχοι 
Υποστηρίζεται στη βιβλιογραφία ότι οι καρκίνοι µε θετικό φαινότυπο 

µεθυλίωσης (CIMP θετικό) χαρακτηρίζονται τόσο από υψηλό ποσοστό µεθυλίωσης 

στις νησίδες CpG, όσο και υψηλή συχνότητα εµφάνισης και άλλων φαινοτυπικών ή 

γενετικών αλλαγών όπως η µικροδορυφορική αστάθεια καθώς και µεταλλάξεις στο 

γονίδιο TGFβRII [195]. Είναι επίσης γνωστό ότι και άλλα γονίδια όπως ο IGFIIR, ο 

BAX καθώς και τα γονίδια του συστήµατος MMR, hMSH3 και hMSH6, που 

περιέχουν µικροδορυφορικές αλληλουχίες σε κωδικοποιούσες περιοχές του 

γονιδιώµατός τους, υπόκεινται σε µεταλλάξεις τόσο σε σποραδικούς καρκίνους του 

παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-H, του ενδοµητρίου και του στοµάχου όσο και 

σε καρκίνους οφειλόµενους στο σύνδροµο HNPCC [44, 45, 47, 131, 138].  
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Σε αυτά περιλαµβάνονται και άλλα γονίδια που παίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση 

της µεταγραφής, της πρωτεϊνικής σταθερότητας και στην ανοσο-επιτήρηση.  

Ωστόσο, κάποιες µη-κωδικοποιούσες επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες που 

συµβάλλουν στην γονιδιακή έκφραση, όπως η περιοχή πολυΤ(11) του γονιδίου 

hMRE11, έχουν επίσης προταθεί ως γονίδια στόχοι του συστήµατος MMR [145]. Για 

το λόγο αυτό στην παρούσα εργασία εκτός από τις αντίστοιχες κωδικοποιούσες 

µονονουκλεοτιδικές περιοχές των γονιδίων TGFβRII, IGFIIR, BAX, hMSH3 και 

hMSH6 που µελετήθηκαν και από άλλους ερευνητές, ελέγχθηκαν και δύο µη-

κωδικοποιούσες µονο- ή δι-νουκλεοτιδικές περιοχές που εντοπίζονται στο ιντρόνιο 1 

των γονιδίων EGFR και c-MYB και οι οποίες έχουν σηµαντικό ρόλο στην έκφραση 

της µεταγραφής τους. Σύµφωνα µε µία µελέτη, στους καρκίνους µε τον φαινότυπο 

MSI-H, οι µικρές µη-κωδικοποιούσες µονονουκλεοτιδικές περιοχές εµφανίζουν 

σπάνια αλλαγές (σε ποσοστό που κυµαίνεται από 0 έως 44%) σε αντίθεση µε τις 

µικρές κωδικοποιούσες µονονουκλεοτιδικές περιοχές που υπόκεινται σε αλλαγές µε 

ασυνήθιστα ευµετάβλητες συχνότητες (0 έως 92%) [217]. 

Στην παρούσα εργασία και οι τρεις ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-H, 

έδειξαν επίσης αλλαγές τόσο στον αριθµό των κωδικοποιούντων µονονουκλεοτιδικών 

περιοχών στα γονίδια TGFβRΙΙ, IGFIIR, ΒΑΧ και hMSH3, όσο και των µη-

κωδικοποιούντων µονο- ή πολυ- νουκλεοτιδικών περιοχών των γονιδίων EGFR και c-

MYB. Μάλιστα τα ποσοστά εµφάνισης µεταλλάξεων στους ασθενείς µε τον 

φαινότυπο MSI-H στα παραπάνω γονίδια ανέρχονται  για τα γονίδια TGFβRII και c-

MYB στο 100% (3/3), για τα hMSH3 και EGFR στο 67% (2/3) και για τα BAX και 

IGFIIR στο 33% (1/3), ενώ κανένα δείγµα δεν έδειξε αλλαγή στον αριθµό των 

µονονουκλεοτιδικών επαναλήψεων πολυC(8) για το γονίδιο hMSH6. Είναι επίσης 

σηµαντικό ότι 2 από τους 10 ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L (20%) εµφάνισαν 

αλλαγές στην περιοχή πολυΑ(10) του TGFβRII. Όλοι οι ασθενείς µε τον φαινότυπο 

MSI-H καθώς και ο ένας από τους δύο ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L που 

εµφάνισαν αστάθεια στα γονίδια στόχους που µελετήθηκαν, παρουσίασαν επίσης 

µεθυλίωση στους υποκινητές όλων των γονιδίων που ελέχθησαν (φαινότυπος CIMP) 

ενώ ο δεύτερος από τους ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-L και αστάθεια στο γονίδιο 

TGFβRII εµφάνισε µεθυλίωση µόνο στον υποκινητή του γονιδίου MGMT. Τα 

ποσοστά εµφάνισης αστάθειας στα γονίδια στόχους ποικίλουν σε κάθε µελέτη και για 

το λόγο αυτό δεν είµαστε σε θέση να συγκρίνουµε τα δικά µας ποσοστά εµφάνισης 

της αστάθειας στα γονίδια στόχους µε αυτά των άλλων εργασιών και επιπλέον ο 
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αριθµός των προς εξέταση υποψηφίων γονιδίων στόχων ποικίλει. Σε µία παλαιότερη 

µελέτη  µε 13 καρκίνους και τον φαινότυπο MSI-H [218] ο έλεγχος ως προς την 

αστάθεια των γονιδίων στόχων που µελετήθηκαν έδειξαν τα ακόλουθα ποσοστά 

εµφάνισης της αστάθειας: TGFβRII (12/13 ή 92%), BAX (5/13, 38%), IGFIIR (2/12, 

17%), hMSH3 (4/13, 31%), hMSH6 (3/13, 23%). Ενώ, σε µία άλλη µελέτη [177] 

όπου ο φαινότυπος MSI-H εντοπίστηκε σε δώδεκα περιπτώσεις πολυπόδων του 

παχέος εντέρου, µεταλλάξεις εµφάνισαν οι 2/12 (17%) ασθενείς στο γονίδιο 

TGFβRII, ο 1/12 (8%) στο γονίδιο BAX, ο 1/12 (8%) στο γονίδιο hMSH6 και οι 2/12 

(17%) στο γονίδιο MBD4. Κοινό πάντως συµπέρασµα τόσο της δική µας µελέτης όσο 

και των άλλων εργασιών είναι ότι τα ποσοστά εµφάνισης της αστάθειας στο γονίδιο 

TGFβRII στους καρκίνους αλλά και στους πολύποδες του παχέος εντέρου µε τον 

φαινότυπο MSI-H είναι τα υψηλότερα σε σύγκριση µε τα υπόλοιπα γονίδια.  

Όπως έχει αναφερθεί σε παλαιότερη µελέτη [141] καµία µετάλλαξη δεν έχει 

εµφανιστεί στο γονίδιο TGFβRII σε πρώιµους πολύποδες µε τον φαινότυπο MSI, 

περιλαµβανοµένων και των απλών σωληνοειδών και λαχνωτών πολυπόδων, ενώ η 

εµφάνιση των µεταλλάξεων στο γονίδιο αυτό εντοπίζεται αρχικά σε περιοχές υψηλού 

βαθµού δυσπλασίας. Στην παρούσα µελέτη ανιχνεύσαµε µετάλλαξη στο γονίδιο 

TGFβRII σε τρείς ασθενείς που έφεραν αδενοκαρκινώµατα και τον φαινότυπο MSI (2 

MSI-H και 1 MSI-L) καθώς και δύο ασθενείς µε σωληνολαχνωτούς πολύποδες και 

τον φαινότυπο MSI (1 MSI-H και 1 MSI-L), χωρίς όµως ένδειξη καρκινώµατος. Οι 

δύο τελευταίες περιπτώσεις αποδεικνύουν ότι η µετάλλαξη στο γονίδιο TGFβRII 

είναι ένα πρώιµο στάδιο στους πολύποδες µε τον φαινότυπο MSI και πιθανώς να 

συνδέεται µε την µετέπειτα εξέλιξή τους σε καρκίνο.   

Όσων αφορά το γονίδιο IGFIIR, η Souza και η οµάδα της [131] ανίχνευσαν 

σωµατικές µεταλλάξεις µετατόπισης πλαισίου στο γονίδιο IGFIIR σε ποσοστό 9% 

των σποραδικών καρκίνων του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI, που συµφωνεί 

και µε την ερευνητική οµάδα του Vilkki [219] όπου τα ποσοστά εµφάνισης 

µεταλλάξεων στο ίδιο γονίδιο ανέρχονται στο 9.8% για τον ίδιο τύπο καρκίνου. 

Επιπλέον ο Ouyang και οι συνεργάτες του [220] δεν εντόπισαν καµία µετάλλαξη στο 

γονίδιο IGFIIR σε σποραδικούς καρκίνους του παχέος εντέρου που δεν έφεραν τον 

φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας. Στην παρούσα εργασία µετάλλαξη στο 

γονίδιο IGFIIR εντοπίσαµε µόνο σε µία περίπτωση καρκίνου µε τον φαινότυπο MSI-

H, στην οποία παρατηρείται ταυτόχρονα µετάλλαξη και στα γονίδια TGFβRII, 

hMSH3, EGFR και c-MYB, γεγονός που µας οδηγεί στην υπόθεση ότι αυτού του 
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είδους η µετάλλαξη είναι µάλλον ένα δευτερεύον βήµα στην εξέλιξη της 

καρκινογένεσης αυτού του τύπου. 

Όσων αφορά το προαποπτωτικό γονίδιο BAX, η Miquel και οι συνεργάτες της 

[221] εντόπισαν µετάλλαξη έλλειψης ενός νουκλεοτιδίου στην περιοχή πολυG(8) του 

γονιδίου ΒΑΧ στους 20 από τους 41 (49%)  καρκίνους µε τον φαινότυπο MSI και 

µάλιστα ήταν χαρακτηριστική στα εγγύς, µη-διαφοροποιηµένα, ή βλεννώδη 

αδενοκαρκινώµατα. Η συγκεκριµένη ερευνητική οµάδα υποστηρίζει επίσης ότι 

πιθανώς η διαφοροποιηµένη πρωτεΐνη που προκύπτει λόγω µετάλλαξης, να οδηγεί σε 

υπολειτουργία της απόπτωσης παρέχοντας έτσι ένα σοβαρό πλεονέκτηµα κατά τη 

διάρκεια της καρκινογένεσης, θεωρώντας το γονίδιο BAX ένα σηµαντικό γονίδιο 

στόχο στην καρκινογένεση που συνδέεται µε την ελαττωµατική λειτουργία του 

συστήµατος ΜΜR. Βέβαια, ο Sakakibara και οι συνεργάτες του [222] ανέφεραν ότι 

µία µετάλλαξη στην κωδικοποιούσα περιοχή πολυG(8) του γονίδιο ΒΑΧ δεν 

αποτελεί σηµαντικό παράγοντα στην πορεία της καρκινογένεσης στους Ιάπωνες 

ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου λόγω του συνδρόµου HNPCC και επιπλέον 

τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας. Στην παρούσα εργασία µετάλλαξη 

στην περιοχή πολυG(8) του γονιδίου ΒΑΧ εντοπίσαµε σε έναν µόνο ασθενή (1/3 ή 

33%) µε καρκίνο του παχέος εντέρου και τον φαινότυπο MSI-H, ο οποίος έφερε 

επιπλέον µεταλλάξεις και στα γονίδια TGFβRII, hMSH3 και c-MYB.  

Τα γονίδια hMSH3 και hMSH6 ανήκουν στα γονίδια του συστήµατος MMR 

και η εµφάνιση µεταλλάξεων στα γονίδια αυτά ενδεχοµένως να επιταχύνει την 

καρκινογένεση λόγω αυξηµένου ποσοστού µεταλλάξεων στο σύνολο του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος. Σε µία µελέτη της Planck και της οµάδας της [223] οι µεταλλάξεις στα 

γονίδια hMSH3 και hMSH6 εµφανίζονται στους καρκίνους του παχέος εντέρου µε 

τον φαινότυπο MSI µε ποσοστό 21% και 8% αντίστοιχα. Η ίδια οµάδα υποστηρίζει 

ότι όταν οι καρκίνοι προέρχονται από µία µετάλλαξη στη γαµετική σειρά ενός 

σηµαντικού συστατικού στου συστήµατος MMR, όπως το γονίδιο hMLH1 ή hMSH2, 

τότε η εµφάνιση επιπλέον µεταλλάξεων στα γονίδια hMSH3 και hMSH6 θα παίξει 

σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη του καρκίνου αυτού. Στην παρούσα εργασία µετάλλαξη 

στην κωδικοποιούσα περιοχή πολυΑ(8) του γονιδίου hMSH3 ανιχνεύτηκε στους 2 

από τους 9 καρκίνους (22%) µε τον φαινότυπο MSI (συµπεριλαµβανοµένων και των 

καρκίνων µε τον φαινότυπο MSI-L), ποσοστό που συµφωνεί µε την παραπάνω 

µελέτη, ενώ στο γονίδιο hMSH6 δεν ανιχνεύτηκε µετάλλαξη σε κανένα δείγµα. 

Πρέπει επίσης να τονιστεί ότι στο ένα από τα δύο δείγµατα µε µετάλλαξη στο γονίδιο 
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hMSH3 ανιχνεύθηκε επιπλέον και µία παθογόνα µετάλλαξη στη γαµετική σειρά του 

γονιδίου hMSH2 γεγονός που, σύµφωνα µε τα υποστηριζόµενα του Planck και των 

συνεργατών του, µπορεί να αποτελέσει σηµαντική ένδειξη για την µετέπειτα πορεία  

εξέλιξης του καρκίνου αυτού.  

Ο Thompson και η οµάδα του [149], καταγράφουν αστάθεια στην πολυΤ(19) 

περιοχή του πρώτου ιντρονίου του γονιδίου c-ΜΥΒ στο 60% των καρκίνων του 

παχέος εντέρου που φέρουν των φαινότυπο MSI-H. Αντίθετα, η γενωµική αστάθεια 

στην γαµετική σειρά του DNA ήταν µη σηµαντική, υποστηρίζοντας έτσι ότι η 

επίδραση του φαινοτύπου MSI-H περιορίζεται µόνο στους όγκους µε καρκίνο του 

παχέος εντέρου. Επιπλέον παρατήρησαν ότι µεταλλάξεις στην περιοχή αυτή του 

γονιδίου c-ΜΥΒ εµφανίστηκαν και σε καρκίνους του παχέος εντέρου µε τον 

φαινότυπο MSS, ενισχύοντας την άποψη ότι υπάρχει πίεση επιλογής για την 

µετάλλαξη αυτή στους καρκίνους του παχέος εντέρου.  

Στην παρούσα εργασία το γονίδιο c-ΜΥΒ εµφανίζει τη δεύτερη µεγαλύτερη 

συχνότητα µεταλλάξεων, µετά το γονίδιο TGFβRII αφού εντοπίστηκε αστάθεια του 

γονιδίου αυτού και στους τρεις ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-H, ο ένας µε 

σωληνολαχνωτό πολύποδα και οι άλλοι δύο µε καρκίνο. Γίνεται λοιπόν εµφανές ότι 

το γονίδιο c-MYB µπορεί να αποτελέσει έναν καινούργιο γονίδιο στόχο για την 

καρκινογένεση λόγω κακής λειτουργίας του συστήµατος MMR. 

Είναι επίσης ενδιαφέρον οι πολυµορφισµοί που παρατηρήσαµε στον αριθµό 

των επαναλήψεων της πολυΤ περιοχής του γονιδίου c-ΜΥΒ τόσο στους ασθενείς µε 

πολύποδες και καρκίνο όσο και στην οµάδα των υγειών ατόµων. Η πλειοψηφία των 

ασθενών φέρει 19-21πολυΤ (40 από τους 78 ασθενείς, 51.3%) και 17-21πολυΤ (19/78 

ή 24.6%) τόσο στον παθολογικό ιστό όσο και στον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό 

ενώ σε ένα µικρό ποσοστό ασθενών εντοπίζονται διαφορετικοί συνδυασµοί στον 

αριθµό των θυµιδινών και στα δύο αλληλόµορφα του DNA τους. Αν και το γεγονός 

αυτό θα µπορούσε να θεωρηθεί απλά ένα φαινοτυπικό χαρακτηριστικό των ατόµων, ο 

συνδυασµός του αριθµού των πολυΤ επαναλήψεων του γονιδίου c-MYB µε την 

µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT (Εικόνα 28), 

φαίνεται να αλλάζει την άποψη αυτή. Ενώ η µεθυλίωση στον υποκινητή του κάθε 

γονιδίου ξεχωριστά εµφανίζεται στην πλειοψηφία των δειγµάτων µε 19-21πολυΤ στο 

γονίδιο c-MYB και µε µικρότερα ποσοστά στην περίπτωση των δειγµάτων µε 17-

21πολυΤ, το αυξηµένο ποσοστό που παρατηρείται κατά την περίπτωση συν-

µεθυλίωσης των υποκινητών των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT στα δείγµατα 
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που φέρουν τον συνδυασµό 17-21πολυΤ (39%) σε σχέση µε αυτό που προκύπτει στην 

περίπτωση των 19-21πολυΤ (28%) µας οδηγεί στην υπόθεση ότι η µείωση από 19 σε 

17 θυµίνες ή και λιγότερες µπορεί είναι ένα πρώιµο στάδιο στην πορεία εξέλιξης ενός 

φυσιολογικού επιθηλίου σε πολύποδα και στη συνέχεια σε συνδυασµό και µε άλλους 

παράγοντες σε καρκίνο. Μία άποψη που πρέπει να µελετηθεί εκτενέστερα. 

Όσων αφορά το γονίδιο EGFR, αναφέρθηκε προηγουµένως ότι περιέχει στο 

ιντρόνιο 1 µια πολυµορφική δινουκλεοτιδική περιοχή (CA-SSR I) µε επαναλήψεις 

που κυµαίνονται από 14-21 CA [157]. Η περιοχή αυτή έχει δειχθεί ότι ρυθµίζει άµεσα 

τη µεταγραφική ικανότητα και την ενεργότητα του γονιδίου αφού αύξηση στον 

αριθµό των επαναλήψεων CA έχει ως συνέπεια την µείωση τόσο της µεταγραφικής 

ικανότητας όσο και της ενεργότητάς του [158, 159]. Επιπλέον ο Liu και η οµάδα του 

[157] µελέτησαν τη συχνότητα των επαναλήψεων CA σε διαφορετικές φυλές, 

συµπεριλαµβάνοντας λευκούς, µαύρους και Ασιάτες (της ανατολής και της δύσης). 

Παρατήρησαν ότι οι επαναλήψεις των 20 CA στους λευκούς (21%) ήταν πιο συχνές 

απ’ ότι στους µαύρους (14%), ενώ η συχνότητα των 16 CA επαναλήψεων στους 

λευκούς (43%) και στους µαύρους (42%) ήταν µεγαλύτερη από αυτή στους Ασιάτες 

(17%). Γίνεται λοιπόν εµφανές ότι ο αριθµός των επαναλήψεων CA του γονιδίου 

EGFR αποτελεί και ένα φαινοτυπικό χαρακτηριστικό των διαφορετικών εθνικοτήτων 

µε αποτέλεσµα το ίδιο πιθανώς να συµβαίνει και για την έκφραση του γονιδίου. 

Σύµφωνα µε την ίδια έρευνα [157], οι πιο συχνές αλληλουχίες στις επαναλήψεις CA 

που έχουν προσδιοριστεί στους φυσιολογικούς ιστούς αποτελούνται από 16, 18 και 

20 επαναλήψεις CA, ενώ ο πιο κοινός γενότυπος ήταν η οµοζυγωτία των 16 

επαναλήψεων CA. Είναι σηµαντικό το γεγονός ότι ενώ διαφορές στο µήκος των 

αλληλουχιών παρατηρούνται και στους καρκίνους µε µικροδορυφορική σταθερότητα, 

αστάθεια στην αλληλουχία της περιοχής CA-SSR I µεταξύ καρκινικού και 

φυσιολογικού ιστού έχει παρατηρηθεί µέχρι σήµερα µόνο στους καρκίνους µε τον 

φαινότυπο MSI-H [224]. Σύµφωνα µε την Buisine και τους συνεργάτες της, αστάθεια 

στην περιοχή CA-SSR I του EGFR, παρατηρήθηκε στους 36 από τους 42 (86%) 

καρκίνους του παχέος εντέρου µε τον φαινότυπο MSI-H, ενώ κανένας από τους 44 

καρκίνους µε τον φαινότυπο MSS που ελέγχθηκαν δεν έδειξε αστάθεια. Επιπλέον 

παρατήρησαν ότι αστάθεια εµφάνισαν κυρίως τα δείγµατα που στον φυσιολογικό 

ιστό ο αριθµός των CA επαναλήψεων ήταν µικρότερος από 20 επαναλήψεις CA 

(17/19, 89%), υποστηρίζοντας ότι οι ιστοί που φέρουν στην περιοχή CA-SSR I του 

EGFR µεγαλύτερες από 20 CA επαναλήψεις είναι λιγότερο επιρρεπείς στην αστάθεια 
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[224]. Επιπλέον η ίδια ερευνητική οµάδα κάνοντας ανοσοϊστοχηµική ανάλυση µε τη 

χρήση του µονοκλωνικού αντισώµατος αντι-EGFR, για να ελέγξουν την έκφραση του 

γονιδίου EGFR, δεν βρήκαν καµία συσχέτιση της έκφρασης του γονιδίου αυτού µε το 

µήκος της CA-SSR I περιοχής, καθώς επίσης και µε τον φαινότυπο της 

µικροδορυφορικής αστάθειας. Συµπερασµατικά αν και η έκφραση του EGFR δεν 

είναι άµεσα συνυφασµένη µε την περιοχή CA-SSR I, το µήκος της αλληλουχίας 

αυτής συνδέεται άµεσα µε την πιθανότητα εµφάνισης αλλά και της εξέλιξης της 

νόσου.  

Τα αποτελέσµατα της µελέτης µας, συµφωνούν µε τη µελέτη της Buisine. Ο 

πιο συχνός αριθµός επαναλήψεων στην αλληλουχία των CA είναι οι 16 και 17 

επαναλήψεις, ενώ σε υψηλή συχνότητα εµφανίζονται και οι αλληλουχίες των 18, 19 

και 21 επαναλήψεων και στις τέσσερεις οµάδες των ατόµων που ελέγχθηκαν. 

Αστάθεια του γονιδίου EGFR παρατηρήθηκε στα 2/3 (67%) των δειγµάτων µας µε 

τον φαινότυπο MSI-H, µε το ένα εκ των δύο να αποτελεί σωληνολαχνωτό αδένωµα 

και όχι καρκίνο, όπως αναφέρεται σε όλες τις µέχρι σήµερα µελέτες, ενώ αστάθεια 

δεν εντοπίστηκε σε κανέναν καρκίνο µε τον φαινότυπο MSI-L ή MSS. Η αστάθεια 

εµφανίστηκε σε δύο δείγµατα µε τον φαινότυπο MSI-H που ο φυσιολογικός ιστός 

αποτελούνταν από 16-17 CA επαναλήψεις, ενώ το τρίτο δείγµα µε τον ίδιο φαινότυπο 

που δεν παρουσίασε αστάθεια στο γονίδιο EGFR φέρει στο ένα αλληλόµορφο >20 

CA επαναλήψεις, γεγονός που πιθανώς να έπαιξε προστατευτικό ρόλο έναντι της 

αστάθειας σύµφωνα και µε τα αναφερόµενα της µελέτης της Buisine. Τέλος 

συγκρίνοντας τα αποτελέσµατά µας µε την µεθυλίωση στους υποκινητές των 

γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT, παρατηρούµε ότι συν-µεθυλίωση των υποκινητών 

των γονιδίων αυτών έχουµε στις αλληλουχίες µε 16-19 CA (33%), 16-21 CA (28%), 

16-17 CA (22%), 16-18 CA (11%) και 17-19 CA (6%), γεγονός που αποδεικνύει ότι 

οι αλληλουχίες που έχουν το ένα ή και τα δύο αλληλόµορφα της περιοχής CA-SSR I 

µε αριθµό επαναλήψεων µικρότερο των 20 CA γίνονται πιο επιρρεπείς σε κάθε είδους 

µεταβολή. Τα µέχρι σήµερα δεδοµένα σε συνδυασµό και µε τα δικά µας 

αποτελέσµατα µας επιτρέπουν να θεωρήσουµε το γονίδιο EGFR ως ένα νέο “γονίδιο 

στόχο” της καρκινογένεσης οφειλόµενη στο ελαττωµατικό σύστηµα MMR. 
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7.6. Γενετικός έλεγχος των γονιδίων hMLH1 και hMSH2.  
Το σύνδροµο του κληρονοµικού µη-πολυποδιακού καρκίνου του παχέος 

εντέρου (HNPCC) έχει συνδεθεί άµεσα µε την εµφάνιση µεταλλάξεων στη γαµετική 

σειρά των γονιδίων hMLH1 και hMSH2 και µάλιστα σε ποσοστό 85-90% [27]. 

Αντίθετα, στους σποραδικούς καρκίνους µε µικροδορυφορική αστάθεια το 90% των 

περιπτώσεων οφείλεται κυρίως στην αδρανοποίηση του γονιδίου hMLH1 λόγω 

µεθυλίωσης στον υποκινητή του [101], ενώ η εµφάνιση µεταλλάξεων στα γονίδια 

hMLH1 και hMSH2, αν και σε πολύ µικρό ποσοστό σε σχέση µε το σύνδροµο 

HNPCC, είναι πιο συχνή στο γονίδιο hMLH1 σε σχέση µε το γονίδιο hMSH2 [102].  

Σχεδόν 200 διαφορετικές µεταλλάξεις του γονιδίου hMLH1 έχουν περιγραφεί 

σε ασθενείς µε το σύνδροµο HNPCC και αντιπροσωπεύουν το 55% του συνόλου των 

µεταλλάξεων που έχουν αναφερθεί µέχρι σήµερα. Όλες αυτές οι µεταλλάξεις 

καταγράφονται στη βάση δεδοµένων (http://www.nfdht.nl/database/mdbchoice.htm) από 

την διεθνή οµάδα συνεργασίας για το σύνδροµο HNPCC. Οι περισσότερες από τις 

µεταλλάξεις αυτές έχουν ως αποτέλεσµα κατακερµατισµένα γονιδιακά προϊόντα είτε 

λόγω µεταλλάξεων µετατόπισης πλαισίου ή µεταλλάξεων σε θέσεις µατίσµατος του 

mRNA που οδηγούν στη διαγραφή εξονίων και τα οποία εµφανίζονται κατ' 

ασυνήθιστο τρόπο σε υψηλή συχνότητα.  

Από την άλλη πλευρά, οι µεταλλάξεις στο γονίδιο hMSH2 αντιπροσωπεύουν 

περίπου το 40% των µεταλλάξεων που έχουν ανιχνευθεί στο σύνδροµο HNPCC. Οι 

περισσότερες από τις µεταλλάξεις είναι µοναδικές, ενώ λίγες έχουν αναφερθεί και σε 

ασθενείς διαφορετικών εθνικοτήτων. Μεταξύ των 154 διαφορετικών  µεταλλάξεων 

του γονιδίου hMSH2 που έχουν αναφερθεί, περίπου το 80% οδηγούν στην πρόωρη 

λήξη του προϊόντος του γονιδίου hMSH2 και οι οποίες καταγράφονται επίσης στην 

βάση δεδοµένων (http://www.nfdht.nl/database/mdbchoice.htm) της διεθνούς οµάδας 

συνεργασίας για το σύνδροµο HNPCC. 

Στον Ελλαδικό χώρο η µελέτη της Απέσσου και των συνεργατών της [97] 

αναφέρει ότι στις οικογένειες µε το σύνδροµο HNPCC, η εµφάνιση µεταλλάξεων στο 

γονίδιο hMSH2 είναι πιο συχνή (77,7%) σε σχέση µε το γονίδιο hMLH1, γεγονός που 

έρχεται σε αντίθεση µε παρόµοιες µελέτες άλλων ερευνητών [98]. Επιπλέον, σε κάθε 

περιστατικό παρατηρήθηκε µόνο µία µετάλλαξη σε γονίδιο του συστήµατος MMR, 

σε αντίθεση µε τον φιλανδικό πληθυσµό, όπου συνήθως εµφανίζονται δύο 

µεταλλάξεις σε κάθε ασθενή και µάλιστα σε ποσοστό ≥ 50% [99].  
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Στην παρούσα εργασία έγινε γενετικός έλεγχος των γονιδίων hMLH1 και 

hMSH2 σε τρείς ασθενείς (P11, P28, P74) µε τον φαινότυπο MSI-H. Πρέπει να 

τονιστεί ότι o ασθενείς P11, σύµφωνα και µε το κλινικό του ιστορικό, ανήκει στο 

σύνδροµο HNPCC και έχει διαγνωστεί µε µάζα ορθού, ενώ ο ασθενής P28 που φέρει 

σωληνολαχνωτούς πολύποδες καθώς και ο P74 µε αδενοκαρκίνωµα ανιόντος δεν 

έχουν οικογενειακό ιστορικό για  καρκίνο και δεν είµαστε σε θέση να τους 

κατατάξουµε στο σύνδροµο HNPCC. Επίσης πρέπει να επισηµάνουµε ότι στον 

ασθενή P74 δεν υπήρχε η δυνατότητα ελέγχου του γονιδίου hMSH2.  

Και οι τρείς ασθενείς, ήταν αρνητικοί στον έλεγχο για µεταλλάξεις στο 

γονίδιο hMLH1, ενώ µόνο  ο ασθενής P74 εµφάνισε δύο γενετικούς πολυµορφισµούς 

307-29C>A και 1668-19A>G στις περιοχές των ιντρονίων 3 και 14 αντίστοιχα του 

γονιδίου hMLH1. Ο πρώτος πολυµορφισµός (307-29C>A) αναφέρεται για πρώτη 

φορά στον ελληνικό πληθυσµό ενώ λίγες είναι και οι αναφορές σε διεθνές επίπεδο 

[171-173] ενώ για τον δεύτερο πολυµορφισµό (1668-19A>G) υπάρχουν τόσο µία 

ελληνική αναφορά [97] όσο και 145 διεθνείς αναφορές στην βάση δεδοµένων 

(http://www.nfdht.nl/database/mdbchoice.htm) της διεθνούς οµάδας συνεργασίας για 

το σύνδροµο HNPCC, χωρίς όµως ενδείξεις για το αποτέλεσµα της παρουσίας τους. 

Επιπλέον η ύπαρξη δύο ταυτόχρονων πολυµορφισµών στο ίδιο άτοµο χρήζει 

επιπλέον παρακολούθηση τόσο του ιδίου όσο και των υπολοίπων µελών της 

οικογένειάς του. 

 Αντίθετα, στο γονίδιο hMSH2 των ασθενών P11 και P28, εντοπίστηκαν δύο 

σηµαντικές γενετικές µεταλλάξεις. Η παθογόνος µετάλλαξη 472C>T, που 

ανιχνεύθηκε στον ασθενή P11, έχει ως αποτέλεσµα την αντικατάσταση του αµινοξέος 

της Γλυκίνης (Q) στο κωδικόνιο 158 του γονιδίου µε άλλο αµινοξύ, (Q158X), 

οδηγώντας σε κωδικόνιο τερµατισµού, ενώ η µετάλλαξη που ανιχνεύθηκε στον 

ασθενή P28, 592G>A, έχει σαν αποτέλεσµα την αντικατάσταση του αµινοξέος 

Γλουταµινικό οξύ (Ε) στο κωδικόνιο 198 σε Λυσίνη (Κ) (E198K). Επιπλέον και 

στους δύο αυτούς ασθενείς εντοπίστηκε µία κοινή αντικατάσταση η 1975-6T>C που 

θεωρείται πολυµορφισµός. 

Η παθογόνος µετάλλαξη 472C>T στο γονίδιο hMSH2, έχει ήδη αναφερθεί 

στον ελληνικό πληθυσµό [97] και αφορούσε µία µεγάλη οικογένεια µε πολλά 

κρούσµατα καρκίνου του παχέος εντέρου. Αντίθετα η µετάλλαξη 592G>A στο 

γονίδιο hMSH2 που εντοπίστηκε από τον έναν εκ των δύο ασθενών, όπως επίσης και 

ο πολυµορφισµός 1975-6T>C που εµφανίστηκε και στους δύο ασθενείς µε τις 
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αντίστοιχες µεταλλάξεις για το ίδιο γονίδιο, αναφέρονται για πρώτη φορά στη µελέτη 

µας, καθώς δεν έχουν αναφερθεί προηγουµένως τόσο στον ελληνικό πληθυσµό όσο 

και διεθνώς και χρήζουν περαιτέρω έλεγχο. 

 Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι, επειδή η  µετάλλαξη 592G>A στο γονίδιο 

hMSH2 εµφανίστηκε σε άτοµο µε σωληνολαχνωτούς πολύποδες, προερχόµενους από 

σωληνοειδείς πολύποδες, χωρίς µέχρι σήµερα ενδείξεις για καρκίνο και επιπλέον 

χωρίς οικογενειακό ιστορικό για τη νόσο αυτή, βοήθησε στη συγκεκριµένη 

περίπτωση του ασθενούς την έγκαιρη διάγνωση της νόσου χρήζοντας απαραίτητη την 

τακτική του παρακολούθηση.  Παράλληλα η διερεύνηση των µελών της οικογένειας 

και των δύο ασθενών της µελέτης µας, για την ύπαρξη των συγκεκριµένων 

παθογόνων µεταλλάξεων στη γαµετική σειρά του γονιδίου hMSH2, θα επιτρέψει µε 

την κατάλληλη κλινική και ενδοσκοπική παρακολούθηση την αποτροπή εµφάνισης 

και ανάπτυξης καρκίνων του παχέος εντέρου στα άτοµα που πάσχουν του συνδρόµου 

HNPCC. 
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8. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 
Στην εργασία αυτή χρησιµοποιήσαµε αντιδράσεις PCR υψηλής ευαισθησίας 

για το έλεγχο της µικροδορυφορικής αστάθειας µε τη χρήση των 5 δεικτών Bethesda 

(BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 και D17S250) καθώς και της µεθυλίωσης των 

γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT, τριών γονιδίων των οποίων οι υποκινητές 

βρέθηκαν να είναι υπερµεθυλιωµένοι σε καρκινικά και προκαρκινικά µορφώµατα του 

παχέος εντέρου και διερευνήσαµε τη συχνότητα εµφάνισής τους σε σχέση µε την 

πορεία πολύποδας - πολύποδας υψηλής ογκογενετικής δράσης – καρκίνωµα, σε 

ασθενείς που υποβλήθηκαν σε κολονοσκόπηση. ∆ιερευνήθηκε επίσης ο φαινότυπος 

της µικροδορυφορικής αστάθειας σε σχέση µε την µεθυλίωση των υποκινητών των 

παραπάνω γονιδίων και περαιτέρω η συσχέτιση του φαινοτύπου MSI και του 

ελαττωµατικού συστήµατος MMR που αυτή υποκρύπτει, µε µεταλλάξεις σε µονο-

νουκλεοτιδικές επαναλήψεις κωδικοποιουσών περιοχών (MSH3, MSH6, BAX, 

IGFIIR και TGFβRII) ή µονο- και δι- νουκλεοτιδικές επαναλήψεις ρυθµιστικών 

περιοχών γονιδίων στόχων (όπως τα γονίδια EGFR και c-MYB που αναφέρονται για 

πρώτη φορά) µε σηµαντικό ρόλο στην καρκινογένεση, σε µια προσπάθεια να 

διερευνηθεί ο ρόλος τους στην εξέλιξη του πολύποδα σε καρκίνο. 

Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν δείχνουν ότι ο φαινότυπος της 

µικροδορυφορικής αστάθειας εµφανίζεται σε ποσοστό 17% του συνολικού αριθµού 

των ασθενών µε πολύποδες και καρκίνο που µελετήθηκαν και µάλιστα µόνο στις 

οµάδες µε σωληνολαχνωτούς ή λαχνωτούς πολύποδες και καρκίνο, ενώ κανένα υγιές 

άτοµο της παρούσας µελέτης δεν εµφάνισε τον φαινότυπο αυτό, γεγονός που 

επισηµαίνει την σηµαντικότητά του ως δείκτη στην πορεία εξέλιξης πολύποδας προς 

καρκίνο του παχέος εντέρου.  

Από την άλλη, η µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και 

MGMT εµφανίζει µία συνεχώς αυξανόµενη τάση ως προς την πορείας εξέλιξης του 

φυσιολογικού επιθηλίου του παχέος εντέρου σε πολύποδα και τέλος σε καρκίνο, 

καθώς επίσης και µία στατιστικά σηµαντική αύξηση της συχνότητας εµφάνισης της 

µεθυλίωσης στους υποκινητές των γονιδίων P16 και MGMT στην οµάδα των 

ασθενών που φέρουν σωληνολαχνωτούς και λαχνωτούς πολύποδες σε σύγκριση µε 

τους ασθενείς µε πολύποδες χαµηλού ογκογενετικού δυναµικού. Τα όσα 

προαναφέρθηκαν καθώς και η εµφάνιση της µεθυλίωσης και σε υγιή άτοµα κάνει 
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εµφανές το γεγονός ότι η µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων αποτελεί ένα 

από τα πρωταρχικά βήµα στην πορεία εξέλιξης του φυσιολογικού επιθηλίου του 

παχέος εντέρου σε πολύποδα, ενώ η επιπλέον αύξηση της µεθυλίωσης σε 

συγκεκριµένα γονίδια µπορούν να καθορίσουν και την µετέπειτα εξέλιξη ή µή του 

πολύποδα σε καρκίνο. 

Συγκρίνοντας τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας µε την 

µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT δείξαµε ότι τα 

δύο αυτά συµβάντα είναι άµεσα συνυφασµένα µεταξύ τους αφού το 100% των 

ασθενών µε τον φαινότυπο MSI εµφανίζει µεθυλίωση σε ένα τουλάχιστον από τα 

τρία αυτά γονίδια και επιπλέον 9 από τους 10 καρκίνους και 2 από τους 4 πολύποδες 

µε τον φαινότυπο αυτό εµφανίζουν µεθυλίωση στον υποκινητή και των τριών 

γονιδίων που µελετήθηκαν, επισηµαίνοντας έτσι το ρόλο της µεθυλίωσης στην 

έναρξη αλλά και την εξέλιξη αυτού του τύπου καρκίνου. 

Τέλος συγκρίνοντας τον φαινότυπο της µικροδορυφορικής αστάθειας µε την 

ελαττωµατική λειτουργία του συστήµατος MMR που αυτή υποκρύπτει είτε µέσω 

αστάθειας στα γονίδια στόχους (TGFβRII, BAX, IGFIIR, MSH3, MSH6, EGFR και 

c-MYB) είτε µέσω µεταλλάξεων σε λειτουργικά γονίδια του συστήµατος ΜΜR 

(hMLH1 και hMSH2) είδαµε ότι όλα τα δείγµατα (από πολύποδα ή καρκίνο) µε τον 

φαινότυπο MSI-H καθώς και δύο δείγµατα µε τον φαινότυπο MSI-L έδειξαν επιπλέον 

αστάθεια σε ένα ή και παραπάνω γονίδια στόχους (µε τα γονίδια TGFβRII και c-

MYB να εµφανίζουν αστάθεια σε όλα τα δείγµατα µε τον φαινότυπο MSI-H), 

γεγονός που θα αποτελέσει σηµαντικό δείκτη για την µετέπειτα πορεία εξέλιξης της 

νόσου ενώ παράλληλα µας επιτρέπει να θεωρήσουµε τα γονίδια c-MYB και EGFR ως 

δύο νέα γονίδια στόχους. 

Επιπλέον ο έλεγχος µεταλλάξεων στα γονίδια του συστήµατος MMR, τα 

hMLH1 και hMSH2, στα δείγµατα µε τον φαινότυπο MSI-H αποτέλεσε την αφορµή 

να εντοπίσουµε δύο πιθανός σηµαντικές παθογόνες µεταλλάξεις στο γονίδιο hMSH2 

(472C>T και 592G>A), τόσο σε έναν ασθενή µε λαχνωτό πολύποδα χωρίς 

οικογενειακό ιστορικό όσο και σε έναν ασθενή µε το σύνδροµο HNPCC, γεγονός που 

θα ωφελήσει τόσο στην µετέπειτα θεραπευτική προσέγγισή τους όσο και στην 

προληπτική παρακολούθηση των οικογενειών τους. 
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9. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΑΣΤΑΘΕΙΑΣ ΤΟΥ 

∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΟΥ DNA, ΤΗΣ ΜΕΘΥΛΙΩΣΗΣ ΚΑΙ ΤΩΝ 

ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΣΤΟΧΩΝ, ΩΣ ∆ΕΙΚΤΕΣ ΝΕΟΠΛΑΣΙΩΝ ΣΤΟΝ 

ΚΑΡΚΙΝΟ ΤΟΥ ΠΑΧΕΟΣ ΕΝΤΕΡΟΥ 
 

 

∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ  

ΤΗΣ ΒΑΣΙΛΙΚΗΣ ΨΩΦΑΚΗ 
 

 O καρκίνος του παχέος εντέρου εξελίσσεται ως το αποτέλεσµα µίας πορείας 

βηµάτων σηµαντικών γενετικών και επιγενετικών αλλαγών. Η ασυνήθης µεθυλίωση 

στις νησίδες CpG ακολουθούµενη από χαµηλού ή υψηλού επιπέδου αστάθεια του 

µικροδορυφορικού DNA, θα οδηγήσουν στην καρκινογένεση του παχέος εντέρου 

µέσω µεταλλάξεων µετατόπισης πλαισίου σε γονίδια στόχους τα οποία εµπλέκονται 

στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου ή της κυτταρικής επιβίωσης. 

 Στόχος της παρούσας µελέτης ήταν η αναζήτησης της «µοριακής υπογραφής» 

που συνοδεύει την εξαλλαγή ενός φυσιολογικού ιστού αρχικά σε πολύποδα και 

αργότερα σε προχωρηµένο πολύποδα και καρκίνωµα, χρησιµοποιώντας ως δείκτες 

την µικροδορυφορική αστάθεια, την µεθυλίωση των υποκινητών κάποιων γονιδίων 

και τις µεταλλάξεις των γονιδίων στόχων. 

 Το DNA που αποµονώθηκε από αίµα, φυσιολογικό ιστό καθώς και ιστό από 

πολύποδες και καρκίνο, των ασθενών της µελέτης µας (υγιή άτοµα, ασθενείς µε 

πολύποδες και/ή καρκίνο), οι οποίοι υποβλήθηκαν σε κολονοσκόπηση, 

χρησιµοποιήθηκε για να προσδιοριστεί η µικροδορυφορική αστάθεια (µε την χρήση 

των 5 δεικτών Bethesda), η ασυνήθης µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων 

hMLH1, P16 και MGMT, καθώς και οι µεταλλάξεις µετατόπισης πλαισίου σε γονίδια 

στόχους (TGFβRII, BAX, IGFIIR, hMSH3, hMSH6, EGFR και c-MYB). Τέλος µε τη 

χρήση της πλήρης αλληλούχισης έγινε έλεγχος για µεταλλάξεις στα γονίδια του 

συστήµατος MMR, τα hMLH1 και hMSH2, σε όλους τους ασθενείς µε τον φαινότυπο 

MSI-H. 
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Η µικροδορυφορική αστάθεια εµφανίστηκε σε ποσοστό 17% του συνολικού 

αριθµού των ασθενών που µελετήθηκαν και συγκεκριµένα µόνο στους ασθενείς µε 

σωληνολαχνωτούς/λαχνωτούς πολύποδες και καρκίνο του παχέος εντέρου, ενώ η 

µεθυλίωση στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1 και P16 παρατηρήθηκε µόνο στο 

δείγµα του παθολογικού ιστού των ασθενών, σε αντίθεση µε τον υποκινητή του 

γονιδίου MGMT, ο οποίος εµφάνισε µεθυλίωση και σε 21 δείγµατα DNA από αίµα. 

Επιπλέον η συχνότητα εµφάνισης της µεθυλίωσης σε κάθε γονίδιο αυξάνεται καθ’ 

όλη την πορεία πολύποδας/αδένωµα/καρκίνος, µε το γονίδιο MGMT να εµφανίζει τα 

υψηλότερα ποσοστά µεθυλίωσης σε κάθε οµάδα ασθενών. Το γεγονός ότι όλοι οι 

ασθενείς µε καρκίνο του παχέος εντέρου εµφάνισαν µεθυλίωση σε τουλάχιστον ένα 

από τα εξεταζόµενα γονίδια, υποδεικνύει τον σηµαντικό ρόλο της µεθυλίωσης στην 

πορεία εξέλιξης του καρκίνου του παχέος εντέρου. Επίσης, τα γονίδια TGFβRII και 

c-MYB ήταν µεταλλαγµένα σε όλους τους ασθενείς µε τον φαινότυπο MSI-H και µε 

επιπλέον µεθυλίωση στους υποκινητές και των τριών γονιδίων. Τέλος βρέθηκαν µία 

ήδη γνωστή και µία νέα µετάλλαξη στο γονίδιο hMSH2 σε 2 ασθενείς µε τον 

φαινότυπο MSI-H (ο ένας ασθενής µε το σύνδροµο HNPCC και ο άλλος µε λαχνωτό 

πολύποδα). 

Ο έλεγχος της µεθυλίωσης των υποκινητών των γονιδίων για τις τρεις 

διαφορετικές οµάδες ασθενών µε αδενωµατώδεις/σωληνοειδής πολύποδες, 

σωληνολαχνωτούς/λαχνωτούς πολύποδες και καρκίνο του παχέος εντέρου, παρείχε 

ειδικές πληροφορίες για το µεθυλιωµένο προφίλ της κάθε οµάδας, υποστηρίζοντας 

έτσι τη χρήση της ως ένας πρώιµος δείκτης ελέγχου. Επιπλέον ο φαινότυπος MSI, ως 

αποτέλεσµα µεθυλίωσης στους υποκινητές των γονιδίων hMLH1, P16 και MGMT 

οδηγεί στην καρκινογένεση του παχέος εντέρου µέσω µεταλλάξεων όχι µόνο σε 

κωδικοποιούσες περιοχές αλλά πιθανόν και σε περιοχές ιντρονίων µε 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες ρυθµιστικής αξίας για τα γονίδια, όπως στα γονίδια 

EGFR και c-MYB. Τέλος ο πλήρης έλεγχος του γενετικού και επιγενετικού 

υπόβαθρου και επιπλέον η ανακάλυψη των παθογόνων µεταλλάξεων στο γονίδιο 

hMSH2 θα ωφελήσει κάθε ασθενή ξεχωριστά για µία πιο στοχευµένη 

χηµειοθεραπευτική προσέγγιση καθώς και τις οικογένειες τους ως ένας πιθανός 

προγνωστικός δείκτης.  
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9. SUMMARY 

 
INVESTIGATION OF DNA MICROSATELLITE INSTABILITY, 

DNA METHYLATION AND TARGET GENE INACTIVATION AS 

MOLECULAR MARKERS IN COLORECTAL CANCER 
 

 

DOCTORATE THESIS BY 

VASILIKI PSOFAKI 
 

Colorectal cancer develops as the result of a stepwise progression through 

several genetic and epigenetic alterations. Aberrant DNA methylation of CpG islands 

and subsequent low- or high-level DNA microsatellite instability is assumed to drive 

colon carcinogenesis through frameshift mutations in target genes implicated in the 

regulation of cell growth or cell survival.  

The aim of this study was the search of the “molecular signature” which 

accompanies the transformation of a normal tissue first to a polyp and then to an adenoma 

and cancer, using as molecular markers the microsatellite instability phenotype, promoter 

DNA methylation and the mutations of certain target genes.   

DNA extracted from blood, normal tissue, and tissues from polyps, adenomas 

and colorectal cancer of patients undergoing colonoscopy (healthy individuals, 

polyp/adenoma patients and colorectal carcinoma patients) was used to assess the 

microsatellite instability (using the five Bethesda markers), the prevalence of aberrant 

DNA methylation of hMLH1, P16 and MGMT promoter, and the frameshift 

mutations of target genes (BAX, IGFIIR, hMSH3, hMSH6, TGFβRII, EGFR and c-

MYB). Moreover a total genomic sequence analysis of the MMR genes hMLH1 and 

hMSH2 was performed in all MSI-H phenotype patients.   

Microsatellite instability was found in 17% of all of our patients, and 

particularly in those with tubulovillous/villous polyps or cancer. hMLH1 or 

CDKN2A/p16 promoter methylation was present only in tissue samples in contrast to 

MGMT that was also found in the blood. The frequency of promoter methylation for 

each locus grows up in the polyp/adenoma/carcinoma sequence with MGMT showing 
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the higher frequency in each group. All colorectal cancer patients showed promoter 

DNA methylation in at least one locus, suggesting a potentially crucial role of DNA 

methylation in the progression of colorectal cancer. TGFβRII and c-MYB genes were 

mutated in all patients showing the MSI-H phenotype together with simultaneous 

promoter DNA methylation of the three genes. One known mutation and one new 

mutation were found at the MSH2 gene in 2 of our MSI-H patients (1 patient with 

HNPCC syndrome and one other with villous adenoma).  

 DNA methylation analysis of a panel of genes provided specific methylation 

profiles for adenomatous/tubular polyps, tubulovillous/villous polyps and colorectal 

cancer, supporting the use of these alterations as a possible early detection marker. 

Moreover the MSI phenotype resulted in promoter DNA methylation of hMLH1 and 

MGMT driving colorectal carcinogenesis through frameshift mutations not only in 

coding but possibly also in intronic repetitive sequences showing regulatory function, 

as for example EGFR and c-MYB. Finally, the overall examination of the genetic and 

epigenetic background, together with the detection of the pathological mutation at 

hMSH2 gene, may give for our patients the possibility of a better chemotherapeutic 

prevention and possibly a useful prognostic marker.   
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