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Πρόλογος 
 

Παρά τις εξελίξεις των τελευταίων χρόνων τόσο στον τομέα της 

τεχνολογίας όσο και στον τομέα της ιατρικής ο καρκίνος συνεχίζει να υπάρχει, 

να ταλαιπωρεί και τελικά να σκοτώνει τον άνθρωπο. 

Οι προσπάθειες όλων μας συνεχίζονται, ώστε να μειώσουμε την 

πιθανότητα εμφάνισής του, να γίνει εγκαίρως η διάγνωσή του και φυσικά να 

αντιμετωπιστεί και να θεραπευθεί με τον πιο επαρκή και δραστικό τρόπο. 

Η ογκολογία ως ειδικότητα με κέρδισε διότι έχοντας ως βάση της τη 

«παλαιά κλασσική παθολογία» συνεχώς εξελίσσεται και ανοίγει νέους ορίζοντες 

προς άλλες επιστήμες μέχρι να πετύχει το απόλυτο. Προσπαθούμε δηλαδή να 

κατανοήσουμε τους μηχανισμούς της καρκινογένεσης, να τους ελέγξουμε και 

τελικά να τους απενεργοποιήσουμε μέχρι και να εξαλείψουμε εντελώς τον 

καρκίνο ή να τον καταστήσουμε χρόνιο νόσημα . Αυτό σημαίνει ότι η γνώση δεν 

είναι ποτέ αρκετή και πως ένας ατελείωτος αγώνας δρόμου για περισσότερη 

απόκτηση γνώσης μόλις άρχισε. 

Ο συχνότερος καρκίνος που απαντάται στις γυναίκες είναι ο καρκίνος του 

μαστού. Ευτυχώς, τις περισσότερες φορές η διάγνωση γίνεται στα πρώιμα 

στάδια της νόσου και αυτό έχει ως αποτέλεσμα οι περισσότερες γυναίκες, αφού 

λάβουν την κατάλληλη θεραπεία να συνεχίζουν τη ζωή τους, να υπαβάλονται σε 

περιοδικούς ελέγχους και να παραμένουν υγιείς. Υπάρχουν δυστυχώς και 

εκείνες οι ασθενείς, που ενώ έλαβαν την πρέπουσα αντιμετώπιση θα 

υποτροπιάσουν, θα εμφανίσουν μεταστάσεις και τελικά θα καταλήξουν από τη 

νόσο τους.  

Προσπαθώντας να αναγνωρίσουμε αυτές τις ασθενείς και να βελτιώσουμε 

τη θεραπευτική μας προσέγγιση, μελετήθηκε η έκφραση γονιδίων και 

πρωτεϊνών εμβρυικής προέλευσης που δρουν ως κατασταλτικά γονίδια της 

μετάστασης. Πρόκειται δηλαδή, για γονίδια που παρεμποδίζουν τη μετάσταση 

του πρωτοπαθούς  όγκου, δρώντας σε ένα από τα στάδια της μεταστατικής 

διαδικασίας. 

Σκοπός μας είναι η μελέτη της έκφρασης των μορίων αυτών στον καρκίνο 

του μαστού, η συσχέτισή τους με τη μεταστατική διαδικασία και η ενδεχόμενη 

αξία τους ως καρκινικοί δείκτες ή ως προγνωστικοί και προβλεπτικοί 

παράγοντες. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Καρκίνος μαστού 
 

Ο καρκίνος του μαστού αποτελεί παγκοσμίως τον δεύτερο συχνότερο καρκίνο 

μετά από τον καρκίνο του πνεύμονα. Φέρεται ως ο πλέον θανατηφόρος 

καρκίνος στις γυναίκες με περισσότερες από 2 εκατομμύρια περιπτώσεις κάθε 

έτος [1].  

Η συχνότητα εμφάνισης του διαφέρει ανάλογα με την κοινωνική και 

οικονομική κατάσταση που επικρατεί σε κάθε περιοχή και αυτό σχετίζεται με τον 

τρόπο ζωής των γυναικών (αύξηση σωματικού βάρους, ηλικία εμμηναρχής, 

ηλικία πρώτης εγκυμοσύνης, θηλασμός ) [2] 

Στις ΗΠΑ υπάρχουν περισσότερα από 260.000 περιστατικά καρκίνου του 

μαστού κάθε χρόνο, ενώ καταγράφονται πλέον των 40,000 θανάτων ετησίως 

[3]. 

Με τη διάδοση των προληπτικών εξετάσεων όλο και περισσότερες 

γυναίκες τον ανακαλύπτουν σε πρώιμα στάδια. 

Η έγκαιρη διάγνωση καθώς και οι σύγχρονες και επικουρικές θεραπείες 

έχουν άμεση επίδραση στην επιβίωση των γυναικών αυτών [4,5,6]. Οι 

κατάλληλες επικουρικές θεραπείες (ακτινοθεραπεία ή συστημική) χορηγούνται 

μετά την ιστολογική διάγνωση και την σταδιοποίηση της νόσου. 

Ο θεραπευτικός στόχος είναι ότι αφού οι γυναίκες αυτές διαγνωσθούν 

εγκαίρως θα πρέπει να αντιμετωπιστούν με χειρουργείο, χημειοθεραπεία, 

ορμονοθεραπεία και ακτινοθεραπεία προκειμένου να μην υποτροπιάσουν και 

να μην καταλήξουν από τη νόσο. 

Στην Ευρώπη η 10-ετης επιβίωση των ασθενών με πρώιμο καρκίνο 

μαστού ξεπερνά το 70% [7], ενώ το 30-50% των γυναικών αυτών ενδέχεται να 

υποτροπιάσει και να καταλήξει από τη νόσο. [8] 

Η μεταστατική εξάπλωση των κακοηθών κυττάρων είναι μια διαδικασία 

πολλαπλών σταδίων που απαιτεί αποκόλληση από τον πρωτοπαθή όγκο, 

επιβίωση στην κυκλοφορία και συστηματική διασπορά τους, με επακόλουθο τη 

διήθηση, τον πολλαπλασιασμό και την αποίκηση των απομακρυσμένων ιστών 

[9]. Η ταυτοποίηση των μοριακών μεταβολών που συμβάλλουν στον κυτταρικό 
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πολλαπλασιασμό, στη διείσδυση και τη μετάσταση είναι ιδιαίτερα αναγκαία 

καθώς μπορεί να επιτρέψει την εντατικοποίηση των επικουρικών τοπικών και 

συστηματικών θεραπειών σε επιλεγμένες υποομάδες ασθενών, παρέχοντας 

συγκεκριμένους στόχους ικανούς να ανασταλούν από στοχεύουσες θεραπείες. 

 

 

Διάγνωση  
 

Η διάγνωση του καρκίνου του μαστού επιτυγχάνεται με: 

• την κλινική εξέταση : ψηλάφηση μαστού και λεμφαδένων μασχάλης 

• τον απεικονιστικό έλεγχο: μαστογραφία, υπέρηχο μαστών, μαγνητική 

τομογραφία μαστών 

• τη βιοψία και την παθολογοανοτομική εξέταση του δείγματος. 

 

 

Σταδιοποίηση 
 

Το TNM σύστημα σταδιοποίησης είναι ένα παγκοσμίως αποδεκτό σύστημα 

σταδιοποίησης όπου:  

• Το Τ περιγράφει το μέγεθος του όγκου 

• Το Ν περιγράφει αν ο καρκίνος έχει εξαπλωθεί στους τοπικούς λεμφαδένες  

• Το Μ περιγράφει αν ο καρκίνος έχει εξαπλωθεί ή όχι σε άλλα μέρη του 

σώματος  

Το παραπάνω σύστημα χρησιμοποιείται ώστε να αναγνωριστεί το στάδιο 

της νόσου προκειμένω να καθοριστεί η θεραπευτική αντιμετώπιση, να 

προσδιοριστεί η πρόγνωση και το προσδόκιμο επιβίωσης των ασθενών [10] 

(Πίνακες 1- 2). 
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Πίνακας 1 
TNM σταδιοποίηση AJCC UICC 2010 
 

T 
Tx Ο πρωτοπαθής όγκος δε δύναται να αξιολογηθεί  

T0 Δεν αποδεικνύεται ο πρωτοπαθής όγκος  

Tis 

(DCIS /LCIS) 

Καρκίνος μη διηθητικός, «in situ» 

(πορογενής/λοβιακός ) 

T1 (mi,a,b,c) Όγκος ≤20 χιλ στη μεγαλύτερη διάστασητου 

T2  Όγκος >20 χιλ αλλά ≤50 χιλ στη μεγαλύτερη διάσταση του  

T3  Όγκος >50 χιλ στη μεγαλύτερη διάσταση του  

T4 (a,b,c,d) Όγκος οποιοδήποτε μεγέθους με άμεση επέκταση στο 

θωρακικό τοίχωμα και / ή το δέρμα  

 

N 
Nx Οι τοπικοί λεμφαδένες δε δύναται να αξιολογηθούν. 

N0 Χωρίς μετάσταση στους τοπικούς λεμφαδένες  

N1 Μετάσταση σε ευκίνητους μασχαλιαίους λεμφαδένα/ες, 

επιπέδου I-II, ομόπλευρα 

N2 (a,b) Μετάσταση σε μασχαλιαίους λεμφαδένα/ες, επιπέδουI,II, 

ομόπλευρα, οι οποίοι είναι κλινικά καθηλωμένοι, ή μετάσταση 

σε ομόπλευρους ενδομαστικούς λεμφαδένες με απουσία 

μετάστασης σε μασχαλιαίους λεμφαδένες  

N3 (a,b,c) Μετάσταση σε υποκλείδιους ομόπλευρους λεμφαδένες, 

μασχαλιαίους λεμφαδένες επιπέδου ΙΙΙ με ή χωρίς συμμετοχή 

μασχαλιαίων λεμφαδένων επιπέδου Ι-ΙΙ, και/ή κλινικά 

ανιχνεύσιμοι ενδομαστικοί ομόπλευροι λεμφαδένες με κλινικά 

ανιχνεύσιμη μετάσταση στους μασχαλιαίους λεμφαδένες Ι-ΙΙ 

επιπέδου, ή μετάσταση σε ομόπλευρους υπερκλείδιους 

λεμφαδένες με η χωρίς συμμετοχή των μασχαλιαίων 

λεμφαδένων. 
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M 
M0 Χωρίς κλινική ή απεικονιστική απόδειξη απομακρυσμένης 

μετάστασης. 

M0 (i+) Χωρίς κλινική ή απεικονιστική απόδειξη απομακρυσμένης 

μετάστασης, αλλά ανιχνεύσιμες εναποθέσεις κυττάρων στο 

περιφερικό αίμα, τον μυελό των οστών ή σε άλλο μη τοπικό 

λεμφαδένα, οι οποίες δεν είναι μεγαλύτερου μεγέθους από 0.2 

χιλ, σε ασθενή χωρίς συμπτώματα ή σημεία ενδεικτικά 

μεταστατικής νόσου.  

M1 Απομακρυσμένες ανιχνεύσιμες μεταστάσεις, όπως αυτές 

ορίζονται από τα κλασσικά κλινικάκαι απεικονιστικά κριτήρια και 

/ή αποδεικνύονται από την ιστολογική εξέταση με μέγεθος 

μεγαλύτερο από 0.2 χιλ 
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Πίνακας 2 
Σταδιοποίηση καρκίνου του μαστού 
 

STAGE Τ Ν Μ 
0 Τis N0 M0 

ΙΑ T1 N0 M0 

ΙΒ T0 N1mi M0 

 T1 N1mi M0 

IIA T0 N1 M0 

 T1 N1 M0 

 T2 N0 M0 

IIB T2 N1 M0 

 T3 N0 M0 

IIIA T0 N2 M0 

 T1 N2 M0 

 T2 N2 M0 

 T3 N1 M0 

 T3 N2 M0 

IIIB T4 N0 M0 

 T4 N1 M0 

 T4 N2 M0 

IIIC ΟποιοδήποτεT N3 M0 

IV Οποιοδήποτε T Οποιοδήποτε N M1 
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Προβλεπτικοί παράγοντες στον πρώιμο καρκίνο του μαστού 
 

Η αναφορά σε προβλεπτικούς παράγοντες στον πρώιμο καρκίνο του 

μαστού συνδέεται με τη χορήγηση της κατάλληλης εξειδικευμένης επικουρικής 

θεραπείας με το καλύτερο θεραπευτικό αποτέλεσμα και τη λιγότερη τοξικότητα. 

Οι καλύτεροι προβλεπτικοί δείκτες στον καρκίνο του μαστού είναι η 

έκφραση των υποδοχέων των οιστρογόνων, η υπερέκφραση του HER2 καθώς 

και τα γονιδιακά προφίλ του όγκου. 

Σχετικά με τους υποδοχείς οιστρογόνων, η έκφρασή τους προβλέπει 

ασθενείς που θα έχουν θεραπευτικό όφελος από τη χορήγηση 

ορμονοθεραπείας.  

Η υπερέκφραση του HER2 προβλέπει ασθενείς που θα ωφεληθούν από 

την αντι-HER αγωγή 

Τα γονιδιακά προφίλ έκφρασης του όγκου μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

ως εργαλείο που προβλέπει το όφελος των ασθενών από τη λήψη επικουρικής 

χημειοθεραπείας, όπως τα PAM50, Mamma Print, Oncotype DX. Επιπλέον το 

Oncotype DX είναι το μοναδικό τεστ που μπορεί επίσης να προβλέψει τη 

μείωση κινδύνου υποτροπής με τη χορήγηση της επικουρικής χημειοθεραπείας 

[11]. 

 

 

Προγνωστικοί παράγοντες στον πρώιμο καρκίνο του μαστού 
 

Σε ασθενείς με νεοδιαγνωσθέν πρώιμο καρκίνο του μαστού τα 

χαρακτηριστικά των ασθενών, τα παθολογοανατομικά χαρακτηριστικά και τα 

χαρακτηριστικά του όγκου χρησιμεύουν για να καθοριστεί η πρόγνωση της 

νόσου. 

 

• Χαρακτηριστικά ασθενών:  

o η ηλικία <35 ετών σχετίζεται με χειρότερη επιβίωση και περίοδο 

ελεύθερη υποτροπής σε σχέση με τις μεγαλύτερες γυναίκες [12]. Επίσης 

παρατηρείται αυξημένη θνητότητα στις ηλικιωμένες ασθενείς >65 ετών 

σε σχέση με τις νεότερες [13] 
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o στις προεμμηνοπαυσιακές γυναίκες η επικουρική χημειοθεραπεία 

προκαλεί αμηνόρροια και η απουσία εμμήνου ρύσεως φαίνεται ότι ευνοεί 

την επιβίωση κυρίως σε ασθενείς με θετικούς ορμονικούς υποδοχείς, 

συγκριτικά με ασθενείς ιδίου σταδίου αλλά με αρνητικούς ορμονικούς 

υποδοχείς [14] 

o καλύτερη πρόγνωση έχουν οι ασθενείς που ανακαλύπτουν τον όγκο 

κατά την προληπτική μαστογραφία σε σύγκριση με τις ασθενείς που 

αυτοψηλαφούν τη βλάβη και αυτό σχετίζεται με τη διάγνωση σε πιο 

πρώιμο στάδιο [15] 

 

• Χαρακτηριστικά του όγκου [16] 

o η μέγιστη διάμετρος του όγκου (Τ)  

o η διήθηση ή όχι των λεμφαδένων της μασχάλης. Ακόμα και ασθενείς με 

όγκους <2 εκ και διηθημένους λεμφαδένες έχουν χειρότερη πρόγνωση 

από ασθενείς με αντίστοιχους όγκους χωρίς διηθημένους λεμφαδένες. 

o Η παρουσία ή η απουσία απομακρυσμένων μεταστάσεων 

 

• Ιστολογικοί υπότυποι του όγκου  

o τα πορογενή καρκινώματα του μαστού έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα να 

υποτροπιάσουν εντός των πρώτων 6 ετών παρακολούθησης έναντι των 

λοβιακών, αντιθέτως  τα λοβιακά παρουσιάζουν 56% μεγαλύτερο κίνδυνο 

υποτροπής σε σχέση με τα πορογενή μετά τα πρώτα 6 έτη 

παρακολούθησης [17].  

o Άλλοι υπότυποι όπως το βλεννώδες, το μυελοειδές, το θηλώδες, το 

αδενοειδές κυστικό καρκίνωμα και το σωληνώδες έχουν συσχετιστεί με 

καλή πρόγνωση, ενώ το μικροθηλώδες και το μεταπλαστικό καρκίνωμα 

έχουν συσχετιστεί χειρότερη πρόγνωση  

 

• Βαθμός διαφοροποίησης του όγκου [18] 

o Βαθμός 1(Grade I) = Καλά διαφοροποιημένος (τα κύτταρα φαίνονται πιο 

όμοια με τα φυσιολογικά και ο όγκος δεν αυξάνεται με ταχείς ρυθμούς) 
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o Βαθμού 2 (Grade II) = Μέτρια διαφοροποιημένος (τα κύτταρα μοιάζουν 

κάπως διαφορετικά από τα φυσιολογικά) 

o Βαθμός 3 (Grade III) = Ελάχιστα διαφοροποιημένος (κύτταρα 

ακανόνιστα, παθολογικά που μπορούν να μεγαλώνουν και να 

εξαπλώνονται πιο επιθετικά  συγκριτικά με άλλους βαθμούς 

διαφοροποίησης.) 

 

• Λεμφαγγειακή διήθηση 

o η παρουσία της σχετίζεται με μεγαλύτερα ποσοστά τοπικής υποτροπής 

ακόμα και υψηλότερα ποσοστά θανάτου [19] 

 

• ki67 

o υψηλές τιμές ki67 συσχετίζονται με μεγαλύτερο κίνδυνο υποτροπής και 

χειρότερη επιβίωση [20,21] 

 

• Ορμονικοί υποδοχείς 

o η έκφρασή τους σχετίζεται θετικά με ολική επιβίωση (OS: overall 

survival) και την ελεύθερη νόσου επιβίωση (DFS: Disease Free Survival) 

o το ετήσιο ποσοστό υποτροπής των καρκίνων που εκφράζουν υποδοχείς 

είναι μικρότερο τα πρώτα 5 έτη σε σχέση με τους καρκίνους που δεν 

εκφράζουν υποδοχείς  [22,23]. 

 

• Υπερέκφραση HER2 [24,25,26] 

o H υπερέκφραση του HER2 συσχετίζεται με δυσμενή πρόγνωση 

ανεξάρτητα από την ύπαρξη ή όχι διηθημένων λεμφαδένων και 

ανεξάρτητα του μεγέθους του όγκου (ισχύει ακόμα και για όγκους ≤ 1εκ). 
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ΓΟΝΙΔΙΑ ΚΑΤΑΣΤΟΛΗΣ ΤΗΣ ΜΕΤΑΣΤΑΣΗΣ 
 

Μεταστίνη (Metastin, KiSS-1) 
 

Τις τελευταίες δεκαετίες ταυτοποιήθηκε μια σειρά γονιδίων καταστολής της 

μετάστασης. Πρόκειται για γονίδια που παρεμποδίζουν τη μετάσταση των 

πρωτογενών καρκινικών κυττάρων δρώντας σε ένα από τα στάδια της 

μεταστατικής διαδικασίας, χωρίς να σχετίζονται με την καρκινογένεση ή την 

ανάπτυξη του πρωτογενούς όγκου [27]. 

Ένα από τα γονίδια που κλωνοποιήθηκαν είναι το KiSS-1/ Μεταστίνη, το 

οποίο εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 1q32-q41. Το γονίδιο αποτελείται από 

τέσσερα εξόνια (Ι-IV) εκ των οποίων τα πρώτα δύο πρώτα δε μεταφράζονται 

ενώ τα άλλα δύο μεταφράζονται μερικώς και κωδικοποιεί μια υδρόφοβη 

πρωτεΐνη 145-αμινοξέων με ισχυρή αντιμεταστατική δράση [28]. 

H απώλεια έκφρασης του γονιδίου KiSS-1/ Μεταστίνης συσχετίζεται με 

συστηματική διασπορά του καρκίνου και κακή πρόγνωση [29] 

Η «μεταστίνη» είναι μία ορμόνη της συγκυτιοτροφοβλάστης και ο βασικός 

της ρόλος είναι η διήθηση και η εμφύτευση της τροφοβλάστης στο ενδομήτριο. 

Αυξάνεται βαθμιαία στον ορό των εγκύων γυναικών με μέγιστη συγκέντρωση 

κατά το τρίτο τρίμηνο της κύησης ενώ επιστρέφει στις φυσιολογικές τιμές μετά 

τον τοκετό και η οποία φαίνεται να ελέγχει τις διηθητικές και μεταναστευτικές 

(μεταστατικές) δυνατότητες των τροφοβλαστικών κυττάρων. Κωδικοποιείται από 

το γονίδιο KiSS-1 ενώ ο μεμβρανικός υποδοχέας της είναι ο hOT7T175 (KiSS-

1R). 

Αναφέρεται ότι ο υποδοχέας της μεταστίνης (KiSS-1R) εκφράζεται έντονα 

στον πλακούντα, την υπόφυση, τους όρχεις, το πάγκρεας και στην νωτιαία 

χορδή και ότι η ενδοφλέβια χορήγηση «μεταστίνης» διεγείρει την 

απελευθέρωση ωκυτοκίνης στους αρουραίους, γεγονός που δείχνει ότι η 

«μεταστίνη» παίζει σημαντικό ρόλο στην ενδοκρινική λειτουργία [30,31,32]. 

Τόσο το γονίδιο όσο και ο υποδοχέας εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στον 

πλακούντα γεγονός που αποδεικνύει ότι η «μεταστίνη» κατέχει φυσιολογικό 

ρόλο στην ανθρώπινη κύηση. Επίσης ενδέχεται να έχει διάφορες άλλες 
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βιολογικές δραστηριότητες πέραν της αντι-μεταστατικής της ιδιότητας όπως της 

διέγερσης απελευθέρωσης ωκυτοκίνης 

Τα επίπεδα της «μεταστίνης» στο πλάσμα μετά τον τοκετό παραμένουν 6 

φορές υψηλότερα από εκείνα των μη-εγκυμονουσών γυναικών. Αυτό πιθανά να 

οφείλεται στην βραδεία κάθαρση της «μεταστίνης». Χαμηλά επίπεδα μεταστίνης 

κυκλοφορούν και στο πλάσμα των μη-εγκυμονουσών γυναικών και αποδίδεται 

στη παραγωγή της από τα όργανα που προαναφέρθηκαν. 

Η μεταστίνη όμως φαίνεται ότι συμμετέχει ενεργά στη διαδικασία της 

καρκινογένεσης. Στη διεθνή βιβλιογραφία υπάρχουν αναφορές στον ρόλο της 

μεταστίνης στην καρκινογένεση τόσο in-vitro όσο και in-vivo καθώς και στις 

αντιμεταστατικες της ικανότητες. 

Έχει περιγραφεί ότι η «μεταστίνη» αναστέλλει in vitro την χημειοταξία, τη 

διήθηση, την κινητικότητα και τον πολλαπλασιασμό των hΟΤ7Τ175- 

επιμολυσμένων ωοθηκικών κυττάρων CHO [33] ενώ φαίνεται ότι μειώνει τις 

πνευμονικές μεταστάσεις από hΟΤ7Τ175-επιμολυσμένων Β16-BL6 

μελανώματος in vivo [34,35,36]. 

Δημοσιεύσεις αναφέρουν την αντιμεταστατική ιδιότητα της μεταστίνης 

αποδεικνύοντας την υπερέκφραση του υποδοχέα της σε θηλώδη καρκινώματα 

του θυρεοειδή αδένα και ενεργοποίηση της ΜΑΡ κινάσης σε ΑRO θυρεοειδικά 

καρκινικά κύτταρα [37]. 

Με τις μεθόδους του υβριδισμού in situ και των μικροσυστοιχείων 

(microarrays) βρέθηκε απώλεια των γονιδίου KiSS1 σε διηθητικούς καρκίνους 

ουροδόχου κύστης εύρημα που συσχετίσθηκε με το ιστοπαθολογικό στάδιο και 

την μείωση της επιβίωσης των ασθενών [38]. 

Η έκφραση του γονιδίου KiSS-1 έχει μελετηθεί και έχει συσχετιστεί με τη 

μεταστατικότητας των καρκινικών κυττάρων σε ποικίλη είδη καρκίνου πέρα των 

προαναφερθέντων, όπως στον ηπατοκυτταρικό καρκίνο [39], στο γαστρικό 

καρκίνο [40], στον καρκίνο του ενδομητρίου [41], στον καρκίνο του παγκρέατος 

[42] αλλά και στον καρκίνο του μαστού όπου θα μελετηθεί ιδιαίτερα στο παρόν 

ερευνητικό έργο. 

Παρατηρήθηκε η καταστολή της καρκινικής σειράς MDA-435 από 

ανθρώπινο καρκίνωμα μαστού μετά από επιμόλυνση των κυττάρων με το 

γονίδιο KiSS-1 χωρίς καταστολή της καρκινογένεσης [43]. 
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Επίσης έγινε προσπάθεια να συσχετιστούν τα επίπεδα έκφρασης του 

KiSS-1 με την πρόγνωση των ασθενών με καρκίνο του μαστού. Βρέθηκε 

υπερέκφραση του KiSS-1 σε ασθενείς που πάσχουν από καρκίνο του μαστού 

με επιθετική συμπεριφορά, χαμηλή διαφοροποίηση και αυξημένη θνησιμότητα. 

Αντιθέτως παρατηρήθηκε μειωμένη έκφραση του KiSS-1 σε ασθενείς με καλή 

έκβαση της νόσου τους  [44]. 

Μέχρι σήμερα δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως ο ρόλος του γονιδίου KiSS-

1 στον καρκίνο του μαστού. Ενώ είναι γνωστό για τις αντιμεταστατικές του 

ιδιότητες σε άλλες μορφές καρκίνου, η έκφραση του είναι υψηλότερη στον 

καρκίνο του μαστού σε σχέση με την έκφρασή του στον φυσιολογικό μαζικό ιστό 

[45]. 

Αντιστοίχως η απουσία έκφρασης του KISS-1 στον καρκίνο του μαστού 

φαίνεται να σχετίζεται με την άμεση επίδραση των μεταγραφικών παραγόντων 

AP-2α  και Sp1 στα καρκινικά κύτταρα του μαστού που το εκφράζουν. Έτσι με 

την απώλεια έκφρασης του γονιδίου το AP-2α και Sp1 μεταγραφικό σύμπλοκο 

επιτυγχάνει την καρκινογένεση και την εξάπλωση του καρκίνου [46]. 

Σε ασθενείς που εμφανίζουν εγκεφαλικές μεταστάσεις από καρκίνο του 

μαστού αν και το KISS-1 εκφράζεται αρκετά στον πρωτοπαθή τους όγκο, 

εκφράζεται πολύ λιγότερο στις εγκεφαλικές τους μεταστάσεις. Αυτό θα 

μπορούσε αποδείξει ότι η απώλεια έκφρασης του KiSS-1 συσχετίζεται με τη 

διασπορά των καρκινικών κυττάρων και τη δημιουργία μεταστατικών εστιών, 

όπως οι εγκεφαλικές μεταστάσεις  [47,48]. 

Ο ρόλος του γονιδίου της μεταστίνης στον καρκίνο του μαστού ακόμα 

φαίνεται να μην έχει πλήρως διαλευκανθεί αφού από τις διάφορες μελέτες 

φαίνεται ότι συμμετέχει στους μηχανισμούς της αγγειογένεσης, στην αυτοφαγία, 

στην απόπτωση άλλοτε εμποδίζοντας και άλλοτε προωθώντας τη 

μεταστατικότητα των καρκινικών κυττάρων [49]. 

Η έκφραση της διαφέρει στα διαφορετικά στάδια ανάπτυξης του καρκίνου 

και για αυτό θα μπορούσε να αποτελεί βιοδείκτη για την ταυτοποίηση όγκων με 

υψηλή μεταστατική δυναμική  [50,51]. 
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Γλυκοδελίνη (Glycodelin, PAEP) 
 

Η γλυκοδελίνη (PAEP) είναι μια ομοδιμερής γλυκοπρωτεΐνη 28 kDa, η οποία 

αποτελείται από επτά εξόνια και έχει αντισυλληπτικές και ανοσοκατασταλτικές 

ιδιότητες. Αποδείχθηκε ότι βοηθά την οργάνωση του αδενικού επιθηλίου, ενώ 

καταστέλλει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό του όγκου  [52, 53, 54]. 

Παράγεται κατά την ωοθηλακιογένεση και αυξάνει τη συγκέντρωση της 

στον ορό των γυναικών στο παράθυρο της εμφύτευσης και στο 1ο 3μηνο της 

κύησης. Συντίθεται στο ενδομήτριο και στο φθαρτό κατά την κύηση και 

ανιχνεύεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα του ομφάλιου λώρου. Είναι μία 

ορμονοεξαρτώμενη πρωτεΐνηπου εμποδίζει την ένωση ωαρίου-σπέρματος στο 

1ο μισό του κύκλου και έχει ανοσοτροποιητικό ρόλο. Ομοίως όπως συμβαίνει 

και με τη β-ΗCG, καταστέλλει την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων μέσω του 

υποδοχέα της τυροσινικής  φωσφατάσης CD 45  [55]. 

Ανευρίσκεται σε όγκους των αναπαραγωγικών οργάνων και στον ορό 

γυναικών με γυναικολογικό καρκίνο, καθώς και σε καρκίνους που δε σχετίζονται 

με το αναπαραγωγικό σύστημα όπως ο καρκίνος του πνεύμονα, ο καρκίνος του 

παχέος εντέρου και τα διφασικά συνοβιακά σαρκώματα [56, 57, 58]. 

Από μελέτες in vivo η γλυκοδελίνη φαίνεται ότι ασκεί ρυθμιστικό ρόλο στον 

καρκίνο ως ογκοκατασταλτικό γονίδιο, αυξάνοντας την έκφραση άλλων 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων και μειώνοντας την έκφραση ογκογονιδίων, 

συνεισφέροντας στην καλύτερη διαφοροποίηση των όγκων και στην 

ευνοϊκότερη πρόγνωση αυτών  [59]. 

Ανιχνεύεται στα αιμοφόρα αγγεία των όγκων και όπως φαίνεται ασκεί την 

αγγειογενετική της δράση μέσω του VEGF και VEGF Receptor [60]. 

Η γλυκοδελίνη εκφράζεται φυσιολογικά στα κύτταρα του μαστού ενώ στον 

καρκίνο του μαστού ανιχνεύεται σε μεγάλη ποσότητα  [61, 62]. 

 

 

Επιβιωτίνη (Survivin, BIRC5) 
 

Η επιβιωτίνη (survivin, BIRC5) είναι μια πρωτεΐνη η οποία συντελεί στον έλεγχο 

του κυτταρικού κύκλου και εμπλέκεται αναστέλλοντας την απόπτωση και 
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ρυθμίζοντας την κυτταρική διαίρεση. Εμπλέκεται σε μηχανισμούς υπεύθυνους 

για την ιστική βλάβη και την επούλωση. 

Εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 17q25 και αποτελείται από τέσσερα εξόνια 

που κωδικοποιούν μια πρωτεΐνη 142-αμινοξέων [63]. 

Κατά την εμβρυογένεση, εκφράζεται στους πνεύμονες, στην καρδιά, στους 

νεφρούς και τον γαστρεντερικό σωλήνα καθώς επίσης και σε εμβρυϊκούς 

ιστούς, όπου παρατηρείται απόπτωση (επιθήλιο, ενδοκρινής μοίρα του 

παγκρέατος, μυελός και θύμος αδένας).  Δεν έχει βρεθεί σε φυσιολογικούς 

ιστούς του ενήλικα παρά μόνο σε συνεχώς αναπαραγόμενους ιστούς όπως ο 

εντερικός βλεννογόνος, ο μυελός των οστών και το δέρμα [64, 65, 66]. 

Αντιθέτως αυξάνει την έκφραση της κατά τα πρώιμα στάδια της καρκινογένεσης. 

Η υψηλή έκφραση της επιβιωτίνης στους όγκους συσχετίζεται με επιθετική 

συμπεριφορά, μειωμένη ανταπόκριση στη χημειοθεραπεία και μικρότερη 

επιβίωση [67, 68, 69]. 

Έχει βρεθεί ότι εκφράζεται σε πληθώρα  καρκίνων όπως σε καρκίνους του 

γαστρεντερικού, στο ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα, στα σαρκώματα μαλακών 

μορίων, στον καρκίνο του πνεύμονα, στα λεμφώματα, στον καρκίνο του 

ενδομητρίου αλλά και στον καρκίνο του μαστού  [70, 71, 72, 73, 74]. 

Η έκφραση της επιβιωτίνης αυξάνεται συχνά στον καρκίνο του μαστού και 

μάλιστα η παραπάνω έκφραση αυξάνεται σταδιακά κατά τη μετάβαση από το 

φυσιολογικό μαζικό αδένα προς τον καρκινικό ιστό και τους διηθημένους 

λεμφαδένες. 

Επίσης, όπως αποδεικνύεται από διάφορες μελέτες, η υπερέκφραση της 

επιβιωτίνης σχετίζεται με την ανθεκτικότητα στη χημειοθεραπεία και μάλιστα σε 

φάρμακα ιδιαιτέρως δραστικά και χρήσιμα για τη θεραπεία του καρκίνου του 

μαστού, όπως και στην ακτινοθεραπεία.Τα παραπάνω αναφέρονται στη 

βιβλιογραφία  κυρίως για περιπτώσεις καρκίνου μαστού με υπερέκφραση του 

HER-2 [75, 76, 77.78]. 
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Περιγραφή Σημασίας και Αναμενόμενη Συμβολή του 
Ερευνητικού Έργου 

 

• Μελέτη του ποσοτικού και ποιοτικού βαθμού έκφρασης των μορίων αυτών 

• Συσχέτιση του ρόλου των ρυθμιστικών αυτών εμβρυϊκών μορίων με την 

μεταστατική διαδικασία 

• Εκτίμηση της ενδεχόμενης αξίας τους ως καρκινικοί δείκτες 

• Διερεύνηση του ρόλου των μορίων αυτών ως προγνωστικοί ή και 

προβλεπτικοί παράγοντες στον καρκίνο του μαστού 

 

Αναλυτικότερα ο σκοπός του παρόντος ερευνητικού έργου ήταν: 

 

Α) Η μοριακή μελέτη του πεπτιδίου της «μεταστίνης» (metastin ή KiSS-1), 

καθώς και του υποδοχέα της hOT7T1T75 (GPR 54 ή KiSS1R) και του γονιδίου 

της KiSS-1 στον καρκίνο του μαστού, στοχεύοντας στην αναζήτηση της 

παρουσίας μεταλλάξεων καθώς και στην πιθανή βιολογική δράση του 

εμβρυϊκού αυτού γονιδίου στη διαδικασία της καρκινογένεσης. Ειδικότερα, 

μελετάται ο βαθμός έκφρασης του εμβρυϊκού μορίου της μεταστίνης στον 

καρκίνο του μαστού, καθώς επίσης και η ύπαρξη πιθανών μεταλλάξεων του 

γονιδίου KiSS-1, εκτιμώντας την ενδεχόμενη αξία αυτού ως καρκινικού δείκτη.  

Επίσης αποσκοπεί στη διερεύνηση του ρόλου του ως προγνωστικού ή και 

προβλεπτικού παράγοντα στον καρκίνο του μαστού και στη συσχέτιση της 

έκφρασής του με κλινοπαθολογικά και μοριακά χαρακτηριστικά, μελετώντας τη 

μεταγραφική δραστηριότητα του σε μια ομάδα 272 γυναικών με πρώιμο 

αδενοκαρκίνωμα μαστού οι οποίες είχαν υποβληθεί σε χειρουργική εκτομή του 

όγκου και είχαν λάβει επικουρική χημειοθεραπεία στο πλαίσιο κλινικής δοκιμής. 

 

Β) Για την επιβιωτίνη και τη γλυκοδελίνη υπάρχουν αντιφατικές αναφορές 

σχετικά με την έκφραση αυτών των ρυθμιστικών πρωτεϊνών του κυτταρικού 

κύκλου σε κακοήθεις ιστούς καθώς και την προγνωστική χρησιμότητά τους στην 

έκβαση του ασθενούς. 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν να μελετήσουμε τη μεταγραφική 

δραστηριότητα των γονιδίων αυτών σε μια ομάδα 272 γυναικών με πρώιμο 
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αδενοκαρκίνωμα μαστού οι οποίες είχαν υποβληθεί σε χειρουργική εκτομή του 

όγκου και είχαν λάβει επικουρική χημειοθεραπεία στο πλαίσιο κλινικής δοκιμής. 

Αναλύσαμε την προγνωστική τους σημασία και συσχετίσαμε την έκφρασή 

τους με κλινικοπαθολογικά και μοριακά χαρακτηριστικά του καρκίνου του 

μαστού. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
Καλλιέργεια ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών 
 

Οι ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: 

HeLa, MCF-7, A549 και Jurkat, οι οποίες προέρχονται από την Αμερικανική 

Συλλογή Κυττάρων (AmericanType Culture Collection, ATCC, Manassas, VA) 

και τα κύτταρα WΙ-38Τ τα οποία προέρχονται από την Ευρωπαϊκή Συλλογή 

Κυττάρων (European Collection of Cell Cultures). Όλοι οι διαφορετικοί τύποι 

κυττάρων καλλιεργήθηκαν σύμφωνα με το προτεινόμενο πρωτόκολλο.  

Η κυτταρική σειρά HeLa είναι μια ανθρώπινη αθανατοποιημένη επιθηλιακή 

κυτταρική σειρά. Προέρχεται από καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της μήτρας 

που ελήφθησαν από την Αφροαμερικανή Henrietta Lacks, μια 31χρονη μητέρα 

πέντε τέκνων που πέθανε από καρκίνο το 1951. Τα κύτταρα HeLa είναι θετικά 

για HPV. 

Η κυτταρική σειρά MCF-7, είναι μια ανθρώπινη κυτταρική επιθηλιακή σειρά 

αδενοκαρκινώματος του μαστού λευκής καυκάσιας γυναίκας 69 ετών. 

Η κυτταρική σειρά A549 είναι μια ανθρώπινη κυτταρική επιθηλιακή σειρά 

αδενοκαρκινώματος του πνεύμονα λευκού καυκάσιου ανδρός 58 ετών. 

Η κυτταρική σειρά WΙ-38T είναι σειρά από ινοβλάστες ανθρώπου που 

προέρχονται από τους εμβρυϊκούς ανθρώπινους ινοβλάστες πνεύμονα WI-38, 

οι οποίες αθανατοποιήθηκαν με το μεγάλο T-αντιγόνο του DNA ιού SV40 (SV40 

T antigen). 

Η κυτταρική σειρά Jurkat είναι μια ανθρώπινη T-λεμφοκυτταρική 

(λεμφοβλαστοειδής) σειρά που προέρχεται από ένα νεαρό άνδρα, ηλικίας 14 

ετών. 

Ενώ τα κύτταρα HeLa, MCF-7, A549, και WI-38T προσκολλώνται σε 

τρυβλία καλλιέργειας και ανακαλλιεργούνται, τα κύτταρα Jurkat καλλιεργούνται 

ως εναιωρήματα. 

Οι κυτταρικές σειρές HeLa, MCF-7, Α549, και WI-38T καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό DMEM (Dulbecco’s modified Eagles Μedium) με υψηλή 

συγκέντρωση γλυκόζης (4500mg/L) (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) 

(Sigma) και η κυτταρική σειρά Jurkat καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό υλικό RPMI-
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1640 (Sigma). Τα θρεπτικά υλικά εμπλουτίστηκαν με 10% εμβρυϊκό ορό μόσχου 

(Foetal Calf Serum; FCS) (Gibco), 100 IU/ml πενικιλίνη, 100 μg/ml 

στρεπτομυκίνη (Biowest) και 1.4mML-γλουταμίνη (Biowest). Οι κυτταρικές 

σειρές καλλιεργήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο στους 37°C, 5% CO2.  

 

 

Ανακαλλιέργεια κυττάρων 
 

Τα καλλιεργούμενα κύτταρα σε πλήρες ταπήτιο (confluent) εκπλύθηκαν δύο 

φορές με 10 ml PBS και ύστερα προστέθηκε 1 ml διάλυμα θρυψίνης-EDTA 

(Gibco).  

Τα κύτταρα αφέθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 37οC, 5%CO2 για 

περίπου 2-5 λεπτά, ώστε να αποκολληθούν από το τρυβλίο.  

Μετά την επώαση, προστέθηκε πλήρες θρεπτικό υλικό και το εναιώρημα 

των κυττάρων μεταφέρθηκε σε νέα τρυβλία, σε επιθυμητές αραιώσεις, σε 

αναλογίες 1:2, 1:4 ή 1:8 και συμπληρώθηκε θρεπτικό υλικό μέχρι τα 10 ml.  

Τέλος, τα τρυβλία τοποθετήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 37οC, 

5% CO2, ώστε να αναπτυχθούν τα κύτταρα εκ νέου.  

Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων ως εναιωρήματα είναι απλούστερη και 

διεξάγεται σε αραίωση 1:10 σε κατάλληλο θρεπτικό υλικό. 

 

 

Διατήρηση των κυττάρων στο υγρό άζωτο 
 

Για τη διατήρηση και τη βαθιά κατάψυξη των κυττάρων, επιλέχθηκαν τρυβλία με 

κύτταρα σε ημι-πλήρες ταπήτιο (semi-confluent) και αποκολλήθηκαν με 

θρυψίνη-EDTA. Στη συνέχεια προστέθηκε σε διάλυμα PBS και τα εναιωρήματα 

των κυττάρων μεταβιβάστηκαν σε αποστειρωμένους σωλήνες Falcon των 15 

ml.  

Για τα κύτταρα που καλλιεργούνται ως εναιωρήματα, το θρεπτικό υλικό (10 

ml) που περιέχει τα κύτταρα τοποθετείται σε αποστειρωμένους σωλήνες Falcon 

των 15 ml.  

Τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά στις 1500 στροφές και το 

κυτταρικό ίζημα επαναιωρήθηκε σε διάλυμα FCS που περιείχε 10% διμέθυλο-
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σουλφοξείδιο (DMSO) και στη συνέχεια μεταφέρθηκε σε ειδικές αμπούλες 

(cryovials) των 2 ml. Οι αμπούλες τοποθετήθηκαν σε ισοθερμικό δοχείο που 

περιείχε ισοπροπανόλη και μεταφέρθηκαν στους -80oC ώστε να παγώσουν 

σταδιακά (1οC/λεπτό). Την επόμενη ημέρα μεταφέρθηκαν στο υγρό άζωτο (-

196οC) για μακροπρόθεσμη διατήρηση. 

Για την ανασύστασή τους, οι αμπούλες από το υγρό άζωτο 

τοποθετήθηκαν για περίπου 1-2 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 37οC ώστε να 

ξεπαγώσουν τα κύτταρα και το περιεχόμενο μεταβιβάστηκε σε τρυβλία 

κυτταροκαλλιέργειας διαμέτρου 100 mm όπου προστέθηκε πλήρες θρεπτικό 

υλικό. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν στον επωαστικό κλίβανο στους 37oC, 5% CO2. 

 

 

Δείγματα καρκίνου μαστού 
 

Συλλέχτηκε ιστός από βιοπτικά δείγματα όγκων μαστού, μονιμοποιημένα σε 

φορμαλίνη και ενσωματωμένα σε παραφίνη (formalin-fixed paraffin embedded; 

FFPE).  

Τα παραπάνω δείγματα προέρχονται από 50 ασθενείς με πρώιμο 

αδενοκαρκίνωμα μαστού, σταδίου I-IIIΑ που διαγνώσθηκαν και έλαβαν αγωγή 

στο Ογκολογικό Τμήμα του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Ιωαννίνων 

από τον Ιανουάριο του 2002 έως τον Νοέμβριο του 2004.  

Από την παραπάνω ομάδα ασθενών ελήφθη βιοπτικό υλικό για εξαγωγή 

DNA και ανοσοϊστοχημική μελέτη σε τομές παραφίνης 

Υπάρχει επίσης η ομάδα ελέγχου, η οποία αποτελείται από 50 υγιείς 

γυναίκες, από τις οποίες εξήχθη γονιδιωματικό DNA από δείγμα περιφερικού 

αίματος με την παρακάτω μεθοδολογία.  

Συνεργάζονται για το σκοπό αυτό η Ογκολογική κλινική του ΠΓΝ 

Ιωαννίνων (ΠΓΝΙ), η Μονάδα Μοριακής Βιολογίας του ΠΓΝΙ, το Εργαστήριο 

Αιματολογίας του ΠΓΝΙ καθώς και το Εργαστήριο της Παθολογικής Ανατομίας 

του ΠΓΝΙ. 

Η μελέτη έχει λάβει έγκριση από την επιτροπή ηθικής δεοντολογίας του 

ΠΓΝ Ιωαννίνων . 

Τα χαρακτηριστικά των ασθενών παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.  
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Πίνακας 3 
 

 Ν=50 
(%) 

Ηλικία (μέσος όρος)  55 έτη 

Στάδιο  
Ι 

ΙΙ 

ΙΙΙ 

 

4 (8%) 

18 (36%) 

28 (56%) 

Αριθμός Λεμφαδένων  
Αρνητικό 

1-3 

≥4 

 

18 (36%) 

11 (22%) 

21 (42%) 

Βαθμός διαφοροποίησης  
1-2 

3-4 

 

33 (67%) 

17 (33%) 

Έκφραση ορμονικών υποδοχέων  
Αρνητική 

θετική 

 

15 (31%) 

35 (69%) 
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Μεθοδολογία 
 

Η μεθοδολογία περιλαμβάνει: 

1. Ανοσοϊστοχημεία σε τομές παραφίνης με ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα 

για την έκφραση του KiSS-1 . 

2. Εξαγωγή DNA από τομές παραφίνης 

3. Ανάλυση του γενωμικού DNA με τη μέθοδο SSCP (Single-Stranded 

Conformational Polymorphism) για ανίχνευση και ανάλυση της 

αλληλουχίας (sequencing) για ταυτοποίηση των μεταλλάξεων και 

πολυμορφισμών στα γονίδια KiSS-1 και KiSS-1Receptor. 

 

 

Ανοσοϊστοχημικός προσδιορισμός 
 

Παρασκευάστηκαν ιστολογικές τομές πάχους 5 μικρομέτρων (μm) από τα 

μπλοκ παραφίνης και τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρους πλάκες. Αυτές οι 

τομές χρησιμοποιήθηκαν για ιστοπαθολογική διάγνωση με χρώση 

αιματοξυλίνης-ηωσίνης και για την αξιολόγηση της έκφρασης πρωτεΐνης άγριου 

τύπου KiSS-1 με έμμεση ανοσοϊστοχημική χρώση με ειδικό πολυκλωνικό 

αντίσωμα κουνελιού για τη μεταστίνη (polyclonal rabbit anti-KiSS1 IgG antibody) 

συνδεδεμένο με στρεπταβιδίνη-βιοτίνη (FL-145, Santa Cruz Biotechnologies, 

US) σε αραίωση 1:300 και χρήση του συμπλόκου στρεπταβιδίνης-βιοτίνης 

(Labvision Corp, Fremont, CA) και του χρωμογόνου διαμινοβενζιδίνη 

(diaminobenzidine). Πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού για τη μεταστίνη 

(polyclonal rabbit anti-KiSS-1 IgG antibody) είχε παρασκευασθεί με τη χρήση 

ανασυνδυασμένης ανθρώπινης μεταστίνης πλήρους μεγέθους 1-145 

αμινοξέων.  

Η χρώση αναλύθηκε με ένα kit ανίχνευσης σχεδιασμένο για το 

αυτοματοποιημένο σύστημα ανοσοϊστοχημικής (immunohistochemical; IHC) 

χρώσης (Envision Detection Kit, Peroxidase/DAB, Dako K5007). Η 

ανοσοϊστοχημική έκφραση της μεταστίνης/KiSS-1 εκτιμήθηκε ημι-ποσοτικά με 

βάση την ένταση της χρώσης (0, +1, +2, +3) και το ποσοστό (%) των θετικών 
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καρκινικών κυττάρων (0-100%). Η ένταση της χρώσης χαρακτηρίζεται ως 

αρνητική, ασθενής (+1), μεσαία (+2) με βάση την παρουσία διακριτής καφέ 

χρώσης της μεμβράνης/κυτταροπλάσματος, ή ισχυρής (+3) όταν ανιχνεύεται 

έντονη διακριτή καφέ χρώση της μεμβράνης/κυτταροπλάσματος. Ο συνολικός 

βαθμός, 0 έως 300, υπολογίζεται πολλαπλασιάζοντας το βαθμό της έντασης με 

το ποσοστό των θετικών καρκινικών κυττάρων. Ο συνολικός βαθμός IHC στη 

συνέχεια κατατάσσεται ως αρνητικός (0-10), ασθενής θετικός (11-50), μέτρια 

θετικός (51-150) ή ισχυρά θετικός (151-300). 

 

 

Μοριακές Τεχνικές 
 

Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές 
σειρές 
 

Προκειμένου να εξεταστεί η γενετική ακεραιότητα του γονιδίου KiSS-1 στις 5 

διαφορετικές ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές, πραγματοποιήθηκε 

ανάλυση με την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης PCR (polymerase 

chain reaction) και αλληλούχιση ολόκληρης της αλληλουχίας των εξονίων III-IV, 

η οποία αντιστοιχεί στη μεταφραζόμενη περιοχή και κωδικοποιείται από 438 bp. 

Το εξόνιο IV το οποίο αποτελείται από 335 βάσεις οι οποίες 

μεταφράζονται και 121 μη-μεταφραζόμενες βάσεις, χωρίστηκε για ανάλυση σε 

δύο θραύσματα (IVa και IVb), προκειμένου να επιτευχθεί με υψηλή ακρίβεια η 

ανίχνευση και η αλληλούχιση. 

Η απομόνωση γονιδιωματικού DNA από τις κυτταρικές σειρές 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση ενός συνόλου αντιδραστηρίων (kit) 

απομόνωσης DNA από κύτταρα και ιστούς το QIAGEN  DNEasy TM (Westburg, 

Leusden, Ολλανδία) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.  
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Αντιδράσεις PCR 
 

Οι αντιδράσεις της αλυσιδωτής αντίδρασης (polymerase chain reaction; PCR) 

πραγματοποιήθηκαν σε τελικό όγκο 50 μl οι οποίες περιείχαν 50ng 

γονιδιωματικού DNA, 10X ρυθμιστικού διαλύματος PCR, 1,5-2,5 mM MgCl2, 

όλα τα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (Deoxynucleotide triphosphates, 

dNTP) το καθένα σε συγκέντρωση 0,2 μM, τους δύο εκκινητές (συνθετικά 

λογονουκλεοτίδια 20 βάσεων) (βλέπε παρακάτω) σε συγκέντρωση 0,2 μΜ και 1 

μονάδα (unit) της TaqDNA πολυμεράσης (Taq DNA Polymerase) (Taq Core Kit 

10, Q-BIOgene). Οι συνθήκες των θερμικών κύκλων της PCR ήταν ένα αρχικό 

στάδιο αποδιάταξης του DNA (DNA denaturation step) στους 94oC για 5 λεπτά, 

και στη συνέχεια από 35 κύκλους αποδιάταξης του DNA στους 94oC για 5 

λεπτά, επαναδιάταξης (annealing) στους 55oC με 61oC για 1 λεπτό, επιμήκυνση 

στους 72oC για 30 δευτερόλεπτα, και ένα τελικό στάδιο επιμήκυνσης στους 

72oC για 7 λεπτά, σε μια συσκευή PCR (PTC 200 Peltier thermal Cycler, MJ 

Research USA).  

Οι ακόλουθοι εκκινητές (συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια για PCR), 

(Invitrogen-Life Technologies Merelbeke, Βέλγιο), χρησιμοποιήθηκαν για την 

επαύξηση (αναπαραγωγή) των προϊόντων PCR: 

 

• Εξόνιο 3 του KiSS-1 

Εμπρόσθιος εκκινητής (Forward primer): 5’-CTC AGC CTC AAG GCA 

CTT CT-3’ 

Αντίστροφος εκκινητής (Reverse primer): 5’-CAC TCC TTT CCC CAG 

AGG AT-3’  

 

• Εξόνιο 4a του KiSS-1 

Εμπρόσθιος εκκινητής: 5’-TCC TAG GCC AGC AGC TAG AA-3’  

Αντίστροφος εκκινητής: 5’-CCA GTT GTA GTT CGG CAG GT-3’ 

 

• Εξόνιο 4b του KiSS-1 

Εμπρόσθιος εκκινητής: 5’-ACC TGC CGA ACT ACA ACT GG-3’  

Αντίστροφος εκκινητής: 5’-TCT TTT ATT GCC TCG GGT TG-3’ 
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Οι συνθετικοί εκκινητές για PCR είναι συμπληρωματικοί με την 

αλληλουχία-στόχο που πρόκειται να αναπαραχθεί και να πολλαπλασιαστεί αλλά 

δεν είναι συμπληρωματικοί μεταξύ τους για να αποφευχθεί ο αυτό-υβριδισμός 

τους. 

 

 

Ανίχνευση μεταλλάξεων του γονιδίου KiSS-1 σε ανθρώπινες καρκινικές 
κυτταρικές σειρές 
 

Μια ποσότητα 10 μl των προϊόντων της PCR αναμίχθηκε με 10 μl 

αποδιατακτικού ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης (denaturin gloading 

buffer) που περιείχε 98% φορμαμίδιο, 0.005% κυανούν της ξυλόλης και μπλε 

της βρωμοφαινόλης. Τα δείγματα/προϊόντα DNA της PCR αποδιατάχθηκαν με 

θέρμανση στους 95oC για 10 λεπτά, διατηρήθηκαν στον πάγο για 5 λεπτά και 

στη συνέχεια φορτώθηκαν σε μια μη-αποδιατακτικό πήκτωμα (ή πηκτή) 10% 

πολυακρυλαμιδίου που περιείχε 10% γλυκερόλη, και αναλύθηκαν με 

ηλεκτροφόρηση στους 4oC σε 12 W για 16-20 ώρες.  

Τα προϊόντα της PCR που εμφάνισαν ένα ανώμαλο πρότυπο διάταξης 

μονόκλωνης αλυσίδας (Single Stranded Conformational Polymorphism; SSCP) 

πολλαπλασιάστηκαν με PCR.  

Πριν την αλληλούχιση τους, αυτά τα προϊόντα της PCR αναλύθηκαν με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 2% (β/ο), αγαρόζης και απομονώθηκαν με τη 

χρήση ενός συνόλου αντιδραστηρίων (kit) απομόνωσης DNA από πηκτές 

(QIAquick gel extraction kit; QIAGEN). Στη συνέχεια τα απομονωμένα προϊόντα 

DNA της PCR αλληλουχήθηκαν και προς τις δύο κατευθύνσεις είτε με τη χρήση 

του BigDye Terminatorv.3.1 Cycle Sequencing Kit on an ABI PRISM 3100 

Genetic Analyser (Applied  Biosystems, Forester City, CA, USA) ή ανεξάρτητα 

(MWG The Genomic Company, Ebersberg Germany). 
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Μοριακή ανάλυση για την ανίχνευση μεταλλάξεων του γονιδίου KiSS-1 σε 
δείγματα ασθενών με καρκίνο του μαστού 
 

Για όλα τα δείγματα των όγκων που περιλαμβάνονται στην ανάλυση, ο αριθμός 

των κακοηθών κυττάρων αντιπροσώπευε τουλάχιστον το 75% όλων των 

εμπύρηνων κυττάρων όπως αξιολογήθηκε με χρώση αιματοξυλίνης-

ηωσίνης.Τομές 10-μm από αυτά τα δείγματα ιστών αποξέστηκαν από την 

αντικειμενοφόρο πλάκα για την απομόνωση DNA προκειμένου να αναλυθούν 

για μεταλλάξεις στα εξόνια III, Iva και IVb.  

Γονιδιωματικό DNA απομονώθηκε από 50 δείγματα καρκίνου του μαστού 

μονιμοποιημένα σε φορμαλίνη και ενσωματωμένα σε παραφίνη (FPPE), καθώς 

επίσης από λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος 50 υγιών γυναικών μη 

συσχετιζόμενων με τις ασθενείς αλλά και 10 ασθενών από την αρχική ομάδα 

ασθενών με καρκίνο του μαστού. Η απομόνωση γονιδιωματικού DNA 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση ενός συνόλου αντιδραστηρίων (kit) 

απομόνωσης DNA από κύτταρα και ιστούς QIAGEN DNEasy TM (Westburg, 

Leusden, Ολλανδία) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

Η γενετική ανάλυση του γονιδίου KiSS-1 πραγματοποιήθηκε με αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) των εξονίων III και IV, όπως ακριβώς 

περιγράφθηκε παραπάνω για τις καρκινικές κυτταρικές σειρές. 

Πραγματοποιήθηκε η ανίχνευση των μεταλλάξεων με την τεχνική του 

πολυμορφισμού διάταξης μονήρους (μονόκλωνης) αλυσίδας (Single Stranded 

Conformational Polymorphism; SSCP) και στη συνέχεια με η αλληλούχιση των 

προϊόντων της PCR που απομονώθηκαν από τους 50 όγκους του μαστού, τα 

50 δείγματα υγιών γυναικών και από τις 10 ασθενείς που ανήκαν στην αρχική 

ομάδα ασθενών με καρκίνο του μαστού. Οι εκκινητές (ολιγονουκλεοτίδια της 

PCR) και οι διαδικασίες που χρησιμοποιήθηκαν για την τεχνική του SSCP και 

της αλληλούχισης περιγράφτηκαν παραπάνω στα πειράματα με τις ανθρώπινες 

κυτταρικές σειρές. Η αλληλούχιση των εξονίων III / IV του γονιδίου KiSS-1 

πραγματοποιήθηκε επίσης και από την Macrogen Inc, Σεούλ, Κορέα, για 

ανεξάρτητη εξωτερική επικύρωση των αποτελεσμάτων αλληλούχισης του 

Εργαστηρίου γονιδιωματικής ανάλυσης του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Οι 

εκκινητές για τις αντιδράσεις PCR που χρησιμοποιήθηκαν περιγράφθηκαν 

παραπάνω. 
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Διεύρυνση της ομάδας των ασθενών: Μοριακή ανάλυση της μεταγραφής 
των γονιδίων της μεταστίνης, της επιβιωτίνης και της γλυκοδελίνης 
 

Ομάδα ασθενών με καρκίνο του μαστού 
 

Για τη μελέτη της μεταγραφικής ενεργότητας του γονιδίου μεταστίνης, της 

γλυκοδελίνης και της επιβιωτίνης απομονώθηκε mRNA από μονιμοποιημένα 

δείγματα σε φορμαλίνη και ενσωματωμένα σε παραφίνη FFPE (formalin-fixed 

paraffin embedded) βιοψίας όγκων μαστού από 272 ασθενείς. Πρόκειται για 

ασθενείς που διαγνώσθηκαν με πρώιμο σταδίο καρκίνο του μαστού (στάδια II-

III). 

Οι παραπάνω ασθενείς είχαν συμμετάσχει σε μια τυχαιοποιημένη κλινική 

μελέτη φάσης ΙΙΙ που έλαβε χώρα στα συμμετάσχοντα κέντρα της Ελληνικής 

Συνεργαζόμενης Ογκολογικής Ομάδας (HeCOG) από τον Ιούνιο του 1997 έως 

τον Νοέμβριο του 2000. Η δοκιμή αξιολόγησε τη διαδοχική εντατικοποιημένη 

(dose-dense) χορήγηση επικουρικής χημειοθεραπείας με επιρουμπικίνη, 

κυκλοφωσφαμίδη, μεθοτρεξάτη, 5-φθοροουρακίλη (E-CMF) με ή χωρίς την 

προσθήκη πακλιταξέλης (ET-CMF) (Εικόνα 1), [79]. 

Όλοι οι ασθενείς είχαν υποβληθεί σε φυσική εξέταση, πλήρες αιματολογικό 

και βιοχημικό έλεγχο, ακτινογραφία θώρακος, υπερηχογράφημα κοιλίας και 

ακολούθως σε τροποποιημένη ριζική μαστεκτομή ή χειρουργική επέμβαση 

συντήρησης μαστού με λεμφαδενικό καθαρισμό μασχάλης επιπέδου I / II. Οι 

ασθενείς παρακολουθήθηκαν ανά διαστήματα 4 μηνών και τα κλινικά και 

μοριακά χαρακτηριστικά των όγκων τους, καθώς και τα δεδομένα υποτροπής / 

επιβίωσης καταγράφηκαν σε ηλεκτρονική μορφή. Τα χαρακτηριστικά των 

ασθενών περιγράφονται στον Πίνακα 4 ενώ στον Πίνακα 5 συγκρίνονται τα 

χαρακτηριστικά των ασθενών των δύο ομάδων του ερευνητικού έργου  
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Πίνακας 4. Βασικά χαρακτηριστικά των ασθενών  
 

N=272 Αριθμός ασθενών 
(%) 

Ηλικία  
Μέσος όρος  

Εύρος  

 

51 έτη  

22-76 

Εμμηνόπαυση  
Προ-εμμηνοπαυσιακές  

Μέτα-εμμηνοπαυσιακές  

 

139 (51%) 

133 (49%) 

Μέγεθος όγκου  
<2 cm 

2-5 cm 

>5 cm 

 

83 (30%) 

136 (50%) 

53 (20%) 

Αριθμός λεμφαδένων  
Αρνητικοί  

1-3  

≥4  

 

4 (1%) 

59 (22%) 

209 (77%) 

Βαθμός διαφοροποίησης  
1-2 

3-4 

Άγνωστο  

 

133 (49%) 

138 (51%) 

1 

Έκφραση ορμονικών υποδοχέων  
Αρνητική  

Θετική  

Άγνωστη  

 

58 (21%) 

210 (77%) 

4 (2%) 
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Πίνακας 5. Συγκριτικά τα βασικά χαρακτηριστικά των ασθενών των 2 
ομάδων 
 

Χαρακτηριστικά Αρχική ομάδα 
(N=50) 

(%) 

Ομάδα επικύρωσης 
(N=272) 

(%) 
Ηλικία (μέσος όρος) 55 έτη 50 έτη 

Στάδιο (Παθολογοανατομικό) 

I 

II 

III 

 

8% 

36% 

56% 

 

0% 

24% 

76% 

Αριθμός λεμφαδένων   

Αρνητικοί 

1-3 

≥4 

36% 

22% 

42% 

1% 

23% 

76% 

Βαθμός   

1-2 

3-4 

67% 

33% 

49% 

51% 

Έκφραση ορμονικών 
υποδοχέων 

  

Αρνητική 

Θετική 

31% 

69% 

21% 

79% 
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Απομόνωση mRNA από μονιμοποιημένους ιστούς ασθενών με καρκίνο 
του μαστού 
 

Η απομόνωση mRNA του KiSS-1, της επιβιωτίνης και της γλυκοδελίνης από 

τους ιστούς μονιμοποιημένους σε φορμαλίνη και ενσωματωμένους σε παραφίνη 

(FFPE) πραγματοποιήθηκε με τη χρήση μαγνητικών σφαιριδίων (πειραματική 

μέθοδος από Bayer Health Care Diagnostics ).  

Συνοπτικά, οι αντικειμενοφόρες πλάκες με ιστούς FFPE 

αποπαραφινοποιήθηκαν σε ξυλόλη και αιθανόλη. Το ίζημα επλένεται με 

αιθανόλη και ξηραίνεται στους 55οC για 10 λεπτά, στη συνέχεια λύεται και 

πρωτεϊνοποιείται όλη τη νύκτα στους 55οC με ανακίνηση. Μετά την προσθήκη 

ενός δεσμευτικού ρυθμιστικού διαλύματος και των μαγνητικών σωματιδίων 

(Bayer Health Care Diagnostics Research, Leverkusen, Germany), τα 

νουκλεϊκά οξέα δεσμεύονται στα σωματίδια εντός 15 λεπτών σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

Το υπερκείμενο αφαιρείται σε μια μαγνητική βάση και τα σφαιρίδια 

μπορούν να εκπλυθούν αρκετές φορές με ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης. Μετά 

την προσθήκη ρυθμιστικού διαλύματος έκλουσης και επώασης για 10 λεπτά 

στους 70οC, το υπερκείμενο απομακρύνεται σε μαγνητική βάση χωρίς να 

αγγιγχθούν τα σφαιρίδια. Μετά από φυσιολογική επεξεργασία με DNάση I για 

30 λεπτά στους 37οC και απενεργοποίηση του ενζύμου, το διάλυμα 

χρησιμοποιείται για αντίστροφη μεταγραφή PCR (RT-PCR). Οι εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν εντοπίζονται σε αμετάφραστες περιοχές (Un Translated 

Region; UTR) των εξονίων Ι και II του γονιδίου KiSS1: 

 

 

Εμπρόσθιος εκκινητής KiSS-1 S6R 5’ UTR εξονίου I:  

5’-AGGTGGTCTCGTCACCTCAGA-3’, και 

 

Αντίστροφος εκκινητής KiSS-1 S6R 5’ UTR εξονίου II: 

5’-TGAGAAGAGGCAGGTCCTAGAAGT-3’ 

 

ενώ ο ειδικός ανιχνευτής RNA που εκτείνεται στο όριο εξονίου Ι / ΙΙ ήταν: 
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KiSS-1 S6R  5’ UTR CCAGGCCAGGACTGAGGCAAGCCTCAA.  

Για την ανίχνευση της έκφρασης της επιβιωτίνης (BIRC5) και της γλυκοδελίνης 

(PAEP) χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω σημασμένοι FAM-TAMRA εκκινητές : 

 

BIRC5AGC: CAGATGACGACCCCATAGAGGAACA 

 

PAEPCAA: CTATACGGTGGCGAACGAGGCC 

 

Εμπρόσθιος εκκινητής (BIRC5-F): CCCAGTGTTTCTTCTGCTTCAAG, 

Αντίστροφος εκκινητής (BIRC5-R): CAACCGGACGAATGCTTTTT 

 

Εμπρόσθιος εκκινητής (PAEP-F): TGGGAATCCAAAGAAGTTCAAGA 

Αντίστροφος εκκινητής (PAEP-R): CAGGAAATTGTCGTAGTCAGTATCGA 

 

Η ποιότητα και η ποσότητα του RNA ελέγχθηκε μετρώντας την 

απορρόφηση στα 260 nm και στα 280 nm.Το καθαρό RNA έχει αναλογία A260 / 

A280 1,8-2,0. Η μεταγραφική ενεργότητα του γονιδίου αξιολογήθηκε με 

ποσοτική πραγματικού χρόνου TaqmanTM RT-PCR. Οι αντιδράσεις 

πραγματοποιήθηκαν σε 40 κύκλους για τον πολλαπλασιασμό του DNA και 

χρησιμοποιήθηκαν τα διαχειριστικά γονίδια (housekeeping genes) GAPDH και 

RPL37A ως γονίδια καθορισμού του ορίου των 28 κύκλων (cycle threshold; CT) 

της PCR. Υπολογίστηκε και κανονικοποιήθηκε η έκφραση του μεταστατίνης 

(KiSS1), επιβιωτίνης (BIRC5) και γλυκοδελίνης (PAEP) μετά από 40-CT με 

βάση την έκφραση των διαχειριστικών γονιδίων, προκειμένου να αναλυθούν τα 

επίπεδα μεταγραφής. 

Τα αποτελέσματα κατηγοριοποιήθηκαν ως μη έκφραση mRNA όταν η 

κανονικοποιημένη βαθμολογία ήταν αρνητική ή μηδέν και ως παρουσία 

έκφρασης mRNA όταν η βαθμολογία ήταν υψηλότερη από το μηδέν για τα 

γονίδια του KiSS-1 και της γλυκοδελίνης. Ενώ όσο αφορά στην επιβιωτίνη 

απουσία έκφρασής mRNA θεωρήθηκε όταν η κανονικοποιημένη βαθμολογία 

ήταν <0.1. 
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Βιοπληροφορική ανάλυση 
 

Η ανάλυση της έκφρασης της μεταστατίνης KiSS-1, του μεμβρανικού υποδοχέα 

της hOT7T175 (Kiss-1R) και της επιβιωτίνης (survivin, BIRC5) διερευνήθηκε και 

επιβεβαιώθηκε στις βάσεις δεδομένων Genotype-Tissue Expression (GTEx) 

[80], Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) [81] και COSMIC.  

Όπου με τη βοήθεια της  επιστήμης  της στατιστικής είναι εφικτό να μελετηθεί η 

ιστοειδική έκφραση και η ρύθμιση γονιδίων σε φυσιολογικούς και καρκινικούς 

ιστούς. 

 

 

Στατιστική ανάλυση των δεδομένων και αποτελεσμάτων 
 

Για τη συσχέτιση της μεταγραφικής ενεργότητας του γονιδίου KiSS-1 με τα 

χαρακτηριστικά των ασθενών και των όγκων χρησιμοποιήθηκαν η στατιστικές 

αναλύσεις X2 (chi-square) και τη δοκιμή Rho του Spearman. Η επιβίωση 

ελεύθερη υποτροπής (RFS) υπολογίστηκε από τη διάγνωση ως την υποτροπή 

της νόσου, το θάνατο ή την τελευταία παρακολούθηση. Οι καμπύλες επιβίωσης 

υπολογίστηκαν με τη μέθοδο του ορίου προϊόντος Kaplan-Meier και τη δοκιμή 

Logrank. Όλες οι τιμές p είναι διπλής όψης και οι παρατηρούμενες διαφορές 

θεωρούνται στατιστικά σημαντικές όταν p <0,05. 

Για τη συσχέτιση των επιπέδων mRNA της γλυκοδελίνης με τα 

χαρακτηριστικά των ασθενών και των όγκων χρησιμοποιήθηκε η στατιστική 

ανάλυση Fisher. Επειδή η επιβιωτίνη ερευνήθηκε  ως συνεχιζόμενη μεταβλητή 

η Student’sT–δοκιμή, Mann-Whitney U-δοκιμή και η ανάλυση μεταβλητών 

(ANOVA) χρησιμοποιήθηκαν για συσχετίσουν την έκφρασή της ανάλογα με τα 

χαρακτηριστικά των ασθενών και των όγκων. 

Η ολική επιβίωση (Overall Survival; OS) και η επιβίωση ελεύθερης νόσου 

(Disease-Free Survival; DFS) υπολογίστηκαν από τη στιγμή της διάγνωσης 

έως το θάνατο ή την τελευταία παρακολούθηση και έως την υποτροπή, το 

θάνατο χωρίς υποτροπή ή την τελευταία παρακολούθηση, αντίστοιχα. Οι 

καμπύλες επιβίωσης και η σύγκριση με την κατάσταση μεταγραφής της 

γλυκοδελίνης και επιβιωτίνης υπολογίστηκαν με τη μέθοδο του ορίου προϊόντος 

Kaplan-Meier και τη δοκιμή Log-rank.Tο μοντέλο αναλογικού κινδύνου του 
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COX και η ανάλυση WaldX2 χρησιμοποιήθηκαν για να εκτιμηθεί η προγνωστική 

τους αξία στην ολική επιβίωση και στην επιβίωση ελεύθερης νόσου. Όλες οι 

τιμές p είναι διπλής όψης και οι παρατηρούμενες διαφορές θεωρούνται 

στατιστικά σημαντικές όταν p <0,05. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Ανίχνευση των μεταλλάξεων του γονιδίου KiSS-1 σε ανθρώπινες 
καρκινικές κυτταρικές σειρές 
 

Ελέγχθηκαν τρεις τύποι ανθρώπινων επιθηλιακών καρκινικών κυττάρων: 

επιθηλιακά κύτταρα καρκίνου του τραχήλου της μήτρας (HeLa), επιθηλιακά 

κύτταρα αδενοκαρκινώματος του μαστού (MCF-7) και επιθηλιακά κύτταρα 

καρκίνου του πνεύμονα (Α549). Στην ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν επίσης 

λεμφοβλάστες από ανθρώπινη T-κυτταρικής αρχής οξεία λευχαιμία και WI-38T 

SV40-μετασχηματισμένοι ανθρώπινοι ινοβλάστες του πνεύμονα. 

Η ανάλυση SSCP αποκάλυψε ότι το εξόνιο IVa του KiSS-1 στις κυτταρικές 

σειρές MCF-7 και A549 είχαν διαφορετική ηλεκτροφορητική κινητικότητα σε 

σύγκριση με το εξόνιο IVa του KiSS-1 στις κυτταρικές σειρές HeLa, Jurkat και 

W138T. 

Οι παρεκκλίνουσες ζώνες SSCP στη συνέχεια αλληλουχήθηκαν και 

βρέθηκαν ότι φέρουν μια νέα υποκατάσταση C σε G στο εξόνιο IVa του KiSS-1 

που είναι μια υποκατάσταση κυτοσίνης από γουανίνη, 242 ζεύγη βάσεων από 

τη θέση έναρξης της μετάφρασης. 

Αυτή η σημειακή μετάλλαξη αλλάζει ένα κωδικόνιο CCC σε CGC, με 

αποτέλεσμα την αντικατάσταση της υδρόφοβης προλίνης (P) από την υδρόφιλη 

αργινίνη (P81R) στην αλληλουχία αμινοξέων της πρωτεΐνης KiSS-1 άγριου-

τύπου προκαλώντας αλλαγές στην τριτοταγή δομή της πρωτεΐνης. 

 

 

Ανίχνευση μεταλλάξεων του γονιδίου KiSS-1 και συσχετίσεις σε 50 
καρκινώματα μαστού 
 

Οι πλήρεις αλληλουχίες των εξονίων III, IVa και IVb του γονιδίου KiSS-1 στα 

δείγματα από τους 50 όγκους μαστού πολλαπλασιάστηκαν με PCR, και η 

ποιότητα αυτών των ενισχυμένων τμημάτων/προϊόντων της PCR ελέγχθηκε με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης.Τα δείγματα στη συνέχεια αναλύθηκαν 

για πολυμορφισμούς λόγω μεταλλάξεων με SSCP και ηλεκτροφόρηση σε μη 

αποδιατακτικό πήκτωμα. 
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Δεν κατέστη δυνατόν να ανιχνεύσουμε σημειακές μεταλλάξεις, ενθέσεις ή 

απαλοιφές (απαλείψεις) στα εξόνια III ή IVb, καθώς δεν εντοπίστηκαν 

μετατοπισμένες ζώνες (παρεκκλίνουσες  μορφές) σε κανένα από τα 50 δείγματα 

του καρκίνου του μαστού, ούτε όμως και στα 50 δείγματα από το περιφερικό 

αίμα των υγιών ατόμων. 

Ωστόσο, όταν το εξόνιο IVa αναλύθηκε με SSCP και ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου, μια μετατοπισμένη ζώνη καταγράφηκε σε 5 από 

50 (10%) δείγματα του καρκίνου του μαστού, ενώ δεν καταγράφηκε σε κανένα 

από τα 50 δείγματα από τα υγιή άτομα της μελέτης (Εικόνα 2). 

Επίσης, η μετατόπιση ζώνης ανιχνεύθηκε στο δείγμα περιφερικού αίματος 

των 3 από τις 5 ασθενείς με καρκίνο του μαστού που έφεραν όγκους με 

μετατόπιση ζώνης του εξονίου IVa. Το παραπάνω εύρημα υποδεικνύει την 

παρουσία ενός πολυμορφισμού στην αναπαραγωγική (γαμετική) σειρά αντί μιας 

συγκεκριμένης σωματικής μετάλλαξης στους όγκους του μαστού αυτών των 

τριών ασθενών. 

Όπως προκύπτει από την ανάλυση και αξιολόγηση των αποτελεσμάτων, η 

συχνότητα εμφάνισης μιας σωματικής μετάλλαξης του γονιδίου KiSS-1 στους 

όγκους των ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού ήταν μόνον 4% (2/50). 

 

 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2. Παρεκκλίνουσες ή μετατοπισμένες ζώνες του εξονίου IVa του 
γονιδίου KiSS1 σε πέντε δείγματα DNA όγκου που είχε πολλαπλασιαστεί με 
PCR, τα οποία ανιχνεύθηκαν με την τεχνική SSCP και ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. 



37 
 

Η ανάλυση της αλληλουχίας τόσο στο εργαστήριο γονιδιωματικής 

ανάλυσης του ΠΓΝΙ όσο και σε εξωτερικά εργαστήρια επιβεβαίωσε την 

παρουσία αλληλουχιών άγριου τύπου των εξονίων III, IVb και στα 50 δείγματα 

καρκίνου του μαστού, καθώς και την αλληλουχία άγριου τύπου του εξονίου IVa 

στα 45 από τα 50 δείγματα καρκίνου του μαστού που μελετήθηκαν. Στα 

εναπομείναντα 5 δείγματα καρκίνου του μαστού ανιχνεύθηκε μία 

υποκατάσταση/αντικατάσταση της κυτοσίνης (C) σε γουανίνη (G), η οποία 

εντοπίστηκε 242 ζεύγη βάσεων απότη θέση έναρξης της μετάφρασης (242 

C>G). Η συγκεκριμένη υποκατάσταση/αντικατάσταση είχε προηγουμένως 

ανιχνευθεί στις ανθρώπινες επιθηλιακές καρκινικές κυτταρικές σειρές MCF7 και 

A549. 

Αυτός ο πολυμορφισμός ανιχνεύτηκε και στο DNA, που απομονώθηκε 

από λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος στις τρεις από τις πέντε ασθενείς, που 

έφεραν τον πολυμορφισμό στα δείγματα του όγκου. Αντιθέτως, εντοπίστηκε 

αποκλειστικά στα δείγματα του όγκου του μαστού και όχι στο περιφερικό αίμα 

στις δύο από τις πέντε ασθενείς. 

Αυτή η απλή νουκλεοτιδική υποκατάσταση, που είχε προηγουμένως 

αναφερθεί ως RS4889 391C>G στη βάση δεδομένων NCBI, αλλάζει ένα 

κωδικόνιο CCC σε CGC, με αποτέλεσμα την αντικατάσταση του αμινοξέος 

προλίνη (Pro,P) σε αργινίνη (Arg,R) και τη μετάλλαξη (P81R) στην 

προβλεπόμενη αλληλουχία αμινοξέων άγριου τύπου που είχε προηγουμένως 

αναφερθεί ως HSU43527: 

 

MNSLVSWQLLLFLCATHFGEPLEKVASVGNSRPTGQQLESLGLLAPGEQSLP

CTERKPAATARLSRRGTSLSPPPESSGSPQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQ

REKDLPNYNWNSFGLRFGKREAAPGNHGRSAGRGWGAGAGQ 

 

Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα παρεκκλίνουσας/μετατοπισμένης ζώνης 

του εξονίου IVa που ανιχνεύθηκε με SSCP και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου, σε ενισχυμένο DNA όγκου από τα πέντε δείγματα, και τα 

αντίστοιχα δεδομένα αλληλουχίας και εκείνα του άγριου-τύπου του εξονίου IVa 

από λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος ασθενούς απεικονίζονται στην Εικόνα 
2 και στις Εικόνες 3Α και 3Β, αντίστοιχα. 
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(Α) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Β) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3. Αλληλούχηση του γονιδίου KiSS1. (Α) Ανίχνευση της μετάλλαξης 
στη θέση 101 του εξονίου IVa του γονιδίου KiSS-1 (mutated KiSS-1), και  
(Β) Αλληλουχία του εξονίου IVa του γονιδίου KiSS-1 αγρίου-τύπου. 
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Παρότι η υποκατάσταση νουκλεοτιδίου στο εξόνιο IVa του γονιδίου KiSS-1 

δεν συσχετίστηκε στατιστικά με την έκφραση της πρωτεΐνης, προϊόν του 

γονιδίου KiSS-1, δεν μπορεί να αποκλειστεί μια αντίστροφη συσχέτιση. Δηλαδή, 

η αναλογία της θετικής ανοσοϊστοχημικής χρώσης στην πρωτεΐνη KiSS-1 ήταν 

56% σε όγκους άγριου-τύπου έναντι 20% σε όγκους που περιείχαν την 

παραλλαγή KiSS-1 (συσχέτιση Spearmann r = 0,21, p = 0,14). 

Επιπλέον, το 80% των ασθενών, που εμφάνιζαν την παραλλαγή KiSS-1 

στα δείγματα του όγκου, είχαν διηθημένους (θετικούς) μασχαλιαίους 

λεμφαδένες σε σύγκριση με το 55% των ασθενών που έφεραν όγκους αγρίου-

τύπου KiSS-1 (Spearman correlation r=0.16, p=0.027) (Εικόνα 4). Σε αυτές οι 

συσχετίσεις δεν ήταν εφικτό να αποδειχθεί στατιστική σημαντικότητα πιθανά 

λόγω του μικρού μεγέθους του δείγματος που καθιστά αδύνατη την κατάληξη σε 

ισχυρά συμπεράσματα. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Παρουσία λεμφαδένων σε σύγκριση με τη μετάλλαξη του γονιδίου     
KiSS-1 

 

 

Έγινε επίσης προσπάθεια να συσχετιστεί η έκφραση της πρωτεΐνης KiSS-

1 με το υψηλό φορτίο λεμφαδενικής νόσου (αριθμός διηθημένων λεμφαδένων 

μασχάλης). Μεταξύ των 45 ασθενών με KiSS-1 άγριου τύπου, μόνον το 33% 
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έφερε 4 ή περισσότερους διηθημένους λεμφαδένες. Αντιθέτως, μεταξύ των 5 

ασθενών με KiSS-1 μη άγριου-τύπου, το 60% είχε 4 ή περισσότερους θετικούς 

λεμφαδένες. 

Αντιστοίχως, δεν βρέθηκε συσχέτιση των μεταλλάξεων του γονιδίου KiSS-

1 με την υπερέκφραση του HER2 (p = 0,69), την κατάσταση ορμονικών 

υποδοχέων (p = 0,15), την εμμηνόπαυση (p = 0,69), την ηλικία (p = 0,5), τον 

ιστολογικό τύπο του όγκου (p = 0,27) ή τον βαθμό διαφοροποίησης (p = 0,83). 

Η μειορρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου KiSS-1 στον καρκίνο οφείλεται 

είτε στην ομόζυγη απαλοιφή, στη μεθυλίωση του υποκινητή ή σε μεταλλάξεις  

του γονιδίου KiSS-1 και αυτοί οι μηχανισμοί είναι υπεύθυνοι στη διείσδυση των 

καρκινικών κυττάρων στους παρακείμενους ιστούς. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου KiSS-1 στον καρκίνο του 
μαστού (BRCA). Η τιμή Beta (Beta-value) υποδεικνύει το επίπεδο μεθυλίωσης 
του DNA που κυμαίνεται από 0 (μη μεθυλιωμένο) έως 1 (πλήρως μεθυλιωμένο). 
Διαφορετική οριακή τιμή beta (cut-off value) υποδεικνύει υπερμεθυλίωση [Τιμή 
beta: 0,7 - 0,5] ή υπομεθυλίωση [Τιμή beta: 0,3 - 0,25] 

Comparison Statistical significance 

Normal-vs-Primary 5.23825427478641E-12 
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Η διερεύνηση σε βάσεις δεδομένων όπως GTEx και COSMIC 

(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/search?q=KISS1) για μεταλλάξεις του 

γονιδίου KiSS-1 στον καρκίνο του μαστού δεν κατέδειξε την παρουσία 

μεταλλάξεων. Διερευνήθηκε επίσης η μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου 

KiSS-1 στον καρκίνο του μαστού με ανεπάρκεια στο γονίδιο BRCA, και δεν 

βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στη μεθυλίωση του υποκινητή του 

γονιδίου KiSS-1 στον BRCA-ελλειμματικό καρκίνο του μαστού σε σχέση με τα 

φυσιολογικά δείγματα (Εικόνα 5). 

 

 

Μεταγραφή του γονιδίου KiSS-1 και συσχετισμοί  
 

Έγινε εφικτό να αξιολογηθούν τα επίπεδα του KiSS-1 mRNA σε 48 από τα 

δείγματα όγκων. Το KiSS-1 mRNA ανιχνεύθηκε σε 15 από τους 48 όγκους 

(31%), ενώ οι υπόλοιποι 33 όγκοι δεν εκφράζανε το KiSS-1 mRNA εντός των 

ορίων των εξονίων III / IV. Η μεταγραφή του KiSS-1 φάνηκε να είναι παρόμοια 

σε όγκους που φέρουν είτε άγριου-τύπου γονίδιο είτε την παραλλαγή KiSS-1 (p 

= 0.13).  

Το KiSS-1 mRNA δεν μπόρεσε να συσχετιστεί ούτε με την 

ανοσοϊστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης: Έκφραση του KiSS-1 mRNA 

παρατηρήθηκε σε 9/25 (36%) των όγκων που εκφράζανε επίσης την πρωτεΐνη 

KiSS-1, και σε 14/23 των όγκων που εμφάνισαν αρνητική χρώση για την 

πρωτεΐνη KiSS-1 (p = 0.16). 

Η έκφραση του KiSS-1 mRNA δεν συσχετίστηκε με υπερέκφραση του 

HER2, την παρουσία μασχαλιαίων λεμφαδένων, τον ιστολογικό βαθμό 

κακοήθειας, την ηλικία της ασθενούς και τη φάση της εμμηνόπαυσης (p> 0,05).  

Αν και από το ποσοστό των όγκων που εμφάνιζαν 10 ή περισσότερους 

θετικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες ήταν σε 17% των όγκων με θετική έκφραση 

KiSS-1 mRNA (+) έναντι 35% των όγκων με αρνητική έκφραση KiSS-1 mRNA(-)  

η διαφορά δεν ήταν στατιστικώς σημαντική (p = 0,25).  

Υπήρχε μια τάση για αντίστροφη συσχέτιση του KiSS-1 mRNA με την 

έκφραση ορμονικών υποδοχέων στους όγκους (56% των όγκων θετικών σε 

KiSS-1 mRNA ήταν θετικοί σε ορμονικούς υποδοχείς έναντι 84% των αρνητικών 

όγκων σε KiSS-1 mRNA, p = 0,037). Τέλος, τα λοβιακά αδενοκαρκινώματα 

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/search?q=KISS1
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αποτελούν το 28% των αρνητικών όγκων σε KiSS-1 mRNA (-) έναντι μόνο του 

4,5% των όγκων θετικών σε KiSS-1 mRNA (+) (p = 0,033). 

 

 

Ανοσοϊστοχημική έκφραση και συσχετισμοί KiSS-1 
 

Είκοσι τέσσερα (24) από τα 50 δείγματα που αναλύθηκαν (48% των 

εξεταζόμενων περιπτώσεων) αξιολογήθηκαν ως αρνητικά για την έκφραση 

KiSS-1, ενώ θετική χρώση παρατηρήθηκε σε 26 όγκους (52% των 

εξεταζόμενων περιπτώσεων).  

Είκοσι όγκοι (20) ήταν ασθενώς θετικοί (40%) και 6 μετρίως θετικοί (12%), 

ενώ κανένας όγκος δεν εμφάνισε ισχυρά θετική χρώση KiSS-1.  

Η ανοσοϊστοχημική χρώση σε θετικά δείγματα ήταν ομοιογενώς 

κυτταροπλασματική. Σε αντίθεση με τα δείγματα του όγκου, το φυσιολογικό 

παρέγχυμα του μαστού και οι ιστοί του πλακούντα εμφάνισαν ισχυρή 

κυτταροπλασματική έκφραση πρωτεΐνης KiSS-1. Χαρακτηριστικά πρότυπα της 

ανοσοϊστοχημικής έκφρασης της πρωτεΐνης KiSS-1 σε φυσιολογικό αδένα του 

μαστού και σε διηθητικό αδενοκαρκίνωμα του μαστού απεικονίζονται στις 

Εικόνες 6Α και 6Β, αντίστοιχα.  

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η χρώση για την έκφραση της 

πρωτεΐνης KiSS-1 ανέδειξε μη σημαντική αντίστροφη συσχέτιση με το 

μεταλλαγμένο εξόνιο IVa του KiSS-1, αλλά δεν υπάρχει συσχέτιση με τα 

επίπεδα KiSS-1 mRNA. Η ανοσοϊστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης KiSS-1 δεν 

συσχετίστηκε επίσης με την υπερέκφραση HER2, τον ιστολογικό βαθμό 

διαφοροποίησης ή τύπο, την παρουσία θετικών μασχαλιαίων λεμφαδένων, την 

έκφραση ορμονικών υποδοχέων, την ηλικία του ασθενούς ή την κατάσταση 

εμμηνόπαυσης. 
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(Α) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Β) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6. Ανοσοϊστοχημική ανάλυση της έκφρασης της πρωτεΐνης KiSS-1 σε 
ιστό (Α) φυσιολογικού μαστού, και (Β) καρκίνου του μαστού 
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Συσχέτιση μοριακών δεδομένων KiSS-1 με την έκβαση 
 

Στο μεσοδιάστημα παρακολούθησης 38 μηνών, μόνον 6 από τις 50 γυναίκες 

υποτροπίασαν (12%). Μία υποτροπή εμφανίστηκε μεταξύ των 5 γυναικών που 

είχαν όγκους με την παραλλαγή του KiSS-1 (20%), ενώ 6 υποτροπές 

παρουσιάστηκαν μεταξύ των 45 γυναικών με όγκους άγριου-τύπου KiSS-1 

(13%).Ο αριθμός των συμβάντων είναι πολύ χαμηλός, το μέγεθος του δείγματος 

είναι πολύ μικρό και ο χρόνος παρακολούθησης πολύ μικρός για να επιτρέψει 

την εξαγωγή αξιόπιστων συμπερασμάτων σχετικά με τις αναλύσεις επιβίωσης 

(Log-rank p = 0,7). 

Η υποτροπή της νόσου εμφανίστηκε σε 4 από τις 24 γυναίκες με όγκους 

που δεν εκφράζανε την πρωτεΐνη KiSS-1 (17%) έναντι σε 2 από τις 26 γυναίκες 

με όγκους που εκφράζανε την πρωτεΐνη KiSS-1 (8%, p = 0,6). 

Η έκφραση του KiSS-1 mRNA καθώς και η ανοσοϊστοχημική έκφραση της 

πρωτεΐνης KiSS-1 δεν παρουσίασαν καμία προγνωστική σημασία για την 

επιβίωση χωρίς υποτροπή. Ο βαθμός διαφοροποίησης του όγκου, ο 

ιστολογικός τύπος, η ύπαρξη διηθημένων λεμφαδένων, η ηλικία του ασθενούς 

και η κατάσταση της εμμηνόπαυσης δεν εμφάνισαν καμία προγνωστική 

σημασία στην μονομερή ανάλυση παλινδρόμησης κινδύνου. 

 
 
Μεταγραφική δραστηριότητα του KiSS-1 στην ομάδα επικύρωσης  
 

Τα επίπεδα KiSS-1 mRNA ανιχνεύθηκαν μόνο σε 8 από τους 272 ασθενείς 

(3%). Σε αντίθεση, υπήρχαν 264 γυναίκες με αδενοκαρκίνωμα του μαστού 

χωρίς ανιχνεύσιμη μεταγραφή του KiSS-1 με τη RT-PCR.  

Η ενεργή μεταγραφή του KiSS-1 δε φάνηκε να επηρεάστηκε από, τον 

αριθμό των διηθημένων μασχαλιαίων λεμφαδένων, τον ιστολογικό βαθμό 

διαφοροποίησης, την κατάσταση των ορμονικών υποδοχών ή το μέγεθος του 

όγκου.  

Αν και ο αριθμός των περιπτώσεων με ανιχνεύσιμο μεταγραφόμενο KiSS-

1 ήταν πολύ χαμηλός για να επιτρέψει αξιόπιστες αναλύσεις στις διαφορετικές 

υποομάδες, 7 στις 8 ασθενείς με αυξημένα επίπεδα KiSS-1 mRNA στους 

όγκους ήταν μετεμμηνοπαυσιακές (p = 0,03), (Πίνακας 6). 
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Δεν βρέθηκε καμία συσχέτιση της μεταγραφής του KiSS-1 με τη 

μεταγραφή άλλων μοριακών δεικτών που μελετήθηκαν (Πίνακας 7).  

Συγκεκριμένα, αναλύθηκαν τα επίπεδα mRNA των HER2 (ανθρώπινος 

υποδοχέας του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα τύπου 2), VEGF (αγγειακός 

ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας), του ογκοκατασταλτικού γονιδίου TP53, 

BCL2, PAEP (γλυκοδελίνη) και BIRC5 (επιβιωτίνη), και τα οποία 

κατηγοριοποιήθηκαν ως αρνητικά ή θετικά σε σχέση με την έκφραση του 

γονιδίου αναφοράς.  

Αν και τα παραπάνω μόρια εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, της κυτταρικής επιβίωσης, της αγγειογένεσης, της 

επιδιόρθωσης του DNA, της απόπτωσης, η μεταγραφή τους δεν βρέθηκε να 

συσχετίζεται με την μεταγραφική κατάσταση του γονιδίου καταστολής της 

μετάστασης KiSS-1. 

Μετά από ένα μέσο διάστημα παρακολούθησης 62 μηνών (εύρος: 0,01-

86,5), κατέληξαν 44 ασθενείς (16%), 16% από το σύνολο των ασθενών που δεν 

εκφράζανε KiSS-1 και 25% από το σύνολο των ασθενών που εμφάνιζαν 

έκφραση KiSS-1. 

Εξέλιξη νόσου παρουσίασαν 76 ασθενείς (28%), 28% από όσες ανήκαν 

στην ομάδα των ασθενών που ήταν χωρίς έκφραση του KiSS-1 και 37,5% από 

την ομάδα ασθενών με έκφραση του KiSS-1 (Πίνακας 8). 
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Πίνακας 6. Βασικά χαρακτηριστικά των ασθενών και συσχέτιση με τη 
μεταγραφική κατάσταση του KiSS-1 

Έκφραση του KiSS-1 
 
 

 Αρνητική  
(Ν=264) 

Θετική 
(Ν=8) 

Ηλικία (έτη)   
Μέσος όρος 
Εύρος  

51 
22,5-76 

59 
39,5-62 

 Ν % Ν % 
Εμμηνόπαυση     
Προ-εμμηνοπαυσιακές 

Μετεμμηνοπαυσιακές 

138 

126 

52 

48 

1 

7 

12,5 

87,5 

Θεραπευτικό σχήμα   
E-T-CMF 

E-CMF 

119 

145 

45 

55 

4 

4 

50 

50 

Χειρουργική παρέμβαση   
Μαστεκτομή  

Ογκεκτομή  

211 

53 

80 

20 

7 

1 

87,5 

12,5 

Έκφραση ορμονικών 
υποδοχέων 

  

Θετικοί 

Αρνητικοί 

Άγνωστο  

54 

206 

4 

20 

78 

1 

4 

4 

0 

50 

50 

0 

Αριθμός λεμφαδένων   
1-3 

≥4 

Αρνητικοί  

61 

202 

1 

23 

76 

0,4 

2 

6 

0 

25 

75 

0 

Βαθμός διαφοροποίησης    
Ι-ΙΙ 

ΙΙΙ-ΙV 

Άγνωστο  

130 

133 

1 

49 

50 

0,4 

3 

5 

0 

37,5 

62,5 

0 

Μέγεθος όγκου (εκ)   
≤2 
2-5 
>5 
Άγνωστο  

81 
131 
51 
1 

31 
50 
19 
0,4 

2 
5 
1 
0 

25 
62,5 
12,5 

0 
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Πίνακας 7. Μεταγραφή βασικών μοριακών δεικτών και συσχέτιση με τη 
μεταγραφική κατάσταση-έκφραση του γονιδίου KiSS-1 
 

 Έκφραση του KiSS-1 
 Αρνητική (N = 264) Θετική (N = 8) 

 N % N % 
PAEP     
Δεν εκφράζεται 198 75 6 75 

Εκφράζεται 66 25 2 25 

BIRC5     
Δεν εκφράζεται 9 3 - - 

Εκφράζεται 255 97 8 100 

HER2 Αρνητική (N = 229) Θετική (N = 7) 
Δεν εκφράζεται 167 73 4 57 

Εκφράζεται  62 27 3 43 

VEGF Αρνητική (N = 212) Θετική (N = 8) 
Δεν εκφράζεται 57 27 2 25 

Εκφράζεται 155 73 6 75 

p53 Αρνητική (N = 234) Θετική (N =8 ) 
Δεν εκφράζεται 180 77 5 62.5 

Εκφράζεται 54 23 3 37.5 

Bcl2 Αρνητική (N = 236) Θετική (N = 8) 
Δεν εκφράζεται 120 51 6 75 

Εκφράζεται 116 49 2 25 

 

Δεν αποδείχθηκε συσχέτιση τη μεταγραφής του KiSS-1 με τη μεταγραφή άλλων 
μοριακών δεικτών του όγκου (p>0.05 σε όλες τις περιπτώσεις)  
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Πίνακας 8. Συσχέτιση επιβίωσης με τη μεταγραφική κατάσταση του 
γονιδίου KiSS-1 
 
 Έκφραση του KiSS-1 
 Αρνητική (N=264) Θετική (N=8) 
Ολική Επιβίωση (μήνες)   
Ασθενείς 42 2 
Εύρος 0.01 - 86.5+ 35.02 – 78.03+ 
Μέσος όρος Δεν επιτεύχθηκε 78.03 
Επιβίωση ελεύθερης νόσου 
(μήνες) 

  

Ασθενείς 73 3 
Εύρος 0.01 – 83.11+ 15.64 – 71.34+ 
Μέσος όρος Δεν επιτεύχθηκε Δεν επιτεύχθηκε 
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Η ολική επιβίωση (OS) και η επιβίωση ελεύθερης νόσου (DFS) δεν 

διέφεραν σημαντικά μεταξύ των δύο ομάδων (log-rank p = 0,55 και p = 0,54 

αντίστοιχα), με τη μεταγραφική κατάσταση του KiSS-1 να μην εμφανίζει καμία 

προγνωστική σημασία (Εικόνα 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expression 
 

No expression 
 
 
Εικόνα 7. Επιβίωση ελεύθερης νόσου (DFS) 272 ασθενών με πρώιμο καρκίνο 
του μαστού σε σχέση με τη μεταγραφική κατάσταση του γονιδίου KiSS-1 (log-
rank p = 0,55 και p = 0,54, αντίστοιχα) 
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Τα αποτελέσματα μας που δείχνουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική 

συσχέτιση της ολικής επιβίωσης και της επιβίωσης ελεύθερης νόσου των 

ασθενών ως συνάρτηση της έκφρασης της μεταστίνης/KISS-1 επιβεβαιώθηκαν 

με τη βιοπληροφορική ανάλυση σε βάση δεδομένων (Εικόνα 8). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 8. Καμπύλες επιβίωσης ασθενών με καρκίνο του μαστού που 
υπερεκφράζουν KiSS-1. Επίδραση της έκφρασης της μεταστίνης στην ολική 
επιβίωση των ασθενών (OS) (Kaplan-Meier plot of overall survival HR=hazard 
ratio). 
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Μια παρόμοια ανάλυση σε βάση δεδομένων κατέδειξε ότι επίσης δεν 

υπάρχει στατιστικά σημαντική συσχέτιση της ολικής επιβίωσης και της 

επιβίωσης ελεύθερης νόσου των ασθενών ως συνάρτηση της έκφρασης της του 

υποδοχέα της μεταστίνης/KISS-1R (Εικόνα 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Καμπύλες επιβίωσης ασθενών με καρκίνο του μαστού που 
υπερεκφράζουν τον υποδοχέα της μεταστίνης KiSS-1R. (Kaplan-Meier plot of 
overall survival HR=hazard ratio). 
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Έκφραση της γλυκοδελίνης σε αδενοκαρκινώματα μαστού 
 

Συνολικά, επιλέχθηκαν 272 ασθενείς με επαρκές βιολογικό υλικό και 

κλινικοπαθολογικά δεδομένα για ανάλυση.  

Τα αποτελέσματα κατέδειξαν ότι το mRNA της γλυκοδελίνης εκφράζονταν 

σε 68 από τις ασθενείς (25%) με καρκίνο μαστού. Η μέση κανονικοποιημένη 

βαθμολογία ήταν 1,8 (3,4 έως 6,9).  

Τα βασικά χαρακτηριστικά των ασθενών και των όγκων με βάση την 

έκφραση της γλυκοδελίνης καταγράφονται στον Πίνακα 9.  

Το 32% των προ-εμμηνοπαυσιακών γυναικών έναντι του 18% των μετα-

εμμηνοπαυσιακών γυναικών είχαν όγκους θετικούς στην έκφραση της 

γλυκοδελίνης, με το ποσοστό των προεμμηνοπαυσιακών γυναικών με θετική 

έκφραση στη PAEP να είναι σημαντικά υψηλότερο (ρ = 0,01).  

Η γλυκοδελίνη εκφράζονταν στο 33% των γυναικών με όγκους με 

αρνητικούς ορμονικούς υποδοχείς έναντι στο 22% των γυναικών που οι όγκοι 

τους είχαν θετικούς ορμονικούς υποδοχείς, η διαφορά όμως δεν ήταν στατιστικά 

σημαντική.  

Η έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης ήταν εξίσου κατανεμημένο μεταξύ 

των κατηγοριών των άλλων κλινικοπαθολογικών μεταβλητών (Πίνακας 9).  

Η έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης μεταξύ των όγκων αναλύθηκε για 

την πιθανή συσχέτιση με την έκφραση mRNA άλλων γονιδίων που 

κωδικοποιούν πρωτεϊνικά προϊόντα που εμπλέκονται στη ρύθμιση του 

κυτταρικού κύκλου, της κυτταρικής επιβίωσης και της αγγειογένεσης, όπως της 

μεταστίνης (KiSS-1), της επιβιωτίνης (survivin, BIRC5), του HER2, του VEGF, 

του p53, και του Bcl2.  

Το ποσοστό των όγκων που εκφράζουν τη γλυκοδελίνη ήταν σημαντικά 

υψηλότερο μεταξύ των ασθενών με καρκίνο μαστού θετικό στην έκφραση του 

HER2 mRNA σε σύγκριση με των ασθενών με καρκίνο μαστού αρνητικό στην 

έκφραση HER2 mRNA (p = 0,02).  

Δεν ήταν εμφανής άλλος συσχετισμός της μεταγραφής της γλυκοδελίνης 

με τη μεταγραφή άλλων γονιδίων (Πίνακας 10). 
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Πίνακας 9. Βασικά χαρακτηριστικά των ασθενών και των όγκων με βάση 
την έκφραση της γλυκοδελίνης 
 
 Έκφραση της γλυκοδελίνης 
 Αρνητική 

(N = 204) 
Θετική 
(N = 68) 

Ηλικία (έτη)   
Μέσος όρος 52 47.5 
Εύρος ηλικίας 27 - 76 22.5 - 74 

 N % N % 
Εμμηνόπαυση1     
Προ-εμμηνόπαυση n=139 95 68 44 32 
Μετεμμηνόπαυση n=133 109 82 24 18 

Ομάδα με βάση τη θεραπεία     
E-T-CMF n=123 86 70 37 30 
E-CMF n=149 118 79 31 21 

Χειρουργική επέμβαση     
Μαστεκτομή n=218 162 74 56 26 
Ογκεκτομή n=54 42 78 12 22 

Έκφραση ορμονικών υποδοχέων     
Αρνητική n=58 39 67 19 33 
Θετική n=210 164 78 46 22 
Άγνωστο n=4 1  3  

Λεμφαδένες (θετικοί)     
0 – 3 n=63 48 76 15 24 
≥ 4 n=209 156 75 53 25 

Στάδιο     
I – II n=133 101 76 32 24 
III-IV n=138 102 74 36 26 
Άγνωστο n=1 1    

Μέγεθος όγκου     
≤ 2 cm n=83 61 73 22 27 
2-5 n=136 105 77 31 23 
> 5 n=53 38 72 15 28 

 
1Ο αριθμός των ασθενών που ήταν θετικοί στην έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης 
ήταν σημαντικά υψηλότερος μεταξύ των προ-εμμηνοπαυσιακών γυναικών (p=0.01) 
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Πίνακας 10. Μοριακά χαρακτηριστικά με βάση της έκφραση της 
γλυκοδελίνης  
 

 Έκφραση της Γλυκοδελίνης 
 Αρνητική 

(N=204) 
Θετική 
(N=68) 

 N % N % 

Μεταστατίνη (KiSS-1) 
    

Δεν εκφράζεται n=264 198 75 66 25 
Εκφράζεται n=8 6 75 2 25 

Επιβιωτίνη (BIRC5) 
    

Δεν εκφράζεται n=9 8 89 1 11 
Εκφράζεται n=263 196 75 67 25 

HER2 1 
Αρνητική 
(N=180) 

Θετική 
(N=56) 

Δεν εκφράζεται n=171 138 81 33 19 
Εκφράζεται n=65 42 65 23 35 

VEGF 
Αρνητική 
(N=167) 

Θετική 
(N=53) 

Δεν εκφράζεται n=59 44 75 15 25 
Εκφράζεται n=161 123 76 38 24 

TP53  Αρνητική 
(N=187) 

Θετική 
(N=55) 

Δεν εκφράζεται n=185 145 78 40 22 
Εκφράζεται n=57 42 74 15 26 

Bcl2  Αρνητική 
(N=187) 

Θετική 
(N=57) 

Δεν εκφράζεται n=126 92 73 34 27 
Εκφράζεται n=118 95 80 23 20 

 
1 Ο αριθμός των ασθενών που ήταν θετικοί στην έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης 
ήταν σημαντικά υψηλότερος μεταξύ των όγκων θετικών για την έκφραση του HER2 
mRNA (p=0.01) 
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Μετά από ένα μέσο όρο παρακολούθησης 62 μηνών (εύρος: 0,01 - 86 

μήνες), οι 44 ασθενείς (16%) κατέληξαν και οι 76 εμφάνισαν υποτροπή της 

νόσου τους (28%).  

Αναλυτικότερα κατέληξε το 15% από τις γυναίκες που δεν είχαν καμία 

έκφραση της γλυκοδελίνης έναντι του 21% από τις γυναίκες των οποίων ο 

όγκος εξέφραζε τη γλυκοδελίνη. Αντιστοίχως, υποτροπίασε το 26,5% από τις 

γυναίκες των οποίων ο όγκος δεν εξέφραζε τη γλυκοδελίνη έναντι του 32% από 

τις γυναίκες με θετική έκφραση.  

Η συνολική επιβίωση και η επιβίωση ελεύθερη νόσου δεν διαφέρουν 

σημαντικά μεταξύ των ασθενών με όγκους που ήταν θετικοί στην έκφραση της 

γλυκοδελίνης και με όγκους αρνητικούς στην έκφραση της γλυκοδελίνης (log-

rank p= 0,29 για OS και log-rank p= 0,33 για DFS). Οι καμπύλες συνολικής 

επιβίωσης ανάλογα με την έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης απεικονίζονται 

στην Εικόνα 10. 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 10. Επίδραση της έκφρασης της γλυκοδελίνης στην ολική επιβίωση των 
ασθενών (OS) 

mRNA 
γλυκοδελίνης (-) 

mRNA 
γλυκοδελίνης (+) 

p = 0.29 
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Έκφραση της επιβιωτίνης σε αδενοκαρκινώματα μαστού 
 

Το mRNA της επιβιωτίνης (survivin, BIRC5) ανιχνεύθηκε σε 263 από τα 

δείγματα των όγκων του μαστού (97%). Η μέση κανονικοποιημένη βαθμολογία 

ήταν 5,92 (0,1-10,4).Το 25ο και το 75ο εκατοστημόριο ήταν 5,05 και 6,83, 

αντίστοιχα. 

Ο συσχετισμός των επιπέδων mRNA της επιβιωτίνης με 

κλινικοπαθολογικά και μοριακά χαρακτηριστικά των ασθενών και του όγκου 

συνοψίζονται στον Πίνακα 11.  

Η αυξημένη μεταγραφή mRNA της επιβιωτίνης συσχετίστηκε με τον υψηλό 

βαθμό διαφοροποίησης (p<0,001), με την έκφραση mRNA του VEGF (p = 0,01) 

και την έκφραση mRNA του p53 (p = 0,04). 

Όγκοι με διαστάσεις μεγαλύτερες των 2εκ (Τ2) απέδωσαν υψηλότερα 

επίπεδα mRNA της επιβιωτίνης, αν και η συσχέτιση τους παρουσίασε μόνο μια 

τάση στατιστικής σημαντικότητας (p = 0,07). 

Με ένα μέσο όρο παρακολούθησης 64 μηνών, 44 ασθενείς πέθαναν και 

76 ασθενείς παρουσίασαν υποτροπή της νόσου.  

Η μεταγραφική δραστηριότητα του γονιδίου της επιβιωτίνης δεν ανέδειξε 

καμία προγνωστική σημασία για τη συνολική επιβίωση ή για την επιβίωση 

ελεύθερη νόσου σε ανάλυση μονοπαραγοντική ή πολυπαραγοντική. Στην 

μονοπαραγοντική ανάλυση, δεν βρέθηκε καμία συσχέτιση μεταξύ της έκφρασης 

της επιβιωτίνης και της συνολικής επιβίωσης (HR1.04, 95% CI0.83-1.3, p= 

0,74) ή της επιβίωσης ελεύθερης νόσου (HR 1.03, 95% CI 0.87-1.22, p= 0,71).  

Η ανάλυση με παλινδρόμηση πολλαπλών παραλλαγών Cox (Cox 

multivariate regression analysis) αποκάλυψε ότι η παρουσία του mRNA της 

επιβιωτίνης (p> 0,05), με υψηλό αριθμό θετικών λεμφαδένων και με αρνητική 

έκφραση ορμονικών υποδοχέων έχουν δυσμενή πρόγνωση για τις ασθενείς.  

Για 4 ή περισσότερους θετικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες έναντι 0–3 

ισχύει: HR = 2.28, 95% CI 1.14– 4.60 για κίνδυνο υποτροπής και HR = 2.84, 

95% CI 1.01– 7.96 για κίνδυνο θανάτου. 

Για αρνητικούς ορμονικούς υποδοχείς έναντι θετικών υποδοχέων ισχύει: 

HR = 1.80, 95% CI 1.09-2.97 για κίνδυνο υποτροπής και HR = 1.9, 95% CI 

0.99–3.64 για κίνδυνο θανάτου. 
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Πίνακας 11. Συσχέτιση της έκφρασης του mRNA της επιβιωτίνης με τα 
χαρακτηριστικά των ασθενών και τα μοριακά χαρακτηριστικά των όγκων 
 

Χαρακτηριστικά των όγκων Επιβιωτίνη,  
(μέσος όρος ± SE) P 

Βαθμός διαφοροποίησης    
I - II 5.47 ± 0.12 (5.64) p<0.001 
III-IV 6.15 ± 0.11 (6.07)  

Έκφραση ορμονικών υποδοχέων    
Αρνητικοί 5.99 ± 0.16 (5.92) p=0.25 
Θετικοί 5.75 ± 0.10 (5.91)  

Λεμφαδένες   
0 – 3 5.78 ± 0.19 (5.94) p=0.82 
≥ 4 5.83 ± 0.09 (5.91)  

Μέγεθος όγκου    
≤ 2 cm 5.54 ± 0.14 (5.52) p=0.07 
2-5 5.98 ± 0.12 (6.05)  
> 5 5.86 ± 0.22 (5.77)  

Ομάδα με βάση τη θεραπεία   
E-T-CMF 5.95 ± 0.11 (5.92) p=0.15 
E-CMF 5.71 ± 0.12 (5.88)  

HER2  
  

Δεν εκφράζεται 5.83 ± 0.11 (5.97) p=0.87 
Εκφράζεται  5.89 ± 0.14 (5.87)  

VEGF  
  

Δεν εκφράζεται 5.50 ± 0.17 (5.52) p=0.01 
Εκφράζεται  6.0 ± 0.11 (6.06)  

P53   
Δεν εκφράζεται 5.73 ± 0.10 (5.82) p=0.04 
Εκφράζεται  6.14 ± 0.14 (6.11)  

Bcl2    
Δεν εκφράζεται 5.85 ± 0.12 (5.92) p=0.77 
Εκφράζεται  5.80 ± 0.14 (5.88)  

Μεταστατίνη (KISS1) 
  

Δεν εκφράζεται 5.83 ± 0.09 (5.92) p=0.60 
Εκφράζεται  5.56 ± 0.36 (5.76)  

Γλυκοκοδελίνη 
  

Δεν εκφράζεται 5.86 ± 0.10 (5.96) p=0.42 
Εκφράζεται  5.69 ± 0.15 (5.82)  
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Η συνολική επιβίωση των ασθενών με όγκους που εκφράζουν ή δεν 

εκφράζουν το mRNA της επιβιωτίνης ήταν πανομοιότυπη (Εικόνα 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11. Επίδραση της έκφρασης της επιβιωτίνης στην ολική επιβίωση των 
ασθενών (OS) 
 

Θελήσαμε στη συνέχεια να συγκρίνουμε τα ευρήματα μας, με αυτά σε 

βάσεις δεδομένων και προβήκαμε σε περαιτέρω αναλύσεις. 

Βιοπληροφορική ανάλυση σε βάση δεδομένων για την ολική επιβίωση των 

ασθενών με καρκίνο του μαστού με χαμηλή και υψήλή έκφραση του γονιδίου 

της επιβιωτίνης κατέδειξε ότι ασθενείς με υψηλή έκφραση εμφανίζουν μικρότερη 

διάρκεια επιβίωσης (Εικόνα 12). 

 

 

 

 

 

 

mRNA επιβιωτίνης (-) 

mRNA επιβιωτίνης (+) p = 0.75 
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Low expression cohort (months) High expression cohort (months) 

121.2 68.04 

 

 

Εικόνα 12. Καμπύλες επιβίωσης ασθενών με καρκίνο του μαστού που 
υπερεκφράζουν την επιβιωτίνη (BIRC5, survivin) (Kaplan-Meier plot of overall 
survival HR=hazard ratio). 
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Η συγκριτική ανάλυση στη βάση δεδομένων GTEx 1085 δειγμάτων 

ασθενών με καρκίνο του μαστού και 291 φυσιολογικών δειγμάτων κατέδειξε μια 

σημαντική υπερέκφραση του γονιδίου της επιβιωτίνης (BIRC5, survivin) στους 

ασθενείς με καρκίνο του μαστού (Εικόνα 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 13. Βιοπληροφορική ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου της 
επιβιωτίνης (BIRC5, survivin) σε φυσιολογικά δείγματα μαστού (Ν = 291) και σε 
δείγματα με καρκίνο του μαστού (BRCA) (Ν = 1085). 
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Στη συνέχεια διερευνήσαμε την έκφραση της επιβιωτίνης (BIRC5, survivin) σε 

φυσιολογικά δείγματα (Ν = 114) και σε δείγματα πρωτοπαθούς καρκίνου του 

μαστού (Ν = 1097) (Εικόνα 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14. Βιοπληροφορική ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου της 
επιβιωτίνης (BIRC5, survivin) σε φυσιολογικά δείγματα μαστού (Ν = 114) και σε 
δείγματα πρωτοπαθούς καρκίνου του μαστού (BRCA) (Ν = 1097). 
 

 

Η συγκριτική ανάλυση στη βάση δεδομένων GTEx κατέδειξε ότι η 

επιβιωτίνη (BIRC5, survivin) έχει σημαντικά υψηλότερα επίπεδα έκφρασης σε 

δείγματα πρωτοπαθούς καρκίνου του μαστού (Εικόνα 14). 
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Στη συνέχεια διερευνήσαμε την έκφραση της επιβιωτίνης (BIRC5, survivin) 

σε φυσιολογικά δείγματα (Ν = 114) και σε δείγματα καρκίνου του μαστού 

διαφορετικών σταδίων (Στάδιο 1, Ν = 183; Στάδιο 2, Ν = 615; Στάδιο 3, Ν = 

247; Στάδιο 4, Ν = 20) (Σύνολο = 1075) (Εικόνα 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comparison Statistical significance 

Normal-vs-Stage1 <1E-12 

Normal-vs-Stage2 1.62E-12 

Normal-vs-Stage3 1.62E-12 

Normal-vs-Stage4 1.40E-04 

Stage1-vs-Stage2 1.28E-10 

Stage1-vs-Stage3 1.22E-03 

Stage2-vs-Stage3 4.99E-02 

 

Εικόνα 15. Βιοπληροφορική ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου της 
επιβιωτίνης (BIRC5, survivin) σε φυσιολογικά δείγματα (Ν = 114) και σε 
δείγματα ασθενών με καρκίνο του μαστού διαφορετικών σταδίων. 
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Φαίνεται ότι υπάρχουν σημαντικά στατιστικές διαφορές στην έκφραση της 

επιβιώτίνης μεταξύ φυσιολογικών δειγμάτων και δειγμάτων σταδίου 4, ή μεταξύ 

δειγμάτων και δειγμάτων σταδίου 1 και σταδίου 3 καθώς επίσης και μεταξύ 

δειγμάτων σταδίου 2 και σταδίου 3, όπου οι περισσότερο προχωρημένοι όγκοι 

(μεγαλύτερου σταδίου) εκφράζουν υψηλότερα επίπεδα επιβιωτίνης (Εικόνα 
15). 

Στη συνέχεια διερευνήσαμε τη σχέση μεταξύ της έκφρασης τουγονιδίου 

της επιβιωτίνης, (BIRC5, survivin) ως συνάρτηση μεταλλάξεων του 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου TP53 σε δείγματα ασθενών με καρκίνο του μαστού 

σε σύγκριση με φυσιολογικά δείγματα (Εικόνα 16). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Εικόνα 16. Βιοπληροφορική ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου της 
επιβιωτίνης σε φυσιολογικά δείγματα (Ν = 114) και σε δείγματα ασθενών με 
καρκίνο του μαστού ως συνάρτηση της κατάστασης του ογκοκατασταλτικού 
γονιδίου TP53 (μεταλλαγμένο ή φυσιολογικό) στον καρκίνο του μαστού (BRCA). 
Mutant = μεταλλαγμένο; Non-mutant = φυσιολογικό 
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Η ανάλυση κατέδειξε ότι όγκοι που έφεραν μεταλλαγμένα γονίδια TP53 

εκφράζανε την επιβιωτίνη σε υψηλότερα επίπεδα από ότι οι όγκοι του μαστού 

χωρίς μεταλλάξεις του γονιδίουTP53 ή τα φυσιολογικά δείγματα μαστού 

(Εικόνα 16). 

Στη συνέχεια διερευνήσαμε στη βάση δεδομένων τις αιτίες για τη μεταβολή 

της έκφρασης του γονιδίου της επιβιωτίνης (BIRC5, Survivin) στον καρκίνο του 

μαστού (Εικόνα 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17. Γονιδιακές αλλαγές υπεύθυνες για τη μεταβολή της έκφρασης του 
γονιδίου της επιβιωτίνης (BIRC5, Survivin) στον καρκίνο του μαστού και σε 
σύγκριση και με άλλους τύπους καρκίνου.  
 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 18, η συχνότερη αιτία για τη μεταβολή της 

έκφρασης του γονιδίου BIRC5 στον καρκίνο του μαστού είναι η γονιδιακή 

ενίσχυση (gene amplification). 
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Εικόνα 18. Σχέση της έκφρασης της επιβιωτίνης (BIRC5) με την απόκριση τους στη  
χημειοθεραπεία. Οι ασθενείς με χαμηλή έκφραση του BIRC5 αποκρίνονται καλύτερα  
στη χημειοθεραπεία. 
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Στη συνέχεια διερευνήσαμε στη βάση δεδομένων, αν υπάρχει σχέση 

μεταξύ της υπερέκφρασης του γονιδίου της επιβιωτίνης (BIRC5, Survivin) και 

της απόκρισης στη χημειοθεραπεία ασθενών με καρκίνο του μαστού (Εικόνα 
18). Όπως φαίνεται, οι ασθενείς με χαμηλή έκφραση του BIRC5 αποκρίνονται 

καλύτερα στη χημειοθεραπεία. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Καρκίνος του μαστού και ογκοκατασταλτικά γονίδια 
 

1. Σποραδικός Καρκίνος (μη κληρονομικός καρκίνος) 

Οι περισσότεροι καρκίνοι - 75% έως 80% - είναι σποραδικοί. Στον 

σποραδικό καρκίνο, οι γονιδιακές μεταλλάξεις που προκαλούν τον καρκίνο είναι 

επίκτητες (εμφανίζονται μόνο στα καρκινικά κύτταρα) και δεν κληρονομούνται. 

 

2. Οικογενής καρκίνος  

Ορισμένοι συνήθεις καρκίνοι, όπως ο καρκίνος του μαστού, του προστάτη 

και του παχέος εντέρου, μπορεί να εμφανιστούν σε περισσότερα από ένα μέλη 

της ίδιας οικογένειας, αλλά δεν θεωρείται ότι είναι κληρονομικοί. Πολλά μέλη της 

οικογένειας στη μία πλευρά της οικογένειας μπορεί να διαγνωστούν με τον ίδιο 

καρκίνο, αλλά συνήθως ο καρκίνος εμφανίζεται σε μεταγενέστερες ηλικίες και 

δεν ακολουθεί τα ίδια πρότυπα που παρατηρούνται σε κληρονομικές 

περιπτώσεις. Παρόλο που οι οικογενείς καρκίνοι συγκεντρώνονται σε μια 

οικογένεια, ο καρκίνος δεν φαίνεται να προκαλείται από μια αλλαγή σε ένα 

γονίδιο. Αντίθετα, οι οικογενείς καρκίνοι πιστεύεται ότι είναι αποτέλεσμα 

πολλαπλών επιρροών. Συνδυασμός πολλών γονιδίων και άλλων παραγόντων. 

Συχνά δεν είναι δυνατό να εντοπιστούν τα ακριβή αίτια του καρκίνου σε 

τέτοιες οικογένειες και συνήθως δεν συνιστάται η γενετική εξέταση. Ωστόσο, τα 

μέλη της οικογένειας μπορεί να χρειάζονται νωρίτερα ή πιο συχνό έλεγχο για 

τον καρκίνο. 

 

3. Κληρονομικός καρκίνος 

Μόνον το 5% έως 10% όλων των καρκίνων είναι κληρονομικοί. Οι 

κληρονομικοί καρκίνοι αναπτύσσονται λόγω μιας γονιδιακής μετάλλαξης που 

υπάρχει από τη γέννηση. Συνήθως, η μετάλλαξη περνούσε από τη μητέρα ή τον 

πατέρα στο παιδί. Εξαιτίας αυτού, υπάρχει συνήθως ένα αναγνωρίσιμο μοτίβο 

καρκίνου στη μία πλευρά της οικογένειας. 

 

Ένα μικρό ποσοστό όλων των καρκίνων του μαστού συγκεντρώνεται σε 

οικογένειες, που περιγράφονται ως κληρονομικοί και σχετίζονται με 

κληρονομικές γονιδιακές μεταλλάξεις. Οι κληρονομικοί καρκίνοι του μαστού 

τείνουν να αναπτύσσονται νωρίτερα στη ζωή τους από τις μη κληρονομικές 
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(σποραδικές) περιπτώσεις και είναι πιθανότερο πρωτοπαθείς όγκοι να 

αναπτυχθούν και στους δύο μαστούς. 

Η καρκινογένεση του μαστού μπορεί να περιγραφεί ως μια διαδικασία 

πολλαπλών σταδίων στην οποία κάθε βήμα θεωρείται ότι συσχετίζεται με μία ή 

περισσότερες διακριτές μεταλλάξεις σε κύρια ρυθμιστικά γονίδια. Το ερώτημα 

που τίθεται είναι πόσο θα διαφέρει ένα μοντέλο προόδου πολλαπλών σταδίων 

για σποραδικό καρκίνο του μαστού από αυτό για τον κληρονομικό καρκίνο του 

μαστού. Ο κληρονομικός καρκίνος του μαστού χαρακτηρίζεται από μια 

κληρονομική ευαισθησία που οφείλεται σε μια ταυτοποιημένη μετάλλαξη στην 

αναπαραγωγική (βλαστική) σειρά σε ένα αλληλόμορφο γονίδιο ευαισθησίας 

υψηλής διείσδυσης, όπως BRCA1, BRCA2, CHEK2, TP53 ή PTEN. Η 

απενεργοποίηση του δεύτερου αλληλόμορφου αυτών των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων θα ήταν ένα πρώιμο γεγονός σε αυτό το ογκογόνο μονοπάτι (μοντέλο 

"δύο γεγονότων" του Knudson). Οι σποραδικοί καρκίνοι του μαστού 

προκύπτουν από μια διαδοχική σταδιακή συσσώρευση επίκτητων και μη 

επιδιορθωμένων μεταλλάξεων σε σωματικά γονίδια, χωρίς να παίζει ρόλο καμιά 

μετάλλαξη στην αναπαραγωγική (βλαστική) σειρά. Η ενεργοποίηση 

ογκογονιδίων λόγω μεταλλάξεων, συχνά σε συνδυασμό με την αδρανοποίηση 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων μέσω ενός άλλου μηχανισμού, και όχι λόγω 

μετάλλαξης, όπως απαλοιφή του γονιδίου ή του χρωμοσώματος (απώλεια 

ετεροζυγωτίας, LOH), είναι πιθανά ένα πρώιμο συμβάν στους σποραδικούς 

όγκους. Ακολουθούν περισσότερες, ανεξάρτητες μεταλλάξεις σε τουλάχιστον 

τέσσερα ή πέντε άλλα γονίδια, η χρονολογική σειρά των οποίων είναι λιγότερο 

σημαντική. Ογκογονίδια που έχουν ταυτοποιηθεί να παίζουν πρώιμο ρόλο στον 

σποραδικό καρκίνο του μαστού είναι τα MYC, CCND1 (Cyclin D1) και ERBB2 

(HER2/neu). Σε σποραδικό καρκίνο του μαστού, η αδρανοποίηση των BRCA1 

και BRCA2 λόγω μεταλλάξεων είναι σπάνια, καθώς η αδρανοποίηση απαιτεί τη 

μετάλλαξη ή την πλήρη απαλοιφή και των δύο αντιγράφων των γονιδίων. 

Ωστόσο, η λειτουργική καταστολή θα μπορούσε να προκύψει από διάφορους 

μηχανισμούς εκτός μεταλλάξεων, όπως η υπερμεθυλίωση του υποκινητή του 

γονιδίου BRCA1 [83] ή η δέσμευση του BRCA2 από το EMSY [84]. Στη 

σποραδική ογκογένεση του μαστού, έχουν αναγνωριστεί τουλάχιστον τρεις 

διαφορετικοί μηχανισμοί που αφορουν συγκεκριμένα μονοπάτια κατά την 

πρόοδο και εξέλιξη του όγκου, με την καρκινογένεση του μαστού να είναι 
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διαφορετική στο πορογενές καρκίνωμα έναντι του λοβιακού καρκινώματος και 

στο καλά διαφοροποιημένο έναντι του αδιαφοροποίητου πορογενούς  

καρκινώματος. Έτσι, διαφορετικά μονοπάτια καρκίνου του μαστού εμφανίζονται 

νωρίς στη διαδικασία της καρκινογένεσης, οδηγώντας τελικά σε κλινικά 

διαφορετικούς τύπους όγκων. Καθώς οι μεταλλάξεις που δημιουργούνται νωρίς 

κατά τη διαδικασία της ογκογένεσης θα υπάρχουν σε όλα τα μεταγενέστερα 

στάδια, το προφίλ γονιδιακής έκφρασης μεγάλης κλίμακας χρησιμοποιώντας 

τεχνικές ανάλυσης μικροσυστοιχιών DNA μπορεί να βοηθήσει στην ταξινόμηση 

των καρκίνων του μαστού σε κλινικά σχετικούς υποτύπους [85]. 

Η μετάσταση του καρκίνου του μαστού φαίνεται να ρυθμίζεται από την 

αλληλεπίδραση και την ισορροπία μεταξύ γονιδίων που την προάγουν (Ras, 

MEK1, PKC, οστεοποντίνη, χημειοελκυστικά, πρωτεϊνάσες, μόρια 

προσκόλλησης) και γονιδίων που την καταστέλλουν (E-cadherin, Nm23, TIMPs, 

KAI1, KiSS1, Maspin, Mkk4, BRMS1) [86]. 

Μεταξύ των δεκατεσσάρων γνωστών γονιδίων καταστολής της 

μετάστασης (Metastasis-Suppressor Genes; MSG), το KiSS-1 κωδικοποιεί μια 

πρωτεΐνη τη μεταστατίνη που είναι το μόνο πρωτεϊνικό προϊόν που 

αλληλεπιδρά με έναν επιφανειακό υποδοχέα τον KiSS-1R και θεωρείται ότι δρα 

στις όψιμες φάσεις της μεταστατικής διαδικασίας αποτρέποντας την ανάπτυξη 

της μεταστατικής εναπόθεσης, σε αντίθεση με τα MSG (Nm23 και CD82/KAI1) 

που δρουν στα πρώιμα στάδια της μετάστασης και καταστέλλουν την 

αποκόλληση των κυττάρων και τη μετανάστευση τους από τον πρωτογενή όγκο 

[87]. 

 

 

Έκφραση και ρόλος του γονιδίου της μεταστατίνης, KiSS1 
 

Το γονίδιο KiSS1 αποτελείται από τέσσερα εξόνια, με τα δύο πρώτα εξόνια να 

μην μεταφράζονται.Το εξόνιο ΙΙΙ περιέχει τη θέση έναρξης της μετάφρασης η 

οποία ακολουθείται από μια αλληλουχία 103 βάσεων και η οποία μεταφράζεται. 

Το εξόνιο ΙV,που είναι το μεγαλύτερο, αποτελείται από μια αλληλουχία 335 

βάσεων η οποία μεταφράζεται και μια αλληλουχία 121 βάσεων η οποία δεν 

μεταφράζεται [28]. Επιλέξαμε να εξετάσουμε τα εξόνια III και IV για μεταλλάξεις, 

καθώς μόνον αυτά κωδικοποιούν την πρωτεΐνη KiSS1 πλήρους μήκους, ενώ 
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αξιολογήσαμε τη μεταγραφική δραστηριότητα του γονιδίου ποσοτικοποιώντας 

το mRNA που προέρχεται από τα εξόνια I και II. 

Η πρωτεΐνη μεταστατίνη (KiSS1), η οποία αποτελείται από 145 αμινοξέα, 

υφίσταται μετα-μεταφραστική διάσπαση σε διβασικές θέσεις όπως τα R66-R και 

K123-R με αποτέλεσμα την παραγωγή του ενεργού πεπτιδίου μήκους 54 

αμινοξέων που ονομάζεται μεταστίνη ή κισπεπτίνη-54 (KP54). Αυτή η 

υδρόφοβηπρωτεΐνη 145-αμινοξέων περιέχει μια επικράτεια η οποία 

φωσφορυλιώνεται από την πρωτεϊνική κινάση C (PKC), μια σηματοδοτική 

αλληλουχία έκκρισης, μια περιοχή πλούσια σε πολυπρολίνη (συνδέτης SH3) και 

μια σειρά από πρότυπες αμινοξικές αλληλουχίες (μοτίβα) σημαντικές για μετα-

μεταφραστικές τροποποιήσεις. Πολλά μικρότερα προϊόντα, που ονομάζονται 

συλλογικά κισπεπτίνες (KiSSpeptins), τα οποία προκύπτουν απόφυσική 

πρωτεολυτική διάσπαση, διατηρούν τα τελευταία 10 καρβοξυ-τελικά αμινοξέα 

και δεσμεύουν τον υποδοχέα GPR54 ή AXOR12 ή hOT7T175 για να 

επιτευχθούν αποτελεσματικά οι δράσεις της πρωτεΐνης KiSS-1 [32,86,87, 88]. 

Η πρωτεΐνη KiSS1 εκφράζεται φυσιολογικά στον πλακούντα, στους όρχεις, 

στον εγκέφαλο και στον νωτιαίο μυελό, υποδηλώνοντας ένα ρόλο στη ρύθμιση 

της τροφοβλαστικής διήθησης, της εφηβικής και νευροενδοκρινικής ανάπτυξης 

[87,88,89]. 

Τα δομικά χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης υποδηλώνουν ότι είναι ένα 

εκκρινόμενο νευροπεπτίδιο που δρα στα κύτταρα στόχους ενδοκρινικά ή 

παρακρινικά μέσω του υποδοχέα KiSS-1R (hOT7T175, AXOR12, GPR54) 

συζευγμένου με πρωτεΐνη G στις κυτταρικές επιφάνειες, και ο οποίος δρα μέσω 

των σηματοδοτικών πορειών cAMP και PI3K [90]. 

Τα δεδομένα in vitro που ταυτοποιούν το γονίδιο KiSS-1 ως πιθανό 

κατασταλτικό του όγκου γονίδιο (MSG) επιβεβαιώθηκαν όταν παρατηρήθηκε 

καταστολή της κυτταρικής διείσδυσης και μετάστασης σε αθυμικά ποντίκια 

καρκινικών κυτταρικών σειρών του μελανώματος, του μαστού και της 

ουροδόχου κύστης, τα οποία είχαν διαμολυνθεί με το KiSS-1 cDNA ή το 

χρωμόσωμα 6 [33,34,38,43]. 

Οι ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές του μαστού MDA-MB-435 και 

του μελανώματος C8161 και MelJuSo ήταν μεταξύ των πρώτων που 

αναφέρθηκαν ότι δεν εκφράζανε το γονίδιο KiSS-1. Η διαμόλυνση τους με το 
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KiSS-1 cDNA είχε σαν αποτέλεσμα την καταστολή του μεταστατικού 

φαινοτύπου τους  [35]. 

Στην παρούσα διατριβή, ελέγχθηκαν πέντε κοινές ανθρώπινες καρκινικές 

κυτταρικές σειρές που εκφράζανε KiSS-1 και βρέθηκε ότι δύο από αυτές, η 

ανθρώπινη καρκινική σειρά αδενοκαρκινώματος του μαστού MCF-7 και του 

πνεύμονα Α549 έφεραν την ίδια υποκατάσταση P81R (242C>G). Αυτή η 

υποκατάσταση έχει ως αποτέλεσμα την αντικατάσταση ενός ουδέτερου, 

υδρόφοβου αμινοξέος (προλίνη; P) από ένα πολικό, υδρόφιλο (αργινίνη; R), μια 

αλλαγή με σημαντική δομική επίδραση καθώς τροποποιεί την τριτοταγή 

στερεοτακτική δομή της πρωτεΐνης KiSS-1.  

Εάν αυτή η τροποποίηση αποδειχθεί ότι αδρανοποιεί την πρωτεΐνη, η 

απώλεια λειτουργίας ενός MSG θα μπορούσε να επιτρέψει στα κακοήθη 

κύτταρα να μεταβάλλουν το φαινότυπο τους σε ένα φαινότυπο «ικανό για 

μετάσταση» που χαρακτηρίζεται από την ικανότητα μετανάστευσης, επιβίωσης 

στη λεμφική / φλεβική κυκλοφορία, διείσδυσης στους περιοχικούς λεμφαδένες 

και ανάπτυξη όγκου σε άλλες θέσεις (μετάσταση). Λαμβάνοντας υπόψη τα 

διαθέσιμα αποδεικτικά στοιχεία in vitro και την περιορισμένη κλωνική 

προέλευση των ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών, η ανάλυση της 

μετάλλαξης του γονιδίου KiSS-1 και της έκφρασής του θα είχε νόημα σε μια 

προκαταρκτική ομάδα εξαιρέσιμων καρκίνων του μαστού, ώστε να εκτιμηθεί η 

συχνότητα εμφάνισης και η κλινική σημασία της. 

Στη συνέχεια σε αναδρομικές αναλύσεις ασθενών με μελάνωμα, γαστρικό 

καρκίνο, καρκίνο του οισοφάγου, του παγκρέατος, του ενδομητρίου και της 

ουροδόχου κύστης, βρέθηκε ότι η χαμηλή έκφραση του KiSS-1 mRNA ή της 

πρωτεΐνης συσχετίζεται με διήθηση αγγείων, προχωρημένο στάδιο νόσου, 

εμφάνιση υποτροπής και μετάσταση [36,37,40,41,91]. Καταδείχτηκε ότι οι 

εγκεφαλικές μεταστάσεις από τον καρκίνο του μαστού και του πνεύμονα 

εμφάνιζαν χαμηλά επίπεδα του KiSS-1 mRNA και της πρωτεΐνης σε σύγκριση 

με τους αντίστοιχους πρωτογενείς όγκους και τους φυσιολογικούς ιστούς 

[47,92]. 

Τα μοριακά μονοπάτια μέσω των οποίων η πρωτεΐνη KiSS-1 ασκεί τις 

αντι-μεταστατικές της δράσεις δεν έχουν πλήρως διευκρινιστεί [92,93,50]. Το 

σύστημα KiSS-1/KiSS-1R συζευγμένο με Gαq/11 ενεργοποιεί τη φωσφολιπάση 

C (PLC). Η ενεργοποίηση PLC προάγει η υδρόλυση της 4,5-διφωσφορικής 
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φωσφατιδυλινοσιτόλης η οποία, με τη σειρά της, οδηγεί στην παραγωγή 

«δεύτερων αγγελιοφόρων» (second messengers) μορίων, την ινοσιτόλη-1,4,5-

τριφωσφορική (IP3) και τη διακυλογλυκερόλη (DAG). Η ενεργοποίηση της DAG 

οδηγεί στην ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C, (PKC) και της 

φωσφορυλίωσης ERK1/2 και p38, ενώ η IP3 προκαλεί απελευθέρωση 

ενδοκυτταρικού Ca2+[50]. 

Η αυξορρύθμιση της έκφρασης της Ε-καντερίνης, η μείωση της έκφρασης 

της μεταλλοπρωτεάσης 9 της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας (ΜΜΡ9), η 

αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, η ρύθμιση ενεργότητας της κινάσης 

εστιακής προσκόλλησης (FAK), η αυξημένη ενδοκυτταρική απελευθέρωση 

ασβεστίου και η αναστολή της πρωτεϊνικής κινάσης C έχουν αναφερθεί ως 

αποτελέσματα της ενεργοποίησης του KiSS-1. Άλλες ερευνητικές ομάδες 

παρατήρησαν παρεμπόδιση της σηματοδοτικής πορείας ΡΙ3Κ-ΑΚΤ μονοπατιού 

από την KiSS-1 με αποτέλεσμα την πρόκληση απόπτωσης και την αναστολή 

της CXCR4-διαμεσολαβούμενης χημειοταξίας των νεοπλασματικών κυττάρων. 

Παρατηρήθηκε επίσης μερική καταστολή της σηματοδοτικής πορείας των ΜΑΡΚ 

και καταστολή του NF-κB ρ50/ρ65 κατά την έκφραση της KiSS-1 σε 

καλλιέργειες νεοπλασματικών κυττάρων [93,94]. 

Στη παρούσα μελέτη, επιβεβαιώθηκαν τα υπάρχοντα προκαταρκτικά 

δεδομένα σχετικά με τη σημασία της απώλειας της λειτουργίας του 

κατασταλτικού γονιδίου της μετάστασης KiSS-1 σε κακοήθεις κλώνους με 

δυνατότητα μετάστασης. Επιπλέον, συνεχίσαμε την ανάλυση προκειμένου να 

χαρακτηρίσουμε τους δύο εμπλεκόμενους μηχανισμούς: την ταυτοποίηση μιας 

αδρανοποιητικής μετάλλαξης και την μειορρύθμιση της μεταγραφής του 

γονιδίου KiSS-1. 

Στη μελέτη μας, αναφέρουμε για πρώτη φορά την ταυτοποίηση μιας 

μετάλλαξης του γονιδίου KiSS-1 στον καρκίνο του μαστού, που πιθανά οδηγεί 

στην απώλεια της λειτουργίας του. Περιγράφουμε επίσης την επίπτωση και την 

πιθανή κλινική σημασία μιας απλής αντικατάστασης νουκλεοτιδίου 242C>G στο 

εξόνιο IVa του γονιδίου KiSS-1. 

Αυτή η μεταβολή της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας είναι η ίδια που 

περιγράφεται ως 391C>G στη βάση δεδομένων NCBI SNP Databank. 

Η γενετική αυτή αλλαγή ταυτοποιήθηκε μόνον στο 4% των όγκων του μαστού 

των ασθενών της μελέτης. Η ίδια αντικατάσταση ανιχνεύθηκε επίσης και στα 
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λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος σε 3 από τις 5 ασθενείς με καρκίνο του 

μαστού που έφεραν την μετάλλαξη στο δείγμα του όγκου τους . 

Αυτή η σημειακή μετάλλαξη αλλάζει ένα κωδικόνιο CCC σε CGC, με 

αποτέλεσμα την αντικατάσταση του υδρόφοβου αμινοξέος προλίνη από το 

πολικό, υδρόφιλο αμινοξύ αργινίνη (P81R) και κατά συνέπεια στην 

τροποποίηση της τριτοταγούς στερεοτακτικής δομής της πρωτεΐνης KiSS-1. 

Αυτό θα μπορούσε να έχει ως επακόλουθο την αδρανοποίηση της πρωτεΐνης, 

επιτρέποντας στα κακοήθη κύτταρα να εξαλλαχθούν σε κύτταρα με έντονη 

μεταστατική διάθεση, όπως συζητήθηκε παραπάνω.  

Η ανοσοϊστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης KiSS-1 ήταν 

κυτταροπλασματική και σημαντικά μειωμένη στα περισσότερα από τα 50 

δείγματα των όγκων σε αντίθεση με το ότι συμβαίνει στους φυσιολογικούς 

ιστούς. Αυτή η παρατήρηση συμβαδίζει με την ασθενή κυτταροπλασματική 

χρώση που επιδεικνύεται από γαστρικούς όγκους και τις εγκεφαλικές 

μεταστάσεις καρκινικών κυττάρων του μαστού, καθώς και με τα μειωμένα 

επίπεδα KiSS-1 mRNA που ανιχνεύθηκαν με την τεχνική RT-PCR στην ομάδα 

επικύρωσης. Άλλες μελέτες μπορεί να ανέφεραν μέτρια έως ισχυρή χρώση της 

KiSS-1 σε πρωτογενείς όγκους του μαστού, τονίζοντας όμως ότι μπορεί να 

οφείλεται στην ετερογένεια των κακοηθών όγκων ή και σε πιθανά τεχνικά 

ζητήματα. Καθώς η εμπειρία με την ανοσοιστοχημική χρώση της KiSS-1 είναι 

περιορισμένη, η επίδραση της μετάλλαξης 242C σε G στην ανοσοιστοχημική 

ανίχνευση της πρωτεΐνης είναι επί του παρόντος άγνωστη.  

Με βάση τα ευρήματα μας, μπορεί κανείς να υποθέσει ότι μπορεί να 

υπάρξει μειορρύθμιση της μεταγραφής του γονιδίου και ότι η μεταλλαγμένη 

πρωτεΐνη μπορεί να είναι λιγότερο ανοσο-αντιδρούσα από την πρωτεΐνη αγρίου 

-τύπου. 

Στην ευρύτερη ομάδα των 272 ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού, 

το 97% αυτών δεν είχε ανιχνεύσιμα επίπεδα KiSS-1mRNA προερχόμενο από 

τα εξόνια Ι ή II του γονιδίου KiSS-1. Αυτή η έντονη μειορρύθμιση της 

μεταγραφής του γονιδίου ανιχνεύθηκε σε μια ομάδα ασθενών υψηλού κινδύνου 

που είχαν καρκίνο μαστού με θετικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες. Στην 

πραγματικότητα, το 76% των ασθενών της μελέτης είχαν τέσσερις ή 

περισσότερους διηθημένους μασχαλιαίους λεμφαδένες, πρόκειται δηλαδή για 

ασθενείς δυνητικά με αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης μεταστατικής νόσου. 
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Αυτά τα ευρήματα θα μπορούσαν να υποδηλώσουν ότι η λειτουργική 

αποσιώπηση του γονιδίου καταστολής της μετάστασης KiSS-1 είναι συνήθης 

και λαμβάνει χώρα σε ορισμένους πρωτοπαθείς καρκίνους του μαστού ήδη από 

τα πρώιμα στάδια της νόσου, με αποτέλεσμα να τους δίνεται το πλεονέκτημα 

για μικρομεταστατική διάδοση. Η αποσιώπηση ενός MSG θα μπορούσε να 

επιτρέψει στα κακοήθη κύτταρα να εκφράσουν ένα φαινότυπο «ικανό για 

μετάσταση» που χαρακτηρίζεται από μετανάστευση, επιβίωση στη λεμφική / 

φλεβική κυκλοφορία, διείσδυση σε περιφερειακούς λεμφαδένες και ανάπτυξη σε 

δευτερεύουσες θέσεις. Η παρατήρησή μας συμβαδίζει με δημοσιευμένα 

ευρήματα των μειωμένων επιπέδων KiSS-1 mRNA σε συμπαγείς όγκους 

προηγμένου σταδίου. 

Πιθανοί μοριακοί μηχανισμοί περιλαμβάνουν την ομόζυγη απαλοιφή και τη 

μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου KiSS-1, αλλά και την απώλεια ή 

απενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων που απαιτούνται για τη 

μεταγραφή του γονιδίου KiSS-1. 

 Έχει αποδειχθεί ότι η επαγωγή της μεταγραφής του γονιδίου KiSS-1 

απαιτεί τη δέσμευση του μεταγραφικού συμπλόκου Activator Protein-2 άλφα 

(AP2α) / Specificity Protein-1 (Sp1) σε θέσεις δέσμευσης του Sp1 στον 

υποκινητή του γονιδίου KiSS-1 [46]. Ο μεταγραφικός παράγοντας ΑΡ2α 

κωδικοποιείται από ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο που εντοπίζεται στο 

χρωμόσωμα 6p, και η απαλοιφή του εμπλέκεται στην απώλεια της ρύθμισης 

των ογκογονιδίων και στην ογκογένεση. Είναι ενδιαφέρον ότι η απώλεια 

ετεροζυγωτίας του χρωμοσώματος 6 έχει συσχετιστεί με την απώλεια της 

έκφρασης του KiSS-1 και την εμφάνιση μεταστάσεων σε περιπτώσεις καρκίνου 

του στομάχου και σε περιπτώσεις μελανώματος, ενώ αντίστοιχα η εισαγωγή 

ενός ανέπαφου χρωμοσώματος 6 σε κυτταρικές σειρές μελανώματος βρέθηκε 

ότι καταστέλλει τη μετάσταση τους [35]. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι στον πληθυσμό των ασθενών μας, η μεταγραφή 

του KiSS-1 δεν συσχετίζονταν με τη μεταγραφή άλλων γονιδίων όπως αυτών 

της επιβιωτίνης, της γλυκοδελίνης, του HER2, του p53 ή του BCL2, 

υποδηλώνοντας έτσι, ότι η κατασταλτική δράση της μεταστατίνης (KiSS-1) 

μπορεί να επηρεαστεί ανεξάρτητα από αυτά τα βασικά ρυθμιστικά γονίδια του 

κυτταρικού κύκλου. 
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Το υψηλό ποσοστό των μετεμμηνοπαυσιακών γυναικών στην ομάδα που 

εξέφραζε το KiSS-1 μπορεί να προσφέρει μια βιολογική εξήγηση στην πιο 

απρόβλεπτη συμπεριφορά του καρκίνου του μαστού της ομάδας αυτής σε 

σύγκριση με την ομάδα των νεότερων γυναικών. Δυστυχώς, το μικρό μέγεθος 

των όγκων που μελετήθηκαν και που βρέθηκε να εκφράζουνε το KiSS-1 δεν 

επιτρέπει αξιόπιστη ανάλυση της προγνωστικής του σημασίας. 

Σε αντίθεση με τα ευρήματα μας, υπάρχει μελέτη που αναφέρει την 

παρουσία από αυξημένα επίπεδα του KiSS-1 mRNA και της πρωτεΐνης του σε 

καρκινώματα μαστού από 124 ασθενείς. Ειδικότερα πρόκειται για ασθενείς με 

όγκους υψηλού βαθμού κακοήθειας, με θετικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες, από 

τη μελέτη των οποίων κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι η έκφραση το KiSS-1 

σχετίζεται με κακή πρόγνωση και μεταστατική διάδοση [44]. 

Όμως, η παραπάνω αντίθεση των ευρημάτων θα μπορούσε να ερμηνευθεί 

σύμφωνα με τα παρακάτω: Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν από τους 

ερευνητές, για την ανάλυση της έκφρασης του mRNA με RT-PCR μπορεί να 

έχουν πλαισιώσει διαφορετικές αλληλουχίες, καθιστώντας έτσι δυσμενή την 

ερμηνεία των διαφορετικών αποτελεσμάτων. 

Πρέπει επίσης να λάβουμε υπ’ όψη μας, ότι η ανοσοϊστοχημεία της 

μελέτης πραγματοποιήθηκε σε τομές κρυοστάτη που μπορεί να περιέχουν 

πάνω από 50% υγιή ιστό, ενώ το αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε δεν ήταν 

ειδικό. 

Τέλος, θα πρέπει να εξεταστεί η δυνατότητα ανίχνευσης mRNA του 

μεταλλαγμένου ανενεργού γονιδίου του KiSS-1. Πράγματι, όπως ανέφεραν οι 

συγγραφείς του άρθρου, μειωμένα επίπεδα του υποδοχέα KiSS1 

συσχετίστηκαν με δυσμενή έκβαση στις 124 ασθενείς με καρκίνο του μαστού. 

Παρουσιάζουμε για πρώτη φορά δεδομένα που καταδεικνύουν τη δομική ή 

λειτουργική απενεργοποίηση του γονιδίου KiSS-1 σε ασθενείς με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού. Τα αποτελέσματά μας επιβεβαιώνουν προκλινικά και 

κλινικά στοιχεία που έχουν δημοσιευτεί στο παρελθόν και παρέχουν περαιτέρω 

στοιχεία υποστηρίζοντας τον ρόλο του γονιδίου KiSS-1 ως καταστολέα της 

μετάστασης. 

Η επιβεβαίωση αυτών των ευρημάτων και η ανάλυση των μεταλλάξεων 

του γονιδίου KiSS-1 και σε άλλους συμπαγείς όγκους είναι αναγκαία, καθώς 

αυτή η μοριακή μεταβολή φαίνεται να συμβαίνει σχετικά στα πρώιμα στάδια 
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ανάπτυξης του όγκου. Η κλινική έρευνα για την ανάπτυξη αγωνιστών MSG ή 

άλλων προσεγγίσεων με σκοπό την αποκατάσταση της λειτουργίας του KiSS-1 

είναι πολύ υποσχόμενη σε σχέση με την παρεμπόδιση της μικρομεταστατικής 

ανάπτυξης και της κακοήθους υποτροπής των όγκων στους πάσχοντες από 

καρκίνο. 

 

 

Έκφραση και ρόλος του γονιδίου της γλυκοδελίνης 
 

Η γλυκοδελίνη, επίσης γνωστή ως πρωτεΐνη του πλακούντα 14 (PP14) και 

πρωτεΐνη του ενδομητρίου που σχετίζεται με την προγεστερόνη (PAEP), είναι 

μια γλυκοπρωτεΐνη μοριακού βάρους 24 kDa που εκφράζεται συνήθως σε 

ιστούς που ελέγχονται από τα στεροειδή του αναπαραγωγικού συστήματος 

(ενδομήτριο, σπερματοδόχες κύστεις). Η γλυκοδελίνη, που ανήκει στην 

οικογένεια των λιποκαλινών, παράγεται από τα επιθηλιακά κύτταρα του 

ενδομητρίου και αποτελεί δείκτη για την υποδεκτικότητα αυτού. 

Η πρωτεΐνη αναγνωρίστηκεσε φυσιολογικά και νεοπλασματικά αδενικά 

κύτταρα του μαστού, των ιδρωτοποιών αδένων, των παραβρογχικών αδένων, 

του παγκρέατος καθώς και στα άωρα αιμοποιητικά κύτταρα του μυελού των 

οστών. Η γλυκοδελίνη βρέθηκε ότι έχει ανοσοκατασταλτικές και αντισυλληπτικές 

ιδιότητες [53, 61]. 

Η γλυκοδελίνη καταστέλλει την κυτταρολυτική δραστηριότητα των 

ανθρώπινων φυσικών φονικών κυττάρων (NKcells) και αναστέλλει τη σύνδεση 

των σπερματοζωαρίων με τη διαυγή ζώνη των ωοκυττάρων [52]. 

Τα τελευταία χρόνια αντιφατικά δεδομένα έχουν αναφερθεί στη 

βιβλιογραφία σχετικά με τον λειτουργικό ρόλο της γλυκοδελίνης σε κακοήθεις 

ιστούς. Οι Jeschke και συνεργάτες κατέδειξαν ότι η γλυκοδελίνη είναι ένας 

αποτελεσματικός αναστολέας της διαμεσολαβούμενης από την Ε-σελεκτίνη 

κυτταρικής προσκόλλησης in vitro, γεγονός που υποδηλώνει τον σημαντικό 

ρόλο της στην καρκινογένεση και στο μεταστατικό δυναμικό των καρκινικών 

κυττάρων [95]. 

Οι Song και συνεργάτες ανέφεραν ότι η γλυκοδελίνη διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στην αγγειογένεση του καρκινικού ιστού, ενώ ανοσοϊστοχημικά 

και μοριακά δεδομένα κατέδειξαν την σχεδόν καθολική έκφραση της 
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γλυκοδελίνης στο μεταστατικό καρκίνο του μαστού καθώς και αυξημένη 

έκφραση αυτής στον καρκίνο των ωοθηκών και του ενδομητρίου [72,75,77]. 

Στη μελέτη μας, η έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης παρατηρήθηκε 

μόνο σε ένα μικρό αριθμό του πληθυσμού των ασθενών υψηλού κινδύνου με 

καρκίνο του μαστού, όπως σε ασθενείς με θετικούς μασχαλιαίους λεμφαδένες 

(25%) και γενικότερα συσχετίστηκε με ανεπιθύμητα κλινικά και μοριακά 

χαρακτηριστικά. 

Η έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης παρατηρήθηκε συχνότερα σε 

νεότερες, προ-εμμηνοπαυσιακές γυναίκες με όγκους θετικούς στην έκφραση της 

επιβιωτίνης και του HER2. Αν και η συσχέτιση της έκφρασης γλυκοδελίνης με 

την υπερέκφραση του HER2 ήταν η μόνη στατιστικά σημαντική συσχέτηση. 

Επιπλέον, η έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης παρατηρήθηκε τόσο σε 

ορμονο-θετικούς (22%) όσο και σε ορμονο-αρνητικούς (33%) όγκους, παρότι η 

έκφρασή της ανιχνεύεται συνήθως σε φυσιολογικούς ιστούς που 

ανταποκρίνονται στα στεροειδή και επάγονται από την προγεστερόνη [70]. Αυτή 

η παρατήρηση θα μπορούσε να υποδηλώνει την ενεργοποίηση της έκφρασής 

της στους νεοπλασματικούς ιστούς. Αν και αυτές οι παρατηρήσεις μας ευνοούν 

τον ρόλο της γλυκοδελίνης ως ενός παράγοντα ανάπτυξης του όγκου, άλλοι 

ερευνητές έχουν αναφέρει δεδομένα που καταδεικνύουν ένα λειτουργικό της 

ρόλο ως καταστολέα της ογκογένεσης. Η ογκοκατασταλτική δράση της 

έκφρασης της γλυκοδελίνης σε πρωτεϊνικό επίπεδο και επίπεδο mRNA στους 

ιστούς αναφέρεται διότι φαίνεται ότι μειώνεται κατά τη νεοπλασματική εξέλιξη 

από τους φυσιολογικούς ιστούς στους εντοπισμένους όγκους και τελικά στη 

συστηματική νόσο [96]. 

Η επιμόλυνση με το cDNA της γλυκοδελίνης σε κυτταρικές καλλιέργειες 

από καρκίνο του μαστού κατέστειλε τον πολλαπλασιασμό τους και επήγαγε 

προς ένα διαφοροποιημένο επιθηλιακό αδενικό φαινότυπο.  

Η διαφορική γλυκοζυλίωση του σκελετού της πρωτεΐνης της γλυκοδελίνης 

θα μπορούσε να επιφέρει ένα διπλό λειτουργικό ρόλο αυτής, που εξαρτάται 

τόσο από τη σύσταση σε κυτταροκίνες του μικροπεριβάλλοντος, όσο και την 

παρουσία εναλλακτικών μορφών ματίσματος μεταξύ φυσιολογικών και 

κακοηθών ιστών [97]. Όλα τα παραπάνω θα ήταν δυνατό να οδηγήσουν στα 

αντίθετα δημοσιευμένα αποτελέσματα. 
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Έκφραση και ρόλος του γονιδίου της επιβιωτίνης 
 

Η επιβιωτίνη (Survivin ή BIRC5) εντοπίζεται σε χαμηλά ή μη ανιχνεύσιμα 

επίπεδα στους φυσιολογικούς ιστούς, όπου ρυθμίζει τη μίτωση και 

παρεμποδίζει την ενεργοποίηση της κασπασών [98, 99]. Είναι ένα από τα 

γονίδια που αυξορρυθμίζονται  στους καρκινικούς ιστούς και είναι απαραίτητο 

για την αύξησητης επιβίωσης των καρκινικών κυττάρων μέσω της καταστολής 

της απόπτωσης [100]. Ειδικότερα η επιβιωτίνη καταστέλλει βλάβες του DNA 

που πιθανά επάγονται από την ενεργοποίηση της διαδικασίας της αυτοφαγίας 

σε ανθρώπινα κύτταρα καρκίνου του μαστού [101]. 

Η υψηλή έκφραση της επιβιωτίνης έχει συσχετιστεί με κακή πρόγνωση 

ασθενών σε αρκετούς τύπους καρκίνου. Οι Span και συνεργάτες, και οι Ryan 

και συνεργάτες επιβεβαίωσαν την ανεπιθύμητη προγνωστική σημασία των 

επιπέδων του mRNA της επιβιωτίνης με τη χρήση της RT-PCR σε ομάδες 275 

και 420 ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού,αντίστοιχα [102,103]. 

Η έκφραση της επιβιωτίνης έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζεται και αυξάνεται 

από τις ογκοπρωτεΐνες HER2, STAT3, COX2, BCL2 σε μεταγραφικό και μετα-

μεταφραστικό επίπεδο, ενώ με τη σειρά της επάγει προ-αγγειογενετικές 

κυτταροκίνες (VEGF, ενεργοποιητής πλασμινογόνου ουροκινάσης) οι οποίες 

είναι βασικές για τη διεργασία της νεο-αγγειογένεσης [103,104,105]. 

Στην παρούσα διατριβή καταδείξαμε την καθολική μεταγραφή του mRNA 

της επιβιωτίνης στην ομάδα των ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού 

(97%).Τα αποτελέσματα δε θα πρέπει να προκαλούν έκπληξη,αν λάβουμε 

υπόψη ότι οι ασθενείς πάσχουν από καρκίνο του μαστού και θεωρούνται 

υψηλού κινδύνου για εμφάνιση μεταστατικής νόσου. Το 99% των ασθενών 

είχαν διηθημένους μασχαλιαίους λεμφαδένες, με το 77% αυτών να έχουν 4 ή 

περισσότερους θετικούς λεμφαδένες και το 70% των πρωτοπαθών όγκων να 

είναι μεγαλύτεροι από 2εκ. Από τη βιβλιογραφία όπως αναφέρουν ο Vasaturo 

και συνεργάτες παρατηρείται αυξορύθμιση της μεταγραφής της επιβιωτίνης 

στους κακοήθεις όγκους μαστού σε σύγκριση με τα αδενώματα μαστού, ενώ οι 

Ryan και συνεργάτες αναφέρουν μια ισχυρή συσχέτιση της μεταγραφής της 

επιβιωτίνης με την παρουσία μεταστάσεων στους λεμφαδένες [103,106]. 

Σύμφωνα με τη μελέτη μας, η μεταγραφή της επιβιωτίνης συσχετίστηκε με 

την έκφραση mRNA του VEGF, mRNA του p53, τον υψηλό βαθμό πυρηνικής 
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ατυπίας και με όγκους με μέγεθος μεγαλύτερο των 2εκ, αν και η τελευταία 

συσχέτιση δεν ήταν στατιστικώς σημαντική. 

Συγκριτική βιοπληροφορική ανάλυση στη βάση δεδομένων GTEx 1085 

δειγμάτων ασθενών με καρκίνο του μαστού και 291 φυσιολογικών δειγμάτων 

κατέδειξε μια σημαντική υπερέκφραση του γονιδίου της επιβιωτίνης (BIRC5, 

survivin) στους ασθενείς με καρκίνο του μαστού (Εικόνα 13). 

Επίσης, η βιοπληροφορική συγκριτική ανάλυση στη βάση δεδομένων 

GTEx της έκφρασης του γονιδίου της επιβιωτίνης σε φυσιολογικά δείγματα 

μαστού (Ν = 114) και σε δείγματα πρωτοπαθούς καρκίνου του μαστού (BRCA) 

(Ν = 1097) κατέδειξε ότι η επιβιωτίνη έχει σημαντικά υψηλότερα επίπεδα 

έκφρασης σε δείγματα πρωτοπαθούς καρκίνου του μαστού (Εικόνα 14). 

Μια περαιτέρω βιοπληροφορική ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου της 

έκφραση της επιβιωτίνης  σε φυσιολογικά δείγματα (Ν = 114) και σε δείγματα 

καρκίνου του μαστού διαφορετικών σταδίων (Στάδιο 1, Ν = 183; Στάδιο 2, Ν = 

615; Στάδιο 3, Ν = 247; Στάδιο 4, Ν = 20) (Σύνολο = 1075) κατέδειξε ότι 

υπάρχουν σημαντικά στατιστικές διαφορές στην έκφραση της επιβιώτίνης 

μεταξύ φυσιολογικών δειγμάτων και δειγμάτων σταδίου 4, ή μεταξύ δειγμάτων 

και δειγμάτων σταδίου 1 και σταδίου 3 καθώς επίσης και μεταξύ δειγμάτων 

σταδίου 2 και σταδίου 3, όπου οι περισσότερο προχωρημένοι όγκοι 

(μεγαλύτερου σταδίου) εκφράζουν υψηλότερα επίπεδα επιβιωτίνης ( Εικόνα 
15). 

Διερευνήσαμε επίσης στη βάση δεδομένων τις γονιδιακές αλλαγές που 

πιθανά να είναι υπεύθυνες για τη μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου της 

επιβιωτίνης στον καρκίνο του μαστού, αλλά και σε σύγκριση και με άλλους 

τύπους καρκίνου. Οι αναλύσεις κατέδειξαν ότι η συχνότερη αιτία για τη 

μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου BIRC5 στον καρκίνο του μαστού είναι η 

γονιδιακή ενίσχυση (gene amplification) (Εικόνα 17). 
Προϋπάρχουσες μελέτες κατέδειξαν την αρνητική ρύθμιση της έκφρασης 

της επιβιωτίνης από του άγριου-τύπου p53 και υψηλή έκφραση της πρωτεΐνης 

της επιβιωτίνης παρουσία των μεταλλαγμένων μορφών της p53 [107,108].  

Τα ευρήματα μας σχετικά με της συσχέτιση της έκφρασης της επιβιωτίνης 

με την έκφραση της άγριου-τύπου p53 μπορεί να υποδηλώνουν την παρουσία 

ενός άγνωστου ελλείμματος στο μηχανισμό ελέγχου της λειτουργίας του p53, 
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που έχει ως αποτέλεσμα η επαγόμενη p53 να αποτυγχάνει να ελέγξει την 

έκφραση της επιβιωτίνης. 

Η σχέση της έκφρασης της επιβιωτίνης με την κατάσταση του γονιδίου 

TP53 στον καρκίνο του μαστού επιβεβαιώθηκε και από τη βιοπληροφορική 

ανάλυση σε δημόσιες βάσεις δεδομένων. Η ανάλυση αυτή κατέδειξε ότι όγκοι 

που έφεραν μεταλλαγμένα γονίδια TP53 εκφράζανε την επιβιωτίνη σε 

υψηλότερα επίπεδα από ότι οι όγκοι του μαστού χωρίς μεταλλάξεις του γονιδίου 

TP53 ή τα φυσιολογικά δείγματα μαστού (Εικόνα 16). 

Σε αντίθεση με τις δύο μεγάλες σειρές περιστατικών που ανέφεραν οι 

Span και οι Ryan, στη μελέτη μας δεν καταφέραμε να αποδείξουμε την 

προγνωστική αξία της γλυκοδελίνης και της επιβιωτίνης στην υποτροπή της 

νόσου ή στην ολική επιβίωση των ασθενών. 

Ακόμα τρεις άλλες σειρές περιστατικών απέτυχαν εξίσου στο να 

αναδείξουν την προγνωστική σημασία της επιβιωτίνης και της γλυκοδελίνης. Το 

προαναφερόμενο αποτέλεσμα θα μπορούσε να αποδοθεί στο μικρό μέγεθος 

του δείγματος των ασθενών, στη μη εξειδικευμένη αντίδραση του αντισώματος 

κατά την ανοσοϊστοχημική χρώση με τις προ-αποπτωτικές εναλλακτικές μορφές 

ματίσματος της επιβιωτίνης ή στη μειωμένη ποιοτική ευαισθησία της PCR 

[109,110,111]. 

Επιπλέον, όλα τα εργαστήρια δεν χρησιμοποίησαν τις ίδιες μεθόδους 

ανίχνευσης και υλικά, καθώς κάποιοι χρησιμοποίησαν ELISA έναντι qRT-PCR 

και φρέσκους έναντι μονιμοποιημένων ιστών. Αυτές οι διαφορετικοί μέθοδοι και 

τα υλικά θα μπορούσαν να συμβάλουν στα διαφορετικά αποτελέσματα. 

Επομένως απαιτείται περαιτέρω ανάλυση για να διευκρινιστεί ο ρόλος των 

μοριακών δεικτών όπως η ανάλυση με qPCR έναντι των κλασικών δεικτών της 

ανοσοϊστοχημείας. 

Παρόλο που χρησιμοποιήσαμε τη μέθοδο της ποσοτικής PCR, η μελέτη 

μας εμφανίζει μειονεκτήματα που μπορεί να ενοχοποιούνται για την έλλειψη της 

προγνωστικής χρησιμότητας της επιβιωτίνης η μέση παρακολούθηση των 

ασθενών είναι σχετικά μικρή (62 μήνες), διάστημα κατά το οποίο υπήρχαν μόνο 

44 θάνατοι (16%) και 76 υποτροπές (28%). 

Το πιο σημαντικό όλων είναι ότι ο πληθυσμός των ασθενών μας, 

αποτελείται από ασθενείς που διαγνώσθηκαν και αντιμετωπίστηκαν για καρκίνο 

του μαστού με υψηλό κίνδυνο υποτροπής, όπως θετικοί λεμφαδένες (99%), σε 
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αντίθεση με τους πληθυσμούς ασθενών άλλων μελετών στις οποίες μόνον το 

52% και το 56% των περιπτώσεων, αντίστοιχα, είχαν θετικούς λεμφαδένες 

[102,103]. 

Η επιβιωτίνη θα μπορούσε να αποτελεί έναν αρνητικό προγνωστικό 

παράγοντα στα πρώιμα στάδια της νόσου και η δράση της στα μετέπειτα στάδια 

της νόσου να χάνεται ή να αποδυναμώνεται από τη συσσώρευση πρόσθετων 

γενετικών βλαβών. 

Η βιοπληροφορική ανάλυση σε βάσεις δεδομένων κατέδειξε ότι η ολική 

επιβίωση των ασθενών με καρκίνο του μαστού που υπερεκφράζουν την 

επιβιωτίνη (BIRC5, Survivin) λόγω γονιδιακής ενίσχυσης ήταν σαφώς μειωμένη 

σε σύγκριση με τους ασθενείς που είχαν χαμηλότερη έκφραση της επιβιωτίνης 

(Εικόνα 12.) 

Η περαιτέρω βιοπληροφορική ανάλυση μας στη βάση δεδομένων, 

θέτωντας το ερώτημα αν υπάρχει σχέση μεταξύ της υπερέκφρασης του γονιδίου 

της επιβιωτίνης και της απόκρισης στη χημειοθεραπεία ασθενών με καρκίνο του 

μαστού κατέδειξε ότι οι ασθενείς με χαμηλή έκφραση του BIRC5 αποκρίνονται 

καλύτερα στη  χημειοθεραπεία  (Εικόνα 18).  

Συμπερασματικά, απαιτείται περαιτέρω μελέτη για να επιβεβαιωθεί αν 

αυτοί οι δύο ρυθμιστές της ανάπτυξης, προόδου και εξέλιξης του καρκίνου του 

μαστού, η επιβιωτίνη και η γλυκοδελίνη, και ιδιαίτερα η επιβιωτίνη καθώς έχει 

εμπλακεί και σε πορείες αυτοφαγίας σε καρκινικά κύτταρα, μπορούν να 

αξιοποιηθούν για την ταξινόμηση των ασθενών σε σχέση με την επικινδυνότητα 

της νόσου ή τον κίνδυνο υποτροπής καθώς και την χρησιμότητά τους ως 

θεραπευτικοί στόχοι. 
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Μεταστίνη (Metastin, KiSS-1) 
• Ταυτοποίηση μετάλλαξης του γονιδίου KiSS-1 που πιθανά οδηγεί στην 

απώλεια της λειτουργίας του. Πρόκειται για μια υποκατάσταση/ 

αντικατάσταση της κυτοσίνης σε γουανίνη, 242 ζεύγη βάσεων από την 

έναρξη της μετάφρασης (242 C>G) . Αυτή η απλή νουκλεοτιδική 

υποκατάσταση στο εξόνιο IVa του γονιδίου KiSS-1 αλλάζει ένα κωδικόνιο 

CCC σε CGC με αποτέλεσμα την αντικατάσταση του υδρόφοβου 

αμινοξέος προλίνη από το υδρόφιλο αμινοξύ αργινίνη στην προβλεπόμενη 

αλληλουχία αμινοξέων αγρίου τύπου και αλλαγή στην τριτοταγή δομή της 

πρωτεΐνης  

• Η προαναφερόμενη μετάλλαξη ανιχνεύτηκε στις κυτταρικές σειρές MCF-7 

και A549 και ανιχνεύτηκε επίσης στο 10% των δειγμάτων των 50 ασθενών 

με πρώιμο καρκίνο μαστού, αλλά σε κανένα από τα 50 δείγματα των υγιών 

ατόμων. 

o Μονό το 4% των ασθενών αυτών φέρει τη σωματική μετάλλαξη του 

γονιδίου KiSS-1.  

o Δεν υπήρξε σημαντική στατιστική συσχέτιση της ύπαρξης της 

μετάλλαξης με την ανοσοϊστοχιμηκή έκφραση της πρωτεΐνης καθώς 

και του αριθμού των διηθημένων λεμφαδένων μασχάλης. 

o Δεν υπήρξε καμία συσχέτιση της μετάλλαξης KiSS-1 με την 

υπερέκφραση του Her-2, τους ορμονικούς υποδοχείς, την ηλικία, την 

εμμηνόπαυση, τον ιστολογικό τύπο και το βαθμό διαφοροποίησης του 

όγκου. 

o Η έκφραση του KiSS-1 mRNA καθώς και η ανοσοϊστοχημική έκφραση 

της πρωτεΐνης KiSS-1 δεν παρουσίασαν καμία προγνωστική σημασία 

για την επιβίωση χωρίς υποτροπή. 

• Στην ομάδα επικύρωσης ο αριθμός των ασθενών με ανιχνεύσιμο 

μεταγραφόμενο KiSS-1 ήταν πολύ μικρός (3%) 

o 7 στις 8 ασθενείς με αυξημένα επίπεδα KiSS-1 mRNA στους όγκους 

ήταν μετεμμηνοπαυσιακές (p = 0,03).  
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o Δεν βρέθηκε καμία συσχέτιση της μεταγραφής του KiSS-1 με τη 

μεταγραφή των άλλων μοριακών δεικτών που μελετήθηκαν  

o Η ολική επιβίωση (OS) και η επιβίωση ελεύθερης νόσου (DFS) δεν 

διέφεραν σημαντικά μεταξύ των ασθενών που εμφάνιζαν ή όχι 

έκφραση του KiSS-1, με αποτέλεσμα η μεταγραφική κατάσταση του 

KiSS-1 να μην εμφανίζει καμία προγνωστική σημασία  

 

Γλυκοδελίνη (Glycodelin, PAEP) 
• Tο mRNA της γλυκοδελίνης εκφράζονταν στο 25% των ασθενών 

• Το ποσοστό των προεμμηνοπαυσιακών γυναικών με θετική έκφραση στη 

PAEP να είναι σημαντικά υψηλό (p = 0,01).  

• Η γλυκοδελίνη εκφράζονταν σε υψηλότερο ποσοστό σε όγκους με 

αρνητικούς ορμονικούςυποδοχείς, η διαφορά όμως δεν ήταν στατιστικά 

σημαντική. Η έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης ήταν εξίσου 

κατανεμημένη μεταξύ των κατηγοριών των άλλων κλινικοπαθολογικών 

μεταβλητών. 

• Το ποσοστό των όγκων που εκφράζουν τη γλυκοδελίνη ήταν σημαντικά 

υψηλότερο σε ασθενείς με καρκίνο μαστού θετικό στην έκφραση του 

HER2 mRNA (p = 0,02), ενώ δεν ήταν εμφανής άλλος συσχετισμός της 

μεταγραφής της γλυκοδελίνης με τη μεταγραφή άλλων γονιδίων  

• Δεν υπάρχει σημαντική διαφοράστη συνολική επιβίωση και στην επιβίωση 

ελεύθερη νόσου ανάλογα με την έκφραση του mRNA της γλυκοδελίνης  

 

Επιβιωτίνη (Survivin, BIRC5) 

• Η επιβιωτίνη εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα σε πρωτοπαθείς όγκους 

μαστού σε σύγκριση με φυσιολογικά δείγματα μαστού. 

• Η έκφραση της επιβιωτίνης φαίνεται ότι αυξάνεται με την πρόοδο της 

νόσου από το στάδιο Ι στο στάδιο IV κατά την καρκινογένεση του μαστού. 

• Η αυξημένη μεταγραφή mRNA της επιβιωτίνης συσχετίστηκε με υψηλό 

βαθμό πυρηνικής ατυπίας (p<0,001), με την έκφραση mRNA του VEGF 

(p= 0,01) και την έκφραση mRNA του p53 (p= 0,04). 
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• Όγκοι με διαστάσεις μεγαλύτερες των 2εκ (Τ2) απέδωσαν υψηλότερα 

επίπεδα mRNA της επιβιωτίνης, αν και η παραπάνω συσχέτιση 

παρουσίασε μόνο μια τάση στατιστικής σημαντικότητας (p = 0,07). 

• Όγκοι μαστού με μεταλλαγμένες μορφές της TP53 εμφανίζουν υψηλότερα 

επίπεδα έκφρασης της επιβιωτίνης σε σχέση με όγκους του μαστού που 

δεν φέρουν μεταλλάξεις στο ογκοκατασταλτικό γονίδιο TP53 ή σε σχέση 

με φυσιολογικά δείγματα μαστού. 

• Η μεταγραφική δραστηριότητα του γονιδίου της επιβιωτίνης δεν ανέδειξε 

καμία προγνωστική σημασία για τη συνολική επιβίωση ή για την επιβίωση 

ελεύθερη νόσου σε ανάλυση μονοπαραγοντική ή πολυπαραγοντική. 

Βέβαια, η βιοπληροφορική ανάλυση μας σε βάσεις δεδομένων που έχουν 

περισσότερα δείγματα κατέδειξε ότι οι ασθενείς με υψηλά επίπεδα 

επιβιωτίνης έχουν χαμηλότερη ολική επιβίωση.  

• Η ανάλυση με παλινδρόμηση πολλαπλών παραλλαγών Cox (Cox 

multivariate regression analysis) αποκάλυψε ότι η παρουσία του mRNA 

της επιβιωτίνης (p> 0,05), με υψηλό αριθμό θετικών λεμφαδένων και με 

αρνητική έκφραση ορμονικών υποδοχέων έχουν δυσμενή πρόγνωση για 

τις ασθενείς. Αυτό επιβεβιαώθηκε και από βιοπληροφορική ανάλυση σε 

δημόσιες βάσεις δεδομένων, και κατέδειξε ότι ασθενείς με χαμηλά επίπεδα 

επιβιωτίνης αποκρίνονται πιο αποτελεσματικά σε χημειοθεραπευτικές 

πρροσεγγίσεις. 

• Τα αποτελέσματα συνολικά καταδεικνύουν ότι απαιτούνται περισσότερες 

μελέτες προκειμένου να διευκρινιστεί ο ρόλος της επιβιωτίνης στην 

καρκινογένεση του μαστού. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΕΙΣ 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 
Ο καρκίνος του μαστού είναι ο συχνότερος καρκίνος που εμφανίζεται στις 

γυναίκες . Παρά την πρόοδο που έχει πραγματοποιηθεί τα τελευταία χρόνια 

στην αντιμετώπισή του, σχεδόν οι μισές ασθενείς που διαγιγνώσκονται με 

πρώιμο καρκίνο του μαστού θα υποτροπιάσουν και θα καταλήξουν από τη 

νόσο. Η δημιουργία μεταστάσεων είναι μία πολύπλοκη διαδικασία και τα 

τελευταία χρόνια η βασική έρευνα προσπαθεί να αναγνωρίσει γονίδια 

καταστολής της μετάστασης που δεν σχετίζονται με ην ανάπτυξη του 

πρωτοπαθούς όγκου. 

 

 

Μεταστίνη (KiSS-1) 
 

Υπόβαθρο:Το KiSS-1 είναι γονίδιο καταστολής της μετάστασης και η 

αδρανοποίηση του οδηγεί σε εμφάνιση καρκίνου προχωρημένου σταδίου 

καθώς και χειρότερη πρόγνωση για τις ασθενείς. Μελετήσαμε την ύπαρξη 

μεταλλάξεων του γονιδίου, την μεταγραφή του και την έκφραση της πρωτεΐνης 

του KiSS-1σε καλλιέργειες ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών και 

δείγματα καρκίνου ασθενών που διαγνώσθηκαν με πρώιμο καρκίνο του μαστού. 

 

Υλικό και Μεθοδολογία:DNA και mRNA από τα εξόνια ΙΙΙ και ΙV του KiSS-1 

προερχόμενο από τις καλλιέργειες ανθρώπινων καρκινικών σειρών και από 

βιοπτικά δείγματα μονιμοποιημένα σε φορμαλίνη και ενσωματωμένα σε 

παραφίνη 50 ασθενών με πρώιμο καρκίνο του μαστού αναλύθηκαν με τις 

μεθόδους PCR- SSCP, RT-PCR και αλληλούχισης. Πραγματοποιήθηκε 

ανοσοϊστοχημικός προσδιορισμός για την αξιολόγηση της έκφρασης της 

πρωτεΐνης KiSS-1 με ειδικό πολυκλωνικό αντίσωμα για τη μεταστίνη 

συνδεδεμένο με στρεπταβιδίνη-βιοτίνη. Η παρουσία μεταλλάξεων του KiSS-1 

γονιδίου, η μεταγραφή του και η ανοσοϊστοχημική έκφραση έγινε προσπάθεια 

να συσχετιστούν με τα βασικά χαρακτηριστικά των ασθενών και μοριακών 

δεικτών του όγκου.  

Επιπλέον από δείγματα ιστού σε τομές παραφίνης 272 γυναικών που 

έπασχαν από καρκίνο του μαστού σταδίου ΙΙ ή και ΙΙΙ με θετικούς λεμφαδένες 
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μασχάλης πραγματοποιήθηκε εξαγωγή mRNA του γονιδίου του KiSS-1 εξόνιο 

Ι/ΙΙ. Επίσης έγινε προσπάθεια να συσχετιστεί το mRNA του KiSS-1 με την 

έκβαση των ασθενών, καθώς και με τη νόσο ή με μοριακά χαρακτηριστικά του 

όγκου. 

 

Αποτελέσματα: Μια υποκατάσταση/ αντικατάσταση της κυτοσίνης σε γουανίνη 

(P81R), 242 ζεύγη βάσεων από την έναρξη της μετάφρασης (242 C>G), η 

οποία προκαλεί αλλαγή της τριτοταγούς δομής της πρωτεΐνης αναγνωρίστηκε 

στις κυτταρικές σειρές MCF-7, A549 και σε 5/50 δείγματα των όγκων (10%).  

Καθώς η αντικατάσταση αναγνωρίστηκε στη γαμετική σειρά 3/5 γυναικών 

που έφεραν τη σωματική μετάλλαξη, προκύπτει ότι η συχνότητα εμφάνισης της 

σωματικής μετάλλαξης του γονιδίου KiSS-1 στους όγκους των 50 ασθενών με 

πρώιμο καρκίνο του μαστού είναι 4%. Αν και η P81R αντικατάσταση φαίνεται ότι 

συσχετίζεται με τη μειωμένη ανοσοϊστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης του 

KiSS-1 και με τον αυξημένο αριθμό διηθημένων λεμφαδένων μασχάλης, η 

στατιστική ανάλυση αυτών απέτυχε να αναδείξει στατιστικά σημαντικό 

συσχετισμό. 

Το mRNA του KiSS-1 γονιδίου αναδείχθηκε στα 15/48 των δειγμάτων και 

δεν υπήρξε κάποια συσχέτιση με την ύπαρξη μετάλλαξης ή την έκφραση της 

πρωτεΐνης.26 δείγματα είχαν θετική ανοσοϊστοχημική χρώση, σε αντίθεση με 

την ισχυρά κυτταροπλασματική χρώση που εμφανίζεται στο φυσιολογικό 

παρέγχυμα του μαστού και τους ιστούς του πλακούντα. 

Σε ένα μέσο διάστημα παρακολουθούσης 38 μηνών το 20% των γυναικών 

με μετάλλαξη στο KiSS-1 εμφάνισαν υποτροπή νόσου έναντι του 13% των 

γυναικών που δεν έφεραν τη μετάλλαξη. Η παρουσία μετάλλαξης του KiSS-1, 

τα επίπεδα έκφρασης του mRNA και της πρωτεΐνης δεν συσχετίζονται με το 

διάστημα επιβίωσης χωρίς υποτροπή.  

Στην ομάδα επικύρωσης μόνο 8/272 (3%) από τα δείγματα των όγκων 

παρουσίαζαν ανιχνεύσιμο mRNA του KiSS-1. Δεν υπήρξε καμία συσχέτιση της 

μεταγραφής του KiSS-1 με τον αριθμό των διηθημένων λεμφαδένων, το βαθμό 

διαφοροποίησης του όγκου, την έκφραση των ορμονικών υποδοχέων και το 

μέγεθος του όγκου. 

Από τις γυναίκες που εμφάνιζαν υψηλά επίπεδα του KiSS-1 mRNA το 

87,5% ήταν μετεμμηνοπαυσιακές ενώ από τις γυναίκες που δεν είχαν 
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μετρήσιμα επίπεδα του KiSS-1 mRNA μόνο το 48% αυτών ήταν 

μετεμμηνοπαυσιακές. Δεν βρέθηκε καμία συσχέτιση της μεταγραφής του KiSS-1 

με τη μεταγραφή των παρακάτω μορίων ελέγχου του κυτταρικού κύκλου: HER2, 

VEGF, p53, BCL2, PAEP και BIRC5. Με μια μέση περίοδο παρακολούθησης 62 

μηνών, φάνηκε ότι δεν υπήρξε στατιστικώς σημαντική διαφορά όσο αφορά στην 

ολική επιβίωση και στην επιβίωση ελεύθερης νόσου μεταξύ των γυναικών που 

εμφάνιζαν ή όχι έκφραση του KiSS-1  

 

 

Γλυκοδελίνη (PAEP)  
 

Υπόβαθρο: η Γλυκοδελίνη είναι πολυπεπτίδιo που εμπλέκεται σε μηχανισμούς 

ελέγχου του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, στην απόπτωση και την 

αγγειογένεση. Υπάρχουν αντιφατικά βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με το 

λειτουργικό της ρόλο στους καρκινικούςιστούς, για το λόγο αυτό μελετήσαμε τη 

μεταγραφή της στον πρώιμο καρκίνο του μαστού. 

 

Υλικό και Μεθοδολογία: Με ποσοτική πραγματικού χρόνου PCRmRNA 

Γλυκοδελίνης απομονώθηκε από μονιμοποιημένα δείγματα σε φορμαλίνη και 

ενσωματωμένα σε παραφίνη, 272 γυναικών που διαγνώσθηκαν με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού. Υπολογίσθηκε και κανονικοποιήθηκε η έκφρασή της με 

βάση των διαχειριστικών γονιδίων GAPDH, RPL37A και έγινε προσπάθεια να 

συσχετιστεί το mRNA της με την έκβαση των ασθενών, καθώς και με τη νόσο ή 

με μοριακά χαρακτηριστικά του όγκου. 

 

Αποτελέσματα: Συνολικά μελετήθηκαν 272 γυναίκες με σταδίου ΙΙΙ καρκίνο του 

μαστού (θετικοί λεμφαδένες μασχάλης και όγκοι > 2εκ). Το mRNA της 

Γλυκοδελίνης εκφράζονταν σε 68 ασθενείς (25%), η πλειοψηφία των οποίων 

ήταν προεμμηνοπαυσιακές και σε έκφραση του HER2 mRNA. Σε μια μέση 

περίοδο παρακολούθησης 62 μηνών, δεν ανεδείχθκε καμία προγνωστική της  

σημασία για τη συνολική επιβίωση ή για την επιβίωση ελεύθερη νόσου σε 

μονοπαραγοντική ή πολυπαραγοντική ανάλυση. 
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Επιβιωτίνη (BIRC5) 
 

Υπόβαθρο: η Επιβιωτίνη είναι πολυπεπτίδιo που εμπλέκεται σε μηχανισμούς 

ελέγχου του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, στην απόπτωση και την 

αγγειογένεση. Υπάρχουν αντιφατικά βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με το 

λειτουργικό της ρόλο στους καρκινικούς ιστούς, για το λόγο αυτό μελετήσαμε  τη 

μεταγραφή της στον πρώιμο καρκίνο του μαστού. 

 

Υλικό και Μεθοδολογία: Με ποσοτική πραγματικού χρόνου PCRmRNA 

Επιβιωτίνης απομονώθηκε από μονιμοποιημένα δείγματα σε φορμαλίνη και 

ενσωματωμένα σε παραφίνη, 272 γυναικών που διαγνώσθηκαν με πρώιμο 

καρκίνο του μαστού. Υπολογίσθηκε και κανονικοποιήθηκε η έκφρασή της με 

βάση των διαχειριστικών γονιδίων GAPDH, RPL37A και έγινεπροσπάθεια να 

συσχετιστεί το mRNA της με την έκβαση των ασθενών, καθώς και με τη νόσο ή 

με μοριακά χαρακτηριστικά του όγκου. 

 

Αποτελέσματα: Συνολικά μελετήθηκαν 272 γυναίκες με σταδίου ΙΙΙ καρκίνο του 

μαστού (θετικοί λεμφαδένες μασχάλης και όγκοι > 2 εκ). Σε 263 γυναίκες (97%) 

εκφράζονταν η επιβιωτίνη και συσχετίστηκε με υψηλό βαθμό πυρηνικής 

ατυπίας, με την έκφραση mRNA του VEGFκαι την έκφραση mRNA του p53. 

Όμως, εκτεταμένη βιοπληροφορική ανάλυση σε δημόσιες βάσεις δεδομένων σε 

συνάρτηση με τα αποτελέσματα μας ανέδειξε τα ακόλουθα:  

(α) Η επιβιωτίνη εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα σε πρωτοπαθείς 

όγκους μαστού σε σύγκριση με φυσιολογικά δείγματα μαστού. 

(β) Όγκοι με διαστάσεις μεγαλύτερες των 2 εκ (Τ2) απέδωσαν υψηλότερα 

επίπεδα mRNA της επιβιωτίνης, αν και η παραπάνω συσχέτιση παρουσίασε 

μόνο μια τάση στατιστικής σημαντικότητας (p = 0,07). 

Η έκφραση της επιβιωτίνης φαίνεται ότι αυξάνεται με την πρόοδο της νόσου 

από το στάδιο Ι στο στάδιο IV στον καρκίνο του μαστού. 

(γ) Όγκοι μαστού με μεταλλαγμένο TP53 εμφανίζουν υψηλότερα επίπεδα 

έκφρασης της επιβιωτίνης σε σχέση με όγκους του μαστού που δεν φέρουν τη 

μετάλλαξη ή σε σχέση με φυσιολογικά δείγματα μαστού. 



92 
 

(δ) Σε μια μέση περίοδο παρακολούθησης 62 μηνών, δεν ανεδείχθηκε 

καμία προγνωστική της σημασία για τη συνολική επιβίωση ή για την επιβίωση 

ελεύθερη νόσου σε μονοπαραγοντική ή πολυπαραγοντική ανάλυση. Βέβαια, η 

βιοπληροφορική ανάλυση μας σε βάσεις δεδομένων που έχουν περισσότερα 

δείγματα κατέδειξε ότι οι ασθενείς με υψηλά επίπεδα επιβιωτίνης έχουν 

χαμηλότερη ολική επιβίωση.  

(ε) Η ανάλυση με παλινδρόμηση πολλαπλών παραλλαγών Cox 

αποκάλυψε ότι η παρουσία του mRNA της επιβιωτίνης (p> 0,05), με υψηλό 

αριθμό θετικών λεμφαδένων και με αρνητική έκφραση ορμονικών υποδοχέων 

έχει δυσμενή πρόγνωση για τις ασθενείς. Αυτό επιβεβιαώθηκε και από 

βιοπληροφορική ανάλυση σε δημόσιες βάσεις δεδομένων, και κατέδειξε ότι 

ασθενείς με χαμηλά επίπεδα επιβιωτίνης ανταποκρίνονται αποτελεσματικότερα 

στη χημειοθεραπεια. 

Τα αποτελέσματα συνολικά καταδεικνύουν ότι απαιτούνται περισσότερες 

μελέτες προκειμένου να διευκρινιστεί ο ρόλος της επιβιωτίνης στην 

καρκινογένεση του μαστού. 
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SUMMARY IN ENGLISH 
 

Breast cancer is the leading cause of cancer-related mortality among women in 

most developed countries. Despite progress achieved with adjuvant 

chemotherapy, approximately half of all women with resected early breast 

cancer eventually experience systemic malignant relapse that is ultimately fatal. 

The metastatic spread of malignant cells is a multi-step process. Over the last 

decade basic research has identified metastasis suppressor genes that block 

each of these steps, thus inhibiting formation of metastasis without affecting 

primary tumor growth. 

 

 

Metastin (KiSS-1) 
 

Background: KiSS-1 is a metastasis suppressor gene, its inactivation linked to 

advanced tumor stage and dismal prognosis. We studied its mutational status, 

transcription and protein expression in human cancer cell lines and patients with 

early breast cancer. 

 

Materials and Methods:Tumor tissue DNA and mRNA of KiSS-1 exons III and 

IV from human cancer cell lines and from formalin-fixed resected breast 

adenocarcinomas from 50 women were analyzed by means of PCR-SSCP, RT-

PCRand sequencing. Tumor tissue was stained for KiSS-1 protein expression 

by means of streptavidin-biotin complex immunoperoxidase assay. Presence of 

KiSS-1 mutation, mRNA levels and protein staining were examined for 

correlations with patient/tumor characteristics. 

Also tumor messenger RNA of the KiSS-1 exon I/II boundary was 

extracted from paraffin-embedded stage II or III node positive breast 

adenocarcinomas of 272 women. KiSS-1 mRNA was examined for associations 

with outcome, disease and molecular characteristics. 

 

Results:A transversion in exon IVa replacing cytosine with quinine was 

identified 242 base pairs from the translation start site (242C>G) in the cell lines 
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MCF-7, A549 and in 5/50 tumors (10%), resulting in substitution of proline by 

arginine (P81R) and alteration of the tertiary structure.  

As the substitution was present in germ-line DNA in 3/5 breast cancer 

patients harbouring the polymorphism in their tumor, the tumor-specific somatic 

mutation was 4% among the 50 patients with early breast cancer. 

Although the P81R substitution was associated with reduced KiSS-1 

protein immunoreativity and with axillary nodal involvement, the correlations did 

not reach statistical significance. 

KiSS-1 mRNA was detected in only 15/48 tumors (31%) and showed no 

correlation with mutation or protein expression. 26 tumors stained for KiSS-1 

protein, in contrast to the universal strong staining seen in normal breast 

parenchyma and placental tissues. At a median follow-up of 38 months, 

relapses occurred in 20% of women with non-wild tumors versus 13% of women 

with wild-type KiSS-1 tumors. Presence of kiSS-1mutation, mRMA levels and 

protein expression did  not have prognostic significance for relapse-free-

survival. 

Only 8/272 tumors (3%) yielded detectable KiSS-1 mRNA levels. There 

was no evidence of correlation of KiSS-1 transcription with the number of 

involved axillary nodes, grade, hormone receptor status or tumor size. Of 

women with increased KiSS-1 mRNA tumor levels, 87.5% were 

postmenopausal, whereas only 48% were postmenopausal among patients 

without detectable KiSS-1 mRNA. No association of KiSS-1 transcription was 

found with transcription of cell cycle regulators HER2, VEGF, p53, BCL2, PAEP 

or BIRC5. At a median follow-up of 62 months, there was no statistically 

significant difference between women harbouring KiSS-1 mRNA-negative 

versus-positive tumors in terms of disease-free and overall survival.  

 

 

Glycodelin (PAEP)  
 

Background: Glycodelinis key polypeptide regulator of cellular proliferation, 

apoptosis and angiogenesis. In view of contradictory reports on its functional 

role in tumors, we studied its transcriptional levels in localized breast cancer. 
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Materials and Methods: Glycodelin mRNA was isolated and amplified by 

quantitative reverse-transcription PCR from paraffin-embedded breast 

carcinomas of 272 women. A normalized score was calculated by use of 

GAPDH, RPL37A reference genes and was correlated with 

clinicopathologic/molecular parameters and patient outcome. 

 

Results: A total of 272 patients were eligible, most harbored stage III node 

positive breast carcinomas larger than 2cm. Glycodelin mRNA was expressed 

in 68 patients (25%), more frequently in premenopausal women and those with 

HER2 mRNA positive tumors. At a median follow-up of 62 months, glycodelin 

mRNA expression wasn’t demonstrated prognostic utility for overall or disease 

free survival at univariate and multivariate analysis. 

 
 

Survivin (BIRC5)  
 
Background: Survivin is key polypeptide regulator of cellular proliferation, 

apoptosis and angiogenesis. In view of contradictory reports on its functional 

role in tumors, we studied its transcriptional levels in localized breast cancer. 

 

Materials and Methods: Survivin mRNA was isolated and amplified by 

quantitative reverse-transcription PCR from paraffin-embedded breast 

carcinomas of 272 women. A normalized score was calculated by use of 

GAPDH, RPL37A reference genes and was correlated with 

clinicopathologic/molecular parameters and patient outcome.  

 

Results: A total of 272 patients were eligible, most harbored stage III node 

positive breast carcinomas larger than 2cm. Survivin mRNA was present in 263 

tumors (97%) and its levels correlated significantly with high nuclear grade, 

VEGF mRNA and p53 mRNA presence. 

However, an extensive bioinformatics analysis in public databases in relation to 

our results revealed the following: 

(a) Survivin is expressed at higher levels in primary breast tumors compared to 

normal breast tissue. 
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(b) Tumors larger than 2 cm (T2) yielded higher levels of survivin mRNA, 

although the above correlation showed only a trend of statistical significance (p 

= 0.07). 

Survivin expression appears to increase with disease progression from stage I 

to stage IV during breast carcinogenesis. 

(c) Breast tumors with mutant TP53 show higher levels of survivin expression 

than breast tumors that do not have mutations in the TP53 or compared to 

normal breast tissue. 

(d) At a median follow-up of 62 months, survivin mRNA expression wasn’t 

demonstrated prognostic utility for overall or disease free survival at univariate 

and multivariate analysis  

(e) Cox multivariate analysis revealed that the presence of survivin mRNA (p> 

0.05), with a high number of positive lymph nodes and a negative expression of 

hormone receptors has an unfavorable prognosis for patients. This was also 

confirmed by bioinformatics analysis in public databases, and showed that 

patients with low levels of survivin respond more effectively to 

chemotherapeutic agents. 

The results overall indicate that more studies are needed to clarify the role of 

survival in breast carcinogenesis. 
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