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Π ΡΟΛΟΓΟΣ

Τα Μυελοδυσπλαστικά Σύνδρομα (ΜΔΣ) αποτελούν μία ομάδα κλω- 
Ϋΐκών διαταραχών του αρχέγονου αιμοποιητικού κυττάρου (stem cell) και 
χαρακτηρίζονται από διαταραχή της αιμοποιητικής διαφοροποίησης και 
ωρίμανσης. Εκδηλώνονται σαν περιφερικές κυτταροπενίες με δυσλειτουρ- 
γικά στοιχεία αίματος, υπερπλαστικό μυελό και έχουν μεγάλη τάση εξέλι
ξης σε οξεία μυελοβλαστική λευχαιμία. Αναιμία παρατηρείται στο 90% 
των ασθενών με ΜΔΣ, ενώ ουδετέροπενία και/ ή θρομβοπενία εμφανίζο
νται επίσης συχνά. Η Γαλλική-Αμερικανική-Βρεττανική (French-American- 
British, FAB) ταξινόμηση (Bennett et al, 1982) αναγνώρισε πέντε υπότυ- 
πους [Ανθεκτική αναιμία (Refractory anaemia, RA), Ανθεκτική αναιμία 
με δακτυλιοειδείς σιδηροβλάστες (Refractory anaemia with ringed sidero- 
blasts, RARS), Ανθεκτική αναιμία με περίσσεια βλαστών (Refractory 
anaemia with excess of blasts, RAEB), Ανθεκτική αναιμία με περίσσεια 
βλαστών σε μετατροπή (Refractory anaemia with excess of blasts in 
transformation, RAEB-T), Χρόνια Μυελομονοκυτταρική λευχαιμία (Chro
nic Myelomonocytic leukemia, CMML)], με προοδευτική ελάττωση της 
διάμεσης επιβίωσης και αυξανόμενο κίνδυνο εξέλιξης σε οξεία μυελογενή 
λευχαιμία. Χρωμοσωμικές ανωμαλίες παρατηρούνται στο 40-90% των α
σθενούν κατά την διάγνοκτη και σχετίζονται με κακή πρόγνο^ση.

Η θεραπεία στα ΜΔΣ περιλαμβάνει βασικά υποστηρικτικά μέτρα, ό
πως μεταγγίσεις ερυθρών αιμοσφαιρίων και αιμοπεταλίων, αντιβιοτικά 
και θεραπεία άλλων συνοδών διαταραχών. Προσπάθειες για αιματολογική 
βελτίωση με παράγοντες όπως πυριδοξίνη, ρετινοειδή και βιταμίνη D3 εί
χαν απογοητευτικά αποτελέσματα. Χαμηλής δόσης κυτταροτοξική θερα
πεία με αρασυτίνη και 5-αζακυτιδίνη, που χρησιμοποιήθηκαν σαν παρά
γοντες διαφοροποίησης, πρόκάλεσαν ανταπόκριση σε ποσοστό 15-20% με 
σημαντική όμως τοξικότητα από τον μυελό. Η μεταμόσχευση μυελού είναι 
το μόνο αποτελεσματικό θεραπευτικό μέτρο, αλλά εφαρμόζεται σε νέους
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ασθενείς με HLA-συμβστούς δότες. Στην προσπάθεια μείωσης τιυν κυττα- 
ροπενιών των ΜΔΣ αιμοποιητικοί παράγοντες όπΐι»ς GM-CSF, G-CSF, γ- 

HuEpo, IL-3, IL-6 μόνοι τους ή σε συνδυασμό απετέλεσαν πεδία έρευνας.
Μετά το 1990 αρκετοί συγγραφείς περιέγραφαν τα αποτελέσματα της 

κλινικής χρήσης της ανασυνδυασμένης ανθριόπινης Ερυθροποιητίνης για 
την θεραπεία της αναιμίας των ΜΔΣ και αναμφίβολα υπάρχουν ασθενείς 
που δείχνουν τόσο καλή ανταπόκριση, όσο και καλή ανοχή στην θεραπεία, 
αλλά η συνολική συχνότητα ανταπόκρισης είναι χαμηλή (15-30%).

Η χρήση των in vitro αιμοποιητικών συστημάτων καλλιεργεκυν μας έ
χει εφοδιάσει με μεθόδους για την ανάλυση των αιμοποιητικών αρχέγονων 
και προγονικιόν κυτταρικών διαμερισμάτων, καθώς και των χυμικών πα
ραγόντων που είναι υπεύθυνοι για την ρύθμισψ του πολλαπλασιασμού και 
της διαφοροποίησής τους.

Σκοπός της παρούσης εργασίας ήταν: α) Η μελέτη της ερυθροποίησης 
ασθενιόν με ΜΔΣ σε καλλιέργειες βραχείας διάρκειας (ημίρρευστες καλ
λιέργειες) υπό την επίδραση διαφόρων συγκεντρώσεων ανθριόπινης ανα
συνδυασμένης Ερυθροποιητίνης (rh-Epo) και η συσχέτιση της ανάπτυξης 
ερυθροκυτταρικών αποικιών με παραμέτρους όπως το φύλο και η αιμο
σφαιρίνη του ασθενούς, η συγκέντρωση της rh-Epo και ο κατά FAB υπό- 
τυπος.

β) Η διερεύνηση της in vivo ανταπόκρισης στην θεραπεία με rh-Epo 
των ασθενιόν με ΜΔΣ και της συσχέτισης της με την in vitro ανάπτυξη α
ποικιών ερυθρός σειράς, στα πλαίσια της προσπάθειας ανεύρεσης προ
γνωστικών δεικτιόν ανταπόκρισης στην θεραπεία με Ερυθροποιητίνη.

Η μελέτη χωρίζεται σε δύο μέρη, γενικό και ειδικό.
Στο γενικό μέρος περιγράφονται τα Μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα: ι

στορική αναδρομή, ταξινόμηση, παθογένεση, κλινικές εκδηλώσεις, διά
γνωση, κλινικές ποικιλίες, πρόγνωση, θεραπεία. Στην συνέχεια αναλύεται 
η φυσιολογική αιμοποίηση και οι μέθοδοι καλλιεργειών. Τέλος περιγρά- 
φεται η ερυθροποιητίνη, η σύνθεση της, η παραγιυγή της, ο ρόλος της στην 
ερυθροποίηση, ο υποδοχέας της και οι οδοί μεταβίβασης των μηνυμάτων, 
καθώς και η φαρμακοκινητική και χρήση της ανασυνδυασμένης ανθρώπι
νης ερυθροποιητίνης.

Στο ειδικό μέρος περιγράφονται ο σκοπός, το υλικό, οι μέθοδοι και 
τα αποτελέσματα της έρευνας. Ακολουθεί συζήτηση των ευρημάτων και η 
συσχέτισή τους με τα βιβλιογραφικά δεδομένα, τα συμπεράσματα και η 
περίληψη της εργασίας.
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Η εργασία αυτή άρχισε στο Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων 
και συνεχίστηκε και ολοκληριόΟηκε στο Αιματολογικό Εργαστήριο της Β' 
Πανεπιστημιακής Παθολογικής Κλινικής του Ιπποκρατείου Νοσοκομείου 
Θεσσαλονίκης.

Επιθυμώ να αναφερΟιό σε όλους όσους μου παραστάΟηκαν ιπην υλο
ποίηση αυτής της μελέτης.

Αισθάνομαι την υποχρέωση να ευχαριστήσω θερμά τον Καθηγητή 
Παθολογίας-Αιματολογίας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων κ. Κωνσταντίνο 
Μπουραντά, κύριο επιβλέποντα της διατριβής μου, για την ανάθεση του 
ενδιαφέροντος αυτού θέματος, την συνεχή παρότρυνση και ενθάρρυνση 
για την συνέχιση και ολοκλήρωσή του, την λεπτομερή καθοδήγηση για την 
εκτέλεσή του, καθώς και για την κριτική ανάλυση των αποτελεσμάτων.

Επιθυμώ επίσης να ευχαριστήσω την Επίκουρη ΚαΟηγήτρια Παθολο- 
γίας-Αιματολογίας της Β' Πανεπιστημιακής Παθολογικής Κλινικής του Ιπ- 
ποκρατείου Νοσοκομείου Θεσσαλονίκης κ. Ελισάβετ Ιιοαννίδου-Παπα- 
γιαννάκη, μέλος της τριμελούς επιτροπής, η οποία με δίδαξε όλες τις με
θόδους των κυτταρικών καλλιεργειών και στάθηκε δίπλα μου σ’ όλη την 
διάρκεια της μελέτης, ενθαρρύνοντάς με και δίνοντας λύσεις σε όλες τις 
δύσκολες φάσεις της διεξαγωγής της.

Ευχάριστο) θερμά την Αναπληριότρια ΚαΟηγήτρια της Παθολογικής 
Ανατομίας του Πανεπιστημίου Ιυ>αννίνο>ν κ. Βασιλική Μαλάμου-Μήτση, 
μέλος της τριμελούς επιτροπής, για την ηθική συμπαράσταση και ουσια
στική βοήθεια στην ολοκλήροκτη αυτής της μελέτης.

Τον Αναπληρωτή Καθηγητή Αιματολογίας της Β' Πανεπιστημιακής 
Παθολογικής Κλινικής του Ιπποκρατείου Νοσοκομείου Θεσσαλονίκης κ. 
Ιωάννη Κλωνιζάκη ευχάριστο) για την αμέριστη συμπαράσταση και το ι
διαίτερο ενδιαφέρον του για την πορεία της εργασίας αυτής.
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Μ Υ Ε Λ Ο Δ Υ Σ Π Λ Α Σ Τ ΙΚ Α  Σ Υ Ν Δ Ρ Ο Μ Α

Ο ρισμός

Τα Μυελοδυσπλαστικά Σύνδρομα (ΜΔΣ) αποτελούν ομάδα κλωνί· 
κών αιματολογικιόν νοσημάτων που χαρακτηρίζονται από κυτταροπενίες, 
ανεπιτυχή αιμοποίηση, υπερκυτταρικό μυελό και αυξημένο κίνδυνο εξέλι
ξης προς οξεία μυελοβλαστική λευχαιμία (ΟΜΛ). Διακρίνονται σε πρωτο
γενή άγνωστης αιτιολογίας και δευτερογενή που είναι αποτέλεσμα έκθε
σης σε ακτινοβολία και σε κυτταροτοξικά φάρμακα, κυρίως αλκυλιωτικούς 
παράγοντες.

Ιστορία

Το 1949 ο Hamilton-Pattcrson1 περιέγραψε τρία περιστατικά ασθε- 
νών με οξεία λευχαιμία στους οποίους είχε προηγηθεί μία φάση αναιμίας 
("προλευχαιμική αναιμία"). Ακολούθησε το 1953 μία ανακοίνωση του 
Block και συν.2 που αφορούσε μία μεγαλύτερη ομάδα 12 ασθενών με κυτ
ταροπενία, 11 από τους οποίους ανέπτυξαν οξεία λευχαιμία, μετά από μία 
προλευχαιμική φάση που διήρκεσε μέχρι και 27 μήνες. Κατά τις επόμενες 
τρεις δεκαετίες πολλοί όροι χρησιμοποιήθηκαν για την περιγραφή των 
συνδρόμων της παραγωγικής αιμοποιητικής ανεπάρκειας, που συχνά κα
τέληγαν σε οξεία Μυελοβλαστική λευχαιμία (ΟΜΛ), όπως ανθεκτική α
ναιμία, προλευχαιμία, ολιγοβλασιική λευχαιμία, "έρπουσα" (smouldering) 
οξεία λευχαιμία, ανθεκτική δυσμυελοποιητική λευχαιμία, μυελοδυσπλα
στικά σύνδρομα και αιμοποιητική δυσπ/ασία3. Οι ασθενείς συνήθως πα
ρουσίαζαν αναιμία και δυσπλαστικές μορφολογικές ανωμαλίες των κυττά
ρων περισσοτέρων της μιάς σειράς. .

Το 1975 μία ομάδα Γάλ^-Αμερικανών-Βρετανιόν ερευνητών [Frcnch- 
American-British (FAB)]4 κατά την αρχική συζήτησή τους για την μορφο- 
λογική ταξινόμηση των οξειών λευχαιμιών, αναγνιυρισαν ότι δεν εξελίσ

21
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σονταν σε οξεία λευχαιμία όλοι οι ασθενείς με κυτταροπενίες και δυσπλα
στικά χαρακτηριστικά τ<ον κυττάρων του περιφερικού αίματος και του 
μυελού. Έτσι διαχώρισαν από την ομάδα των οξειών λευχαιμιιύν, μία άλλη 
ομάδα νοσημάτιον, που είχαν βέβαια μερικά από τα χαρακτηριστικά της 
ΟΜΛ, όμως η πορεία τους ήταν υποξεία ή χρόνια. Έτσι οι ερευνητε'ς της 
FAB ε'δωσαν την ονομασία δυσμυελοποιητικά ή μυελοδυσπλαστικά σύν
δρομα σ’ αυτήν την ομάδα νοσημάτων, που αρχικά περιελάμβανε δύο κα
τηγορίες: την χρόνια μυελομονοκυτταρική λευχαιμία και την ανθεκτική α
ναιμία με περίσσεια βλαστιόν (RAEB).

Ο μ ά δες Μ υελοδυσπλαστικώ ν συνδρόμων

Το 1980 η συνεργατική ομάδα των Γάλλων- Αμερικανών- Βρεττανών 
ερευνητών (FAB) ανασκόπησε μεγαλύτερο αριθμό περιστατικών και κα
τέταξε τα ΜΔΣ σε πέντε ομάδες με βάση τα μορφολογικά κριτήρια, όπως 
περιγράφονται παρακάτω5.
1. Ανθεκτική αναιμία (Refractory anaemia, RA).
2. Ανθεκτική αναιμία με δακτυλιοειδείς σιδηροβλάστες (Refractory 

anaemia with ringed sideroblasts, RARS)
3. Ανθεκτική αναιμία με περίσσεια βλαστιόν (Refractory anaemia with 

excess of blasts, RAEB).
4. Χρόνια μυελομονοκυτταρική λευχαιμία (Chronic myelomonocytic leu

kemia, CMML)
5. Ανθεκτική αναιμία με περίσσεια βλαστών σε μετατροπή (Refractory 

anaemia with excess of blasts in transformation, RAEB-T).
Τα χαρακτηριστικά κάθε ομάδας παρουσιάζονται αναλυτικά στον 

Πίνακα l5,ft.
Το 1997 η Παγκόσμια Οργάνωση Υγείας (World Health Organiza

tion, WHO) ανακοίνωσε προτάσεις για την ταξινόμηση των ΜΔΣ, που ί
σως σε μερικά χρόνια αντικαταστήσουν την FAB ταξινόμηση7. Σύμφωνα 
με την WHO ταξινόμηση η ομάδα RAEB-T καταργήθηκε και οι ασθενείς 
με >20% βλάστες θεωρήθηκαν ότι πάσχουν από οξεία μυελοβλαστική 
λευχαιμία (ΟΜΛ). Ανθεκτική αναιμία (RA) και ανθεκτική αναιμία με δα
κτυλιοειδείς σιδηροβλάστες (RARS) είναι όροι που χρησιμοποιούνται μό
νο για δυσπλασία μιάς σειράς. Περιπτώσεις με δυσπλαστικά χαρακτηρι
στικά δύο ή περισσοτέρων σειρών αναφέρονται σαν ανθεκτικές κυτταρο
πενίες (Refractory Cytopenia with Multilineage Dysplasia, RCMD). Υπήρ
ξε διαφωνία όσον αφορά την CMML. Οι παθολογοανατόμοι της ομάδος
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Πίνακας 1. Ταξινόμηση FAD

Υπότυπος Π εριφερικό αίμα Μ υελός των οστών

Ανθεκτική αναιμία 

(RA)

αναιμία, βλάστες <1%, 

μονοκύτταρα < lxlO'Tl

ΚΑΙ βλάστες < 5% , δακτυλιοειδείς 
σιδηροβλάστες <15% τιυν 
ερυθροβλαστών

Ανθεκτική αναιμία με 

δακτυλιοειδείς 
σιδηροβλάστες (RARS)

αναιμία, βλάστες <1% 

μονοκύτταρα < lxlO'Tl
ΚΑΙ βλάστες < 5% , δακτυλιοειδείς 

σιδηροβ)^άστες >  15% των 
ερυθροβλαστών

Ανθεκτική αναιμία με 
περίσσεια βλαστών 
(RAEB)

αναιμία, 
μονοκύτταρα < 

lxlO'Tl

βλάστες > 1% ' 

βλάστες< 5%
Έ
ΚΑΙ

βλάστες > 5 %  . 
βλάστες £  20%

Χρόνια
μυελομονοκυτταρική

λευχαιμία
(CMML)

μονοκύταρα> 1x10υ/1 
κοκκιοκύταρα συχνά αυξημένα, 

βλάστες <5%

βλάστες μέχρι 20% 

προμονοκύταρα συχνά 

αυξημένα

Ανθεκτική αναιμία με 

περίσσεια βλαστών σε 
μετατροπή 

(RAEB-T)

βλάστες > 5%  / Η Ραβδία  A uer 

στούς βλάστες 
αίματος ή 

μυελού

Ή  βλάστες >20%  ΑΛΛΑ 

βλάστες <30%

πρότειναν μία νέα κατηγορία Μυελοδυσπλασακών/ Μυελοπαραγο)γικο5ν 
νοσημάτιον, που θα περιλάβει την CMML, την νεανική μυελομο νοκυτταρι- 
κή λευχαιμία (JMML) και την άτυπη χρόνια μυελογενη λευχαιμία (aCML). 
Ορισμένες μορφές οξεκύν λευχαιμιών διέρχονται μία ολιγοβλαστική φά
ση, με στοιχεία δυσπλασίας της κοκκιώδους σειράς. Έχουν χαρακτηριστι
κές χρωμοσωμικές μεταθέσεις: t(8;21), t(15;17), invl6 και ανωμαλίες του 
llq23. Αυτές οι περιπτώσεις δεν πρέπει να χαρακτηριστούν σαν ΜΔΣ, αλ
λά σαν ξεχωριστές οντότητες, ποικιλίες της ΟΜΛ. Διακριτη οντότητα απο
τελεί και το 5q- σύνδρομο και ταξινομείται σαν ποικιλία το)ν ΜΔΣ. Ανα- 
γνο^ρίζεται ότι μερικές περιπτώσεις δεν ταιριάζουν σε καμία ομάδα και 
θεωρούνται σαν ΜΔΣ αταξινόμητα. Ορισμένες μορφές ΟΜΛ αναγνωρί
ζονται ότι προέρχονται από ΜΔΣ, και αυτό πρέπει να δηλώνεται. Επίσης η 
ομάδα RAEB χωρίζεται σε RAEB I με 5-9% βλάστες και RAEB II με 10- 
19% βλάστες. 7Λ
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Π αθογένεση μυελοδυσπλαστικώ ν συνδρόμων

Είναι γνωστό από 20ετίας ότι τα Μ Δ Σ  αποτελούν μία ετερογενή ομά
δα αιμοποιητικιόν διαταραχών. οι οποίες χαρακτηρίζονται από μονοκλω- 
νικότητα και μυελική ανεπάρκεια. Ο  μονοκλωνικός χαρακτήρας των Μ Δ Σ  
είναι υπεύθυνος για  τον αυξημένο κίνδυνο μετατροπής σε λευχαιμία. Η  

μυελική ανεπάρκεια, η οποία οφείλεται τόσο σε διαταραχή του πολλαπλα
σιασμού και της διαφοροποίηιτης όσο και σε μειωμένη επιβίωση των προ- 
γονικιόν αιμοποιητικών κυττάρων, έχει σαν αποτέλεσμα κυτταροπενία στο 
περιφερικό αίμα. Τ α  τελευταία χρόνια έχει γίνει σημαντική πρόοδος στην 
διερεύνηση των παΟογενετικιόν μηχανισμιόν που οδηγούν στην μονοκλω- 
νικότητα, στην νεοπλασματική εξέλιξη και στην μυελική ανεπάρκεια των 
ΜΔΣ". *

Μ ο νοκλωνικόημα των ΜΔΣ
Η  μονοκλωνική φύση των Μ Δ Σ  έχει πλήρως αποδειχθεί με την κυτ

ταρογενετική, την μελέτη αδρανοποίησης του X  χριομοσιόματος κα ι με τις 
μοριακές μεθόδους ανίχνευσης των μεταλλάξεων των ογκογονιδίων και 
των κατασταλτικοΛ' των όγκων γονιδίων.

Κχ χτταρογε νετι κή
Μ η τυχαίες καρυοτυπικές ανωμαλίες έχουν βρεθεί στο 50-70% τιον 

ασΟενιυν με πρωτογενή Μ Δ Σ  (π -Μ Δ Σ) και στο 90% ή και περισσότερο 

αυτιόν με δευτερογενή Μ Δ Σ  (δ -Μ Δ Σ )>. Αυτές οι ανωμαλίες ποικίλουν από 
μονήρεις αριθμητικές ή δομικές μεταβολές έιος σύνθετες βλάβες του γονι- 
διιυματος, που αφορούν τουλάχιστον 3 διαφορετικά χριυμοσιόματα. Ο ι μο
νήρεις χρωμοσωμικές ανωμαλίες παρατηρούνται συχνότερα στα π-ΜΔΣ  
κα ι στα αρχικά στάδια της νόσου, ενιο οι σύνθετες ανιχνεύονται συνηθέ- 
στερα στα δ -Μ Δ Σ και κατά την εξέλιξη της νόσου10.

Σ ε  αντίθεση με την πρωτοπαθή Ο Μ Α , όπου οι συχνότερα παρατη
ρούμενες χρωμοσωμικές ανωμαλίες είναι οι ισορροπημένες μεταθέσεις 
τμημάτιον χριυμοσιυμάτιυν, στα Μ Δ Σ  η έλλειψη τμήματος ή ολόκληρου 

χριομοσιόματος είναι οι συχνότερες μεταβολές. Η  μερική ή ολική έλλειψη 
χριομοσιόματος αφορά συνηθέστερα τα χριομοσώματα 5 [del(5q), -5], 7 
[del(7q), -7], 20 [dei(20q)], 11 [d c l(llq )], 12 [del(12p)]( 13 [del(13q)] και 17 
[dcl(17p)]. Άλλες καρυοτυπικές ανωμαλίες που συχνά απαντούν στα Μ Δ Σ  
είναι η ύπαρξη επιπλέον χρωμοσιομάτιον (+ 8 , +5 , +6 , +13, +21), αλλά 
κα ι αμοιβαίες μεταθέσεις μεταξύ των χρωμοσωμάτων 3, 5, 6, 8, 11, 12, 16 
κ α ι2 ΐ" .
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Η συχνότητα το)ν χρωμοσωμικών ανωμαλιο)ν και το)ν ιδιαίτεροί ελ- 
λειμάτων, που παρατηρούνται στα ΜΔΣ, σχετίζεται με την αστάθεια του 
γενετικού υλικού, η οποία προκαλείται από την συσσο3ρευση γενετικοιν 
βλαβο)ν και/ ή από την αδυναμία του αιμοποιητικού κυττάρου να επιδιορ- 
θοχιειτην βλάβη του DNA12. Απόδειξη της γονιδιακής βλάβης από εξο>γε- 
νείς παράγοντες αποτελούν οι χρωμοσο>μικές μεταβολές, συμπεριλαμβα
νομένου και το)ν σύνθετοί ανο)μαλιο')ν και ελλειμμάτο)ν όλου ή τμήματος 
το)ν χρο)μοσο)μάτο)ν 5 και 7, που παρατηρούνται σε ασθενείς με ΜΔΣ μετά 
από έκθεση σε τοξικούς παράγοντες, όπο)ς η ακτινοβολία και το βενζόλιο 
ή μετά από θεραπεία με χημειοθεραπευτικούς παράγοντες που προκαλούν 
βλάβη του DNA13.

Οι καρυοτυπικές ανοψαλίες αποτελούν ειδικούς δείκτες της νόσου, 
έχουν προγνωστική αξία, δίνουν πληροφορίες για την συμμετοχή το)ν προ
γονικών κυττάρου και βοηθούν στην αποκάλυψη το)ν μοριακών μηχανι
σμών που οδηγούν στην μυελική ανεπάρκεια και στην εξέλιξη προς οξεία 
λευχαιμία.

Λόγο) της προγνο)στικής του αξίας ο καρυότυπος έχει συμπεριληφθεί 
στο Διεθνές προγνο)στικό Scoring σύστημα [International Prognostic 
Scoring System (IPSS)] και φαίνεται να έχει μεγάλη-σημασία τόσο για την 
επιβίο)ση, όσο και για την εξέλιξη σε οξεία λευχαιμία14.

Όσον αφορά την προσβολή το)ν προγονικοί κυττάρο/ν η κυτταρογε
νετική ανάλυση έδειξε ότι οι κλοηακές μεταλλάξεις το)ν ΜΔΣ αφορούν το 
ώριμο μυελο-μονοκυτταρικό τμήμα και όχι το λεμφικό τμήμα, με εξαίρεση 
λίγες αναφορές σε κλθ)νικά Β-λεμφοκύτταρα15,16. Αυτό δείχνει ότι οι κυτ
ταρογενετικές μεταλλάξεις συμβαίνουν σε ένα μυελικό προγονικό κύττα
ρο, ή σε ένα προγονικό κύτταρο κοινό της μυελικής και της Β-λεμφοκυττα- 
ρικής σειράς. Η άμεση κυτταρογενετική ανάλυση στο επίπεδο το)ν προγο
νικοί κυττάρου οδήγησε σε ετερογενή αποτελέσματα. Μερικοί ερευνητές 
δεν βρήκαν τις κυτταρογενετικές μεταλλάξεις στα λεμφικά ή μυελικά 
CD34+ προγονικά κύτταρα, ενο) άλλοι βρήκαν τόσο τις προπογενείς όσο 
και τις επιπρόσθετες χρο)μοσο)μικές ανο)μαλίες στο επίπεδο το)ν άθ)ρο>ν 
CD34+lin- προγονικοί κυττάρου17.

Σημαντικές πληροφορίες προέκυψαν επίσης από την συσχέτιση το)ν 
κυτταρογενετικ6)ν ευρημάτο)ν με την μοριακή ανάλυση, που έγινε με σκο
πό να διευκρινισθεί με πομ> τρόπο η διαταραχή της φυσιολογικής δομής 
και λειτουργίας xoyv γονιδίώΟ που εμπλέκονται στις μεταλλάξεις το)ν ΜΔΣ, 
επηρεάζουν την επιβίθ)ση, τον πολλαπλασιασμό και την διαφοροποίηση
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τιυν προγονικών κυττάρων. Ο ι πιο σημαντικές γνιυστές χριυμοσιυμικές πε
ριοχές και τα αντίστοιχα γονίδια που εμπλέκονται στην παΟογένεση τιυν 
Μ Δ Σ  αναφέρονται παρακάτω.

Τ α  ελλείμματα του μακρού σκέλους του χρωμοσιόματος 5 (dcl(5q)] 
είναι η πιο συχνή κυτταρογενετική ανωμαλία που απαντά ιπα Μ Δ Σ (ΙΟ 
Ι 5%  των π -Μ ΔΣ και 50% των δ -Μ Δ Σ ), γ ι’ αυτό και έγινε μεγάλη προσπά
θεια  για να καθοριστεί η μοριακή δομή και λειτουργία της περιοχής αυτής. 
Έ τσ ι το έλλειμα εντοπίστηκε στη περιοχή 5q31-5q33, η οποία περιέχει γο
νίδια πολλιυν κυτταροκινών (G M -C S F, IL-4, IL-5, IL -9), το γονίδιο FMS  
που κωδικωποιεί τον M -CSF υποδοχέα καθώς και δύο γονίδια IRF1 
(Interferon regulatory factor 1) και EGR1 (κωδικοποιεί την GTP-asc ε- 
νεργοποιό πρωτεΐνη για το γονίδιο p21ras), που αφορούν την μεταφορά 
του μηνύματος και την ρύθμιση της αποκιυδικοποίησης1* ,g·2'1. Τ α  ελλείμμα
τα του χρωμοσιόματος 7 σχετίζονται με την έκφραση της Ρ Ι70  M D R  γλυ
κοπρωτεΐνης, ενιό η περιοχή 7q22 πιθανά περιέχει γονίδια που αφορούν 
την διορθωτή] του D N A 21. Μεταλλαγμένα γονίδια στην περιοχή 12ρ13 α
φορούν την ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και περιλαμβάνουν τον ανα
στολέα της κινάσης τον εξαρτιόμενο από κυκλίνη (C D K I)  ρ27, την κυκλίνη 
D 2 και το ΕδΤ-σχετιζιήιενο γονίδιο T E L / E T V 622. Ο ι μεταθέσεις του γονι
δίου M L L  του 1 lq23 στο χρωμόσιυμα 16 και η κατά ιτυνέπεια συνένιυση με 
τον ενεργοποιητή της αποκωδικοποίησης CBP [t(lI;16 )(q 23 ;p l3 .3 )]2'\ κα
θώς και η συνένωση του A M L-1 γονιδίου της περιοχής 21q22 με περιοχή 
επί του χρωμοσώματος 3 (t(3;21)] απαντούν μόνο στα δ -Μ Δ Σ 24. Τ α  ε ν ε ί 
ματα του βραχέος σκέλους του χρωμοσιόματος 17 (το 17ρ- σύνδρομο) α
ντιπροσωπεύουν ειδική ομάδα τιυν Μ Δ Σ , με ιδιαίτερες ανωμαλίες στην 
κοκκιοκυτταρική σειρά και συχνή απώλεια του ρ53 κατασταλτικού των ό
γκων γονιδίου25.

Αδρανοποι'ηση του Xχρωμοοοψατος στα ΜΔΣ
Από την αρχική αναφορά από τον Prchal το 197826 έως σήμερα, μελέ

τες κλωνικότητας με την μέθοδο αδρανοποίησης του X  χριυμοσώματος, 
κατ’ αναλογία με τα κυτταρογενετικά ευρήματα, αδιαμφισβήτητα απέδει
ξαν την μονοκλωνική φύση τιυν κυττάρων της μυελικής σειράς, τιυν ερυ- 
θροκυττάρων κα ι των αιμοπεταλίιυν στην πλειονότητα τιυν ασθενών με 
Μ Δ Σ . Μ ε  την ίδια τεχνική όμιος η μονοκλωνική φύση των Τ-λεμφοκυττά- 
ρων είναι αμφισβητούμενη, γιατί βρέθηκαν τόσο μονοκλιυνικά όσο και πο- 
λυκλωνικά λεμφικά κύτταρα . Αυτό μπορεί να εξηγηθεί με δύο τρόπους.
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Πρώτον η μονοκλωνικότητα των λεμηκτκυττάρων μι; την μέθοδο της αδρα- 
νοποίησης μπορεί vet οφείλεται σε ιδιοσυστατική ή επίκτητη εκτροπή 
(skewing). Δεύτερον υπάρχει η πιθανότητα λόγω της μακρεις τους επιβίω- 
σης τα πολυκλωνικά Ύ-λεμησκύτταρα να αποτελούν μέρος του πληθυσμού 
που δημιουργήΟηκε πριν από την κλωνική μετάλλαξη ενός άωρου προγο
νικού κυττάρου. Λυτά δείχνει ακόμη άτι οι κυτιαρογενετικές μΓτ«*Χλ«̂ ι“ΐς 
αντιπροσωπεύουν μία δευτερογενή κλωνική βλάβη που κατά προτίμηση 
προσβάλλει την μυελική σειρά και αφήνει ανι'παφη την λεμφική σειρά. 
ΠαρακολούΟηΐτη της κλωνικότητας των λεμφοκυττάρων «ττους ασθενείς με 
ΜΔΣ είναι απαραίτητη για την επιβεβαίωση ή απόρριψη της θεωρίας αυ· 
τής. Με την χρήση του πολυμορφισμοί! ιττο  HUMARA γονίδιο αποδείχθη
κε ότι σε ασθενείς με υψηλού κινδύνου ΜΔΣ τα άωρα COM+38- και τα 
δεσμευμένα CD34+38+ προγονικά κύτταρα ήταν κλωνικά μεταλλαγμέ
να".

Άλλι,ς μομιακι'ς αλλοίωσης στα ΜΔΣ
Μεταλλάξεις ιττα ογκογονίδια N-RAS και K-KAS έχουν αναφερΟεί 

στο 30-40% όλων των κατά FAU υποτύπων των ΜΔΣ1*. Οι μεταλλάξεις του 
RAS έχουν βρεθεί σε άωρα και δεσμευμένα προγονικά κύτταρα, ιδιαίτερα 
στην CMML και συνδέονται με αυξημένο κίνδυνο λευχαιμικής μετατρο
πής. Επί πλέον μεταλλάξεις του ρ53 γονιδίου ανευρίσκονται σε ποσοστό 0- 
23% και σχετίζονται με εξέλιξη της νόσου και κακή πρόγνωση. Ο ρόλος 
της αυξημένης έκφρασης του γονιδίου του όγκου του Wilms (WTI), που 
αποτελεί ρυθμιστή της παραγωγής των αιμοποιητικών κυττάρων στα ΜΔΣ 
προχωρημένου σταδίου, χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση",

Περιληπτικά τα δεδομένα αυτά της κλωνικότητας επιβεβαιώνουν ότι 
η αθροιστική βλάβη του γενετικού υλικού των αρχέγονων αιμοποιητικών 
προγονικών κυττάρων είναι ένα από τα κλειδιά ρυθμιστές του φαινότυπου 
και της πορείας της νόσου ιττα ΜΔΣ, Πρώιμα κλωνικά γεγονότα δίνουν 
πλεονέκτημα ανάπτυξης σε ένα προ·κακάη()ες προγονικό κύτταρο και α
κολουθούνται από συσσώρευση άλλων μεταλλάξεων που προκαλούν την 
λευχαιμική μετατροπή. Ενιό η συνολική βλάβη του γενετικού υλικού μάλ
λον υποεκτιμάται, το κριτικό μέγεθος της γονιόιακής βλάβης που είναι α
παραίτητη για μσνοκλωνικό πολλαπλασιασμό καθώς και οι. ρυθμιστές της 
μετατροπής δεν έχουν ακόμη πλήρως κατανοηΟεί. Νευ'ιτερες τεχνικές κα
θορισμού γενετικών βλαβών όπως το πολλαπλού χρωματισμού FISH και ο 
έλεγχος του DNA, καθώς και η γνιόση του ρόλου του κάθε γονιδίου 0α μας
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επιτρέψουν στο εγγύς μέλλον να βρούμε ένα κοινό παρονομαστή στον κα
ταρράκτη της γενετικής βλάβης αυτής της ετερογενούς νόσου. Αυτό Οα ο
δηγήσει όχι μόνο στην καλύτερη κατανόηση των ΜΔΣ, αλλά και στην α
νεύρεση νέων Οεραπεκύν, βασιζόμενων στην μοριακή βιολογία

Μ υελική ανεπάρκεια στα ΜΑΣ
Εκτός από την κλωνικότητα, η αιμοποίηση στα ΜΔΣ χαρακτηρίζεται 

επίσης από διαταραχή του πολλαπλασιασμού και της διαφοροποίησης τοτν 
προγονικών κυττάρων και από μειωμένη κυτταρική επιβίωση.

Η αιμοποίηση βρίσκεται σε ιπενή σχέση με το μικροπεριβάλλον, που 
αποτελείται από κυτταρικά στοιχεία, το εξωκυττάριο στρώμα και τις αυτο- 
κρινιυς και παρακρινιί>ς δροκτες κυτταροκίνες. Εκτός από την ιπηρικτική 
λειτουργία το μικροπεριβάλλον του στριόματος^υΟμίζει επιπλέον την ανά
πτυξη και επιβίωση των προγονικιόν κυττάρων. Στα ΜΔΣ δυολειτουργούν 
τόσο τα προγονικά κύτταρα όσο και το στριόμα του μικροπεριβάλλοντος.

Αψοποιητικά προγονικά κύτταρα
Από δεκαετίας περίπου έχει αποδειχΟεί ότι η αιμοποίηση στα ΜΔΣ 

συνδέεται με αυξημένη ενδομυελική απόπτοκτη. Παρατηρείται σε όλους 
τους κατά FAB υπότυπους των ΜΔΣ και αφορά την μυελική, ερυθρά και 
μεγακαρυοκυτταρική σειρά με συχνότητες μεταξύ \1%Μ' και 50%31. Οι πε
ρισσότεροι ερευνητές συμφωνούν ότι οι υψηλότεροι ρυθμοί απόπτιοσης 
παρατηρούνται στις RA, RARS και RAEB, ενιό παρατηρείται μία προο
δευτική μείωση της απόπτιοσης καΟιός η νόσος εξελίσσεται προς RAEB-T 
και δ-ΟΜΛ12. Δεν βρέθηκε καμία σχέση μεταξύ του ρυθμού απόπτωσης 
και των κυτταρογενετικιόν ευρημάτων ή της μονοκλωνικότητας.

Η αυξημένη απόπτοκτη μπορεί να οφείλεται στην αύξηση των κυττα- 
ροκινιόν που προάγουν την απόπτωση ή/ και στην μείωση των κυτταροκι- 
νιύν που προάγουν την επιβίοκτη, στην ενεργοποίηση του Fas-FasL συστή
ματος31 και στην ενδογενή δυσλειτουργία του κυτταρικού κύκλου.

Αρκετοί συγγραφείς έχουν αναφέρει αυξημένα επίπεδα του παράγο
ντα νέκρωσης του όγκου (Tumor necrosis factor-α, TNF-α) στον ορό και 
στον μυελό στους ασθενείς με ΜΔΣ14. Τα επίπεδα του TNF-α και της ι- 
ντερλευκίνης-ΐβ (Intcrleukin-ΐβ, IL-Ιβ) σχετίζονται με τον βαθμό της α
πόπτωσης και ο TNF-a μπορεί να προκαλέσει απόπτωση μέσω οξείδωσης 
του DNA και των πρωτεϊναίν15.

Επιπλέον τα κυτταρικά μηνύματα επιβίωσης είναι συχνά ελαττωμένα 
στα ΜΔΣ, όπως αποδεικνύεται από τα ελαττωμένα επίπεδα κυτταροκινών
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στον ορό36 και στον μυελό37. Αυτό οδηγεί τον κυτταρικό κύκλο προς τον 
προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο. Τα ανοπέρω in vitro ευρήματα επι- 
βεβαούνονται από τα in vivo ευρήματα της θεραπείας ΜΔΣ με ανασταλτές 
του TNF-α και με κυτταροκίνες όπως ο παράγοντας που διεγείρει τον 
σχηματισμό αποικούν από κοκκιοκύτταρα (Granulocyte-Colony Stimulat
ing Factor, G-CSF) και η ερυθροποιητίνη και την κατά συνέπεια μείωση 
της απόπτωσης στους ανταποκρινόμενους ασθενείς. ,

Η προπεΐνη Fas (ή CD95) είναι μία 45kD μεμβρανική προπεΐνη που 
προκαλεί απόπτιοση όταν συνδεθεί με το φυσιολογικό της σύνδεσμο Fas 
Ligand (FasL). Οι κυτταροκίνες TNF-α και IFN-γ αυξάνουν την δράση 
της. Η έκφραση του Fas στα ΜΔΣ βρέθηκε αυξημένη σε ποικίλα κύτταρα 
του μυελού, όπως στα CD34+ προγονικά κύτταρα, στους ερυθροβλάστες 
και στα κύτταρα της μυελικής σειράς. Παρόλο που η προπεΐνη Fas είναι έ
νας σημαντικός διεγέρτης της απόπτωσης, δεν βρέθηκε καμία συσχέτιση 
μεταξύ αυτής και το)ν κατά FAB υποτύπων το)ν ΜΔΣ ή του ρυθμού της α
πόπτωσης38.

To FasL εκφράζεται στους ίδιους πληθυσμούς με το Fas συμπεριλαμ
βανομένου και το)ν CD68+ μακροφάγο)ν~ Η λειτουργικότητα του συστή
ματος Fas στα ΜΔΣ αποδείχθηκε με την χρήση διεγερτικοί και ανταγοπα- 
στικών συνδέσμου. Οι προποι προκαλούν μείωση και οι δεύτεροι αύξηση 
το)ν αποικούν σε ημίρρευστες καλλιέργειες.

Η ενεργοποίηση του Fas προκαλεί εντός του κυττάρου ενεργοποίηση 
πυν προπεασάΐν της κυστεΐνης (κασπάσες), οι οποίες είναι υπεύθυνες για 
την προπεολυτική διάσπαση κατά την απόπτοκτη39'40. Προσθήκη αναστο- 
λέοτν το)ν κασπασο')ν σε ημίρρευστες καλλιέργειες κυττάροτν μυελού τοτν 
οσκυν από ασθενείς με ΜΔΣ είχε σαν αποτέλεσμα σημαντική αύξηση του 
αριθμού το)ν αποικούν της ερυθράς και της μυελικής σειράς.

Άλλα γονίδια σχετιζόμενα με την απόπποση που έχουν μελετηθεί στα 
ΜΔΣ είναι η ομάδα το)ν Bcl-2 γονιδίων. Προημα ΜΔΣ (RA, RARS) πα
ρουσιάζουν μία αύξηση στην σχέση των προ-αποπτοπικίύν (Bax, Bad) ένα
ντι των αντι-αποπτοπικιύν (Bcl-2, Bcl-X) προπεϊνοτν41, ενο) στα ΜΔΣ προ
χωρημένου σταδίου (RAEB, RAEB-T) και κατά την εξέλιξη σε ΟΜΛ η 
σχέση αναστρέφεται λόγο) αύξησης της έκφρασης του Bcl-242.

Αιμοποιητικό μικοοπεριβάλλον
Ο ακριβής ρόλος τοϋ^ικροπεριβάλλοντος του στροψατος στην πρό

κληση απόπτωσης στα ΜΔΣ σύνδρομα είναι ακόμη άγνωστος. Η ανάπτυξη
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του στροόματος στα ΜΔΣ έχει σοβαρή βλάβη και σχετίζεται με μειωμένη ι
κανότητα να υποστηρίξει την φυσιολογική43 και την μυελοδυσπλαστική αι- 
μοποίηση44. Τα αυξημένα μακροφάγα του στροόματος είναι οι ρυθμιστές 
της παραγαιγής των προ-αποπτωτικιόν κυτταροκινοόν όπο>ς ο TNF-α, η I- 
ντερφερόνη-γ (Intcrferon-γ, IFN-γ) και ο μετατρέπων αυξητικός παράγων 
(Transforming growth factor, TGF-β)45. Δεν είναι γνιυστό αν η διαταραχή 
στην επαφή των κυττάρων του στριόματος με τα προγονικά κύτταρα των 
ΜΔΣ, μέσω μορίων προσκόλλησης (ιντεγκρίνης), σχετίζονται με την από
πτωση.

Ανεξάρτητα του μηχανισμού που οδηγεί στην απόπτοκτη, είναι γενικά 
παραδεκτό ότι ο ενδομυελικός προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος 
είναι υπεύθυνος για τις κυτταροπενίες στο περιφερικό αίμα. Είναι όμως 
ακόμη άγνωστο αν η αυξημένη απόπτωση στα ΜΔΣ σχετίζεται με την μο
ριακή παθογένεση της νόσου ή αν αυτή είναι μόνο μία συνέπεια της ανεπι
τυχούς αιμοποίησης. που προκαλείται από την γενετική βλάβη και τις αλ
λαγές του μικροπεριβάλλοντος. Ακόμη υπάρχει η πιθανότητα η αυξημένη 
απόπτοχτη να αποτελεί ένα φαινόμενο διαφυγής, που έχει στόχο την εξάλ- 
λειψη του κακοήθους κλώνου.

Συνοψίζοντας τα στοιχεία από την πρόσφατη βιβλιογραφία, φαίνεται 
ότι η παθογένεση των ΜΔΣ είναι σύνθετη και εμπλέκονται τόσο τα προγο
νικά αιμοποιητικά κύτταρα, όσο και το αιμοποιητικό μικροπεριβάλλον. Τα 
τελευταία χρόνια πολλοί ερευνητές περιέγραψαν ανωμαλίες του γονότυ- 
που και του φαινοτύπου της αιμοποίησης των ΜΔΣ. Μεγάλη πρόκληση για 
το εγγύς μέλλον αποτελεί η αποσαφήνιση αυτών των ανωμαλιών και η 
προσπάθεια σύνδεσης της γονιδιακής βλάβης με την διαταραχή της παρα- 
γωγής, διαφοροποίησης και κυτταρικής επιβίωσης. Η καλύτερη γνιόση της 
παθογένειας των ΜΔΣ θα οδηγήσει και σε καλύτερη θεραπευτική τους α
ντιμετώπιση.

Π εριγραφ ή

Τα ΜΔΣ εμφανίζονται κυρίως σε προχωρημένη ηλικία, αν και έχουν 
περιγράφει και στην παιδική ηλικία. Η μέση ηλικία εμφάνισης της νόσου 
είναι μεταξύ 60 και 75 ετών και μόνο 20% των ασθενών βρίσκονται σε η
λικία κάτω των 50 ετοόν κατά την διάγνωση της νόσου46. Η συχνότητα εμ
φάνισης της νόσου αυξάνει με την πάροδο της ηλικίας, από 5,3 ανά
100.000 μεταξύ 50 και 59 ετών, σε 15 από 60 έως 69 ετών, 49 από 70 έως 79 
ετών και 89 από 80 ετών και άνω47. Τα ΜΔΣ μέχρι πρόσφατα υποδιαγι-
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γνιόσκονταν. Τα δυο φυλά προσβάλλονται εξ (σου, με εξαίρεση το 5q- σύν
δρομο που κυρίως προσβάλλει γυναίκες και την CMML που προσβάλλει 
κυρίως άνδρες4*.

Τα συμπτώματα των ασθενών με ΜΔΣ οφείλονται <πην βλάβη και 
τοχν τριών αιμοποιητικών σειρών, με πιο σημαντική την πτώση του αιματο
κρίτη. Περίπου 50% των ασθενών δεν έχουν συμπτώματα κατά την διά
γνωση και η νόσος ανακαλύπτεται τυχαία κατά την εξέταση ρουτίνας του 
αίματος. Η αναιμία είναι το συχνότερο εύρημα και παρατηρείται στο 90% 
των ασθενών. Σπληνομεγαλία παρατηρείται στο 10-20% των ασθενών κα
τά την διάγνωση και ηπατομεγαλία στο ίδιο ποσοστό. Το μέγεθος της 
σπληνομεγαλίας και η συχνότητα εμφάνισης της είναι μεγαλύτερη σε ασ
θενείς με CMML, παρατηρούμενη στο 40% των περιπτώσεων και μπορεί 
να προκαλέσει συμπτώματα, όπως εύκολο κορεσμό, κοιλιακή δυσφορία 
και επώδυνα έμφρακτα. Η λεμφαδενοπάΟεια είναι ασυνήθης. Εκτός από 
τα συμπτώματα της αναιμίας, όπως εύκολη κόπωση και δύσπνοια προσπά
θειας, περίπου ένα τρίτο των ασθενών αναφέρουν επαναλαμβανόμενες 
λοιμοίξεις, λόγοι της διαταραχής του ανοσολογικού μηχανισμού και του 
μειωμένου αριθμού των δυσλειτουργικιόν πολυμορφοπυρήνυιν46'511. Λοιμώ
ξεις παρατηρούνται με συχνότητα ενός επεισοδίου ανά έτος, και είναι σο
βαρότερες όταν τα ουδετερόφιλα είναι κάτοι από 1.000/μΙ. Οι πυογόνες 
λοιμοιξεις είναι το πιο συχνό αίτιο θανάτου στα ΜΔΣ (64% των θανά
των)51,52. Αιμορραγικά επεισόδια που οφείλονται στην θρομβοπενία και 
στην διαταραχή της πρωτοπαθούς αιμόστασης παρατηρούνται συνήθως σε 
ασθενείς με προχοιρημένη νόσο, αν και η αιμορραγία μπορεί να αποτελέ- 
σει το προ'πο σύμπτωμα σε λιγότερες από 10% των περιπτώσεων, Συχνά τα 
ΜΔΣ σχετίζονται με διηθητικές δερματικές διαταραχές, ιδιαίτερα αυτοάνο- 
ση αγγειίτιδα51 ή οξεία ουδετεροφιλική δερμάτωση (σύνδρομο Sweet)54'55'56. 
Η διήθηση του δέρματος από μυελοβλάστες στην RAEI3-T ή από μονοκύτ
ταρα στην CMML μπορεί να δημιουργήσει την εικόνα της δερματικής λευ- 
χαιμίδος57.

Αιματολογικά ευρήματα
Η κατά FAB ταξινόμηση των ΜΔΣ στηρίζεται στις μορφολογικές 

διαταραχές τοχν κυττάρων και στην αρίθμηση τοτν βλαστών του περιφερι
κού αίματος και του μυελού τοχν οστών. Συνήθως η υποψία για την ύπαρξη 
ΜΔΣ τίθεται όταν παρατηρηθούν στο αίμα ή στον μυελό μορφολογικές 
αλλοιώσεις, που αφορούν μία ή περισσότερες σειρές.
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Δυσπλασία ερυθρής σειράς (Δνσερνθρσποίηση)

Ποιοτικές διαταραχές της ερυθρός σειράς τόσο στο μυελό, όσο και 
στο περιφερικό αίμα είναι συνήθεις στα ΜΔΣ. Παρατηρούνται νησίδες υ
περπλασίας της ερυθρός σειράς με μεγαλοβλαστοειδείς αλλοιοίσεις, που 
είναι αποτέλεσμα κλωνική; βλάβης του πολυδυνάμου αιμοποιητικού κυτ
τάρου. Οι μεγαλ,οβλαστοειδείς αλλουόσεις και η ασυγχρονία πυρήνος- 
πρωτοπλάσματος είναι συχνά όμοιες με τις παρατηρούμενες στην τροφική 
μεγαλοβλοοτική αναιμία. Η αυξημένη κυτταροβρίΟεια είναι γεωγραφικά 
ανομοιογενής και οι μεγαλοβλαστοειδείς χαρακτήρες στον ίδιο ασθενή 
κυμαίνονται από ελάχιστους έως εκσεσημασμένους. Οι ερυΟροβλάστες 
μπορεί να είναι πολυπύρηνοι, ή ο πυρήνας τους είναι τεμαχισμένος ή ανώ
μαλον σχήματος. Μονές, διπλ,ές, ή τριπλ,ές εντομές ή περισφίξεις μπορούν 
να δημιουργήσουν δυο ή περισσότερους πυρηνικούς λοβούς ποικίλου με
γέθους, συχνά συνδεδε μένους με λεπτές πυρηνικές γέφυρες. Η κυτταρο- 
πλ.ασματική χρώση είναι συχνά κηλιδιόδης, τα κυτταρικά όρια είναι συχνά 
ανώμαλα ή αδιάκριτα και οι ανομοιόμορφα χρωματισμένες περιοχές πα
ρουσιάζουν συχνά βασεόφιλη στίξη. Στο περιφερικό αίμα παρατηρούνται 
μακροκυτταρικά ερυθρά αιμοσφαίρια, βασεόφιλη στίξη, κατακερματισμέ
να ερυθρά, εμπΰρηνα ερυθρά και σε 10% των ασθενών παρατηρείται ένας 
υποπληθυσμός ακανΟοκυττάρων5*, σαν πρώιμο εμφανές μορφολογικό χα
ρακτηριστικό. Άλλες σποραδικές διαταραχές των ερυΟριόν χωρίς διαγνω
στική σημασία περιλαμβάνουν την επανεμφάνιση της αιμοσφαιρίνης F,59 
επίκτητη αιμοσφαιρίνη ΗΜ1, επίκτητη α ή β θαλασσαιμία61 ·62Λ\  αλλαγές στα
αντιγόνα επιφάνειας64 και αυτοάνοση αιμολ.υτικ.ή αναιμία65,66.

Δακτυλιοειδείς σιδηροβλάοτες: Η χριόση του μυελού για κοκκία σιδή
ρου στους ασθενείς με ανθεκτική αναιμία αποκαλύπτει σε ποσοστό 25%, 
την ύπαρξη δακτυλιοειδών σιδηροβλαστατν αναλόγυτν με αυτούς που πα
ρατηρούνται στις σιδηροβλαστικές αναιμίες. Οι δακτυλιοειδείς σιδηρο- 
βλάστες είναι εύκολα αναγνιορίσιμοι και πρέπει να πληρούν τα εξής κρι
τήρια: τα κοκκία σιδήρου πρέπει α) να είναι μεγάλα, β) να υπερβαίνουν τα 
πέντε έως έξι στον αριθμό, γ) να σχηματίζουν ένα περιπυρηνικό τόξο, που 
να εκτείνεται τουλάχιστον στο ένα τρίτο της περιφέρειας του πυρήνα67. Σε 
αντίθεση με τις μεγαλοβλαστικές αναιμίες, στις οποίες οι δακτυλιοειδείς 
σιδηροβλάστες είναι σπάνιοι, στην ανθεκτική αναιμία μπορεί να υπερβαί
νουν το 15% των ερυθροβλαστών6,<. Με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο απο
καλύφθηκε ότι ο σίδηρος εναπστίθεται στα μιτοχόνδρια, τα οποία είναι 
μεγάλα και ανώμαλα69. Η ανθεκτική αναιμία με δακτυλιοειδείς σίδηρο-
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βλάστες χαρακτηρίζεται από διπλό πληθυσμό ερυθρών αιμοσφαιρίων στην 
περιφέρεια: έναν μικρότερο αποτελούμενο από υπόχρωμα και μικροκυτ- 
ταρικά ερυθρά, που συχνά εμφανίζουν βασεόφιλη στίξη και έναν μεγαλύ
τερο από μακροκυτταρικά ερυθρά.

Δυσπλασία κοκκιώδους σειράς
Τ α  πολυμορφοπύρηνα του αίματος και του μυελού των οστών συχνά 

εμφανίζονται χωρίς ή με λίγα κοκκία, ένα χαρακτηριστικό δυσπλασίας 
που συχνά διαφεύγει ή θεωρείται αποτέλεσμα κακής χρώσης (artifact). 
Στον μυελό τα προγονικά τους μυελοκύτταρα στερούνται επίσης των δευ
τερογενών κοκκίων, ενώ στην περιφέρεια των κυττάρων σχηματίζεται πυ- 

. κνός βασεόφιλος δακτύλιος από άφθονα κυτταροπλασματικά ριβοσιυματα. 
Τα  προμυελοκύτταρα άλλοτε στερούνται πρωτογενών κοκκίων, ενώ άλλο
τε περιέχουν ανώμαλα και μεγάλα κοκκία που έχουν την τάσι] να σχηματί
ζουν ένα διάστικτο δακτύλιο γύρω από τον πυρήνα. Δύο ανωμαλίες του 
πυρήνα θα πρέπει να θεωρούνται σαν προλευχαιμικά χαρακτηριστικά: η 
ψευδο-Pelger-Huet ανωμαλία (δίλοβος ή μονόλοβος πυρήνας και αυξημέ
νη συμπύκνωση της χρωματίνης του) και η ανωμαλία του διπλασιασμού 
του πυρήνα (twinning deformity). Ο συνδυασμός των ψευδο-Pclgcr με ά- 
κοκκα πολυμορφοπύρηνα είναι χαρακτηριστικό των Μ Δ Σ  κα ι απαντά στο 
90% των περιπτώσεων70,71. Γιγαντιαία πολυκατάτμητα πολυμορφοπύρηνα 
με πολυπλοειδία και ανώμαλα σχήματα συχνά συνοδεύουν προλευχαιμικές 
και λευχαιμικές καταστάσεις.

Η  αλκαλική φωσφατάση είναι μειωμένη στο 50%  των ασθενών με 

ανθεκτικές αναιμίες και είναι χιορίς διαγνωστική σημασία72. Η  μυε- 
λοϋπεροξειδάση σε μερικούς ασθενείς είναι μειωμένη, ενώ σε άλλους αυ
ξημένη73.

Δ υσπλασία μεγακαρνοχυτταριχής σειράς
Τ α  Μεγακαρυοκύτταρα μερικές φορές είναι μειωμένα σε αριθμό, ε

νώ συχνά παρουσιάζουν μορφολογικές ανωμαλίες, οι κυριότερες από τις 
οποίες είναι: μεγάλες μονοπύρηνες μορφές, τα μικρο-μεγακαρυοκύτταρα 

(μικρά μονοπύρηνα μεγακαρυοκύτταρα), κα ι μεγακαρυοκύτταρα με πολ
λούς χωριστούς πυρήνες74. Τελευταία και η υποκοκκίωση των μεγακαρυο- 
κυττάρων αναγνωρίζεται σαν στοιχείο δυσπλασίας75,76,77. Στο περιφερικό 
αίμα σύνηθες εύρημα απ οτε^ ί η θρομβοπενία κα ι σπάνια η θρομβοκυττά- 
ρωση, ενώ έχουν παρατηρηθεί επίσης γιγαντιαία αιμοπετάλια και μικρο- 
μεγακαρυοκύτταρα ή θραύσματα μεγακαρυοκυττάρων. Η  τριάδα των πο-
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λυπύρηνιυν μεγακαρυοκυττάρυ)ν, της ψευδο-Pelger ανιομαλίας κα ι των ά- 
κοκκων πολυμορφοπύρηνιον αποτελούν τα πλέον αξιόπιστα και εύκολα α- 
ναγνιορίσιμα χαρακτηριστικά της μυελοδυσπλασίας.

Βλάστες στα Μνελοδνσσλαιπικά αχ'νόρομα
Έ να  σημαντικό χαρακτηριστικό για την FAB ταξινόμηση είναι ο α 

ριθμός τιον βλαστιόν. Διακρίνουμε τρία είδη βλαστών στα Μ Δ Σ: α) Ο ι 
βλάστες τύπου I που ποικΟ.ουν από φυσιολογικούς μυελοβλάστες έτος α- 
διαφοροποίητες και αταξινόμητες μορφές βλαστιόν. Η  πυρηνική χρωματί- 
νη είναι μη συμπυκνωμένη, τα πυρήνια είναι μεγάλα και δεν υπάρχουν 
κοκκία, β) Ο ι βλάστες τύπου I I  έχουν ελάχιστα πρωτογενή αζουρόφιλα 
κοκκία και αφθονότερο κυτταρόπλασμα. Ο ι δύο αυτές κατηγορίες αντι
στοιχούν στους βλάστες που παρατηρούνται στην Μ Ι και M 2 Ο ξείά  μυε- 
λοβλαστική λευχαιμία, γ) Ο ι Βλάστες τύπου I I I  αποτελούν κύτταρα με χα
ρακτήρες μυελοβλαστών, με μικρή αύξηση τιον κοκκίων (έ ξ ι ή περισσότε

ρα)™·
Τ α  Auer rods, που αποτελούν ραβδία που προέρχονται από την συνέ- 

νιοση πρωτογενιόν κοκκίων, είναι χαρακτηριστικά των M 2 βλαστιόν. Απο
δείχθηκε ότι η ύπαρξη ραβδίων Auer σε ασθενείς με R A E B  δεν επηρεάζει 
την συχνότητα εκτροπής σε Ο Α 79.

Τα πέντε μνελοδυσπλαστιχά σύνδρομα
Τ α  περισσότερα Μ Δ Σ  ξεκινούν με διαταραχή και των τριών σειρών. 

Αναιμία, ουδετεροπενία, Ορομβοπενία αναπτύσσονται παρά την φυσιολο
γική ή κα ι αυξημένη κυτταροβρίθεια του μυελού. Το γεγονός ότι οι υπο- 
πληθυσμοί όλων τιον αιμοποιητικιόν σειρών είναι δυσπλαστικοί αποδει- 
κνυει ότι το μεταλλαγμένο αρχικό κύτταρο του κλώνου είναι το αρχέγονο 
αιμοποιητικό κύτταρο ή το αμέσως επόμενο του, γεγονός που εξηγεί και 
την ποικιλία της κλινικής έκφρασης της νόσου. Η  κατά FA B  ταξινόμηση 
βασισμένη μόνο σε μορφολογικά χαρακτηριστικά διακρίνει τα Μ Δ Σ  σε 
πέντε σύνδρομα.

1. Ανθεκτική αναιμία (RA)
Από τους ασθενείς με Μ Δ Σ  20% ταξινομούνται στην κατηγορία της 

ανθεκτικής αναιμίας, αν κα ι η αναλογία αυτή ποικίλει σημαντικά μεταξύ 
των διαφόρων σειρών68’72. Συνήθως προσέρχονται με συμπτώματα αναιμί
ας ή η διάγνωση είναι τυχαίο εύρημα κα ι ελάχιστοι έχουν σπληνομεγαλία 
ή ηπατομεγαλία.
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Σταθερό εύρημα αποτελεί η αναιμία συνοδευόμενη από απόλυτη δι- 
κτυοκυτταροπενία. Τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι συνήθιος μακροκυτταρι
κά, αλλά μερικές φορές και ορθοκυτταρικά. Οι μορφολογικές και ποσοτι
κές διαταραχές σε μερικές περιπτώσεις αφορούν μόνο την ερυθρά σειρά, 
ενώ άλλοτε συνυπάρχει ουδετεροπενία ή θρομβοπενία ή η ψευδο-Pclger- 
Huet διαταραχή ή υπόκοκκα πολυμορφοπύρηνα ή άκοκκα αιμοπετάλια. 
Θρομβοκυττάρωση παρατηρείται μερικές φορές, ειδικά σε ασθενείς με 5q- 
σύνδρομο. Οι βλάστες στο περιφερικό αίμα δεν υπερβαίνουν σε ποσοστό 
το 1% και τα μονοπύρηνα είναι λιγότερα από 1χ109/1.

Ο μυελός είναι συνηθιος υπερπλαστικός και κυριαρχούν δυσπλαστι- 
κοί μεγαλοβλαστοειδείς ερυθροβλάστες. Μπορεί να υπάρχουν δακτυλιο
ειδείς σιδηροβλάστες, αλλά δεν ξεπερνούν το 15% των ερυθροβλαστιον. 
Μερικές περιπτώσεις εμφανίζουν και δυσπλασίες της μυελικής σειράς και 
των μεγακαρυοκυττάρων. Οι βλάστες μπορεί να είναι αυξημένοι, όχι όμως 
περισσότεροι από 5%. Η πορεία της νόσου ποικίλει. Η μέση επιβίωση με
τά την διάγνωση είναι περίπου 2,5 χρόνια και 30% των θανάτων οφείλο
νται στις λοιμώξεις. Λευχαιμική μετατροπή παρατηρείται στο 15% των ασ
θενών.

Σημαντικό ποσοστό ασθενών με RA έχουν έλλειψη του μακρού σκέ
λους του χρωμοσώματος 5 (5q-), σαν μοναδική χρωμοσωμική ανωμαλία 
και έχουν χαρακτηριστικά που ονομάστηκαν 5q- σύνδρομο80. Αφορά συ
νήθως γυναίκες και χαρακτηρίζεται από μακροκυτταρική αναιμία, υπόλο- 
βα μεγακαρυοκύτταρα και σχετικά καλή πρόγνωση. Τα ανώμαλα μεγακα- 
ρυοκύτταρα έχουν πυρήνα χωρίς κανένα ή με δύο μόνο λοβούς, αλλά έ
χουν διάμετρο μεγαλύτερη από 30-40μπι και έτσι διαφέρουν από τα μι- 
κρομεγακαρυοκύτταρα που απαντούν σε άλλες μορφές ΜΔΣ και δεν είναι 
μεγαλύτερα από τα άλλα αιμοποιητικά κύτταρα. Μερικοί ασθενείς με 5q- 
σύνδρομο ανήκουν στις κατηγορίες RARS και RAEB.

2. Ανθεκτική αναιμία με δακτυλιοειδείς σιδηροβλάστες (RARS)
Αποτελείτο 15% των ασθενών με ΜΔΣ. Οι ασθενείς εμφανίζονται με 

συμπτώματα αναιμίας ή η διάγνωση γίνεται τυχαία. Ο σίδηρος ορού είναι 
αυξημένος, με αυξημένο κορεσμό τρανσφερρίνης και πολύ αυξημένη φερ- 
ριτίνη.

Στο περιφερικό αίμα παρατηρείται δίμορφη αναιμία με κυρίαρχα τα 
ορθόχρωμα μακροκύτταρα κ«̂ ι λιγότερα τα υπόχρωμα μικροκύτταρα και 
ποικίλου βαθμού λευκοπενία ή θρομβοπενία. Οι βλάστες δεν είναι περισ
σότεροι από 1% και τα μονοπύρηνα λιγότερα από 1χ109/1.
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Ο  μυελός εμφανίζει αυξημένη κυτταροβρίθεια κα ι υπερπλασία της ε
ρυθρός σειράς που χαρακτηρίζεται από μεγαλοβλαστοειδή δυσπλασία και 
διπύρηνους ερυΟροβλάστες. Ο ι βλάστες δεν ξεπερνούν το 5%. Το  χαρα
κτηριστικό της νόσου είναι οι δακτυλιοειδείς σιδηροβλάστες, οι οποίοι στις 
περισσότερες περιπτιόοεις αποτελούν το 30-40% των ερυΟροβλαστών, ενο) 
τουλάχιστον 50% όλων των σιδηροβλαστών είναι δακτυλιοειδείς1". Μ ε την 
πάροδο του χρόνου οι δυσπλαστικοί ερυΟροβλάστες και ο σίδηρος μυελού 
αυξάνουν παράλληλα και το ίδιο συμβαίνει και με την φερριτίνη. Μικρός 
αριθμός ασθενών αναπτύσσει αιμοχρωμάτυκτη. Σε αυτά τα άτομα βρέθηκε 
ότι η συχνότητα του H L A -A 3  είναι σημαντικά υψηλότερη (71% ) από ότι 
στον γενικό πληθυσμό. Π ιθανά οι ασθενείς σ’ αυτήν την υποομάδα κληρο
νόμησαν το γονίδιο της αιμοχρωμάτωσης και αργότερα απέκτησαν ένα με
ταλλαγμένο γονίδιο για την R A R SK2* \

Η  ανθεκτική αναιμία με δακτυλιοειδείς σιδηροβλάστες εξελίσσεται 
αργά στην αρχή, για να φΟάσει μετά από μερικά χρόνια σε ένα στάδιο α
ναιμίας εξαρτώμενης από μεταγγίσεις στο 40% των ασθενών. Λευχαιμική 
μετατροπή παρατηρείται σε ποσοστό μόνο 5%. Η  μέση επιβίυκτη μετά την

| f j

διάγνυκτη είναι 4 χρόνια , αν και πολλοί ασθενείς έχουν μία παρατεταμέ- 
νη υποκλινική πορεία για αρκετά χρόνια και συνήθως ανακαλύπτονται τυ
χαία σε έλεγχο ρουτίνας.

3. Ανθεκτική αναιμία με ττερίασεια βλαστών (RAEB)
Είναι ο συχνότερος υπότυπος το>ν Μ Δ Σ  και αποτελεί το 40-50% όλων 

το)ν νέων περιπτ<όσευ)ν,<''*/’. Ο ι ασθενείς προσέρχονται με συμπτώματα α
ναιμίας, λοίμωξης, ή αιμορραγικών εκδηλώσεων. Και ο ι τρεις αιμοποιητι- 
κές σειρές είναι επηρεασμένες και εμφανίζουν δυσπλαστικές αλλοιιόσεις.

Η  αναιμία είναι μακροκυτταρική και συχνά δίμορφη. Ουδετεροπενία 
παρατηρείται στους μισούς ασθενείς και συνοδεύεται από δυσπλασίες των 
πολυμορφοπυρήνων όπως η ψευδο-Pdgcr-Huet ανωμαλία, ο δακτυλιοει
δής πυρήνας και διαταραχές της κοκκίωσης (απουσία ή μείωση το>ν κοκ
κίων) του πρωτοπλάσματος. Στους μισούς περίπου ασθενείς παρατηρού
νται θρομβοπενία, γιγαντιαία αιμοπετάλια και μικρομεγακαρυοκύτταρα 
κα ι η συνύπαρξή τους με ουδετεροπενία αποτελεί κακό προγνιοστικό δεί
κτη. Η  ανεύρεση 1-5% βλαστών στην περιφέρεια και 5-20% βλαστών στον 
μυελό χαρακτηρίζει το σύνδρομο αυτό και καθορίζει την κακή πρόγνωση, 
γιατί η μέση επιβίωση μετά την διάγνωση είναι λιγότερη από 12 μήνες. Ο  
θάνατος επέρχεται από λοίμωξη ή αιμορραγία στο 40-50% των περιπτώ- 
σεο)ν, ενο) θανατηφόρος λευχαιμία εμφανίζεται στο 40% τουλάχιστον των
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ασθενών. Ο αριθμός των βλαστών του μυελού σχετίζεται αντίστροφα με 
την επιβίωση.

4. Χρόνια μνελομονοκντταρική λευχαιμία (CMML)
Είναι η λιγότερο συχνή από όλα τα ΜΔΣ και αποτελεί το 10% του 

συνόλου των περιστατικών. Οι ασθενείς προσε'ρχονται με συμπτώματα α
ναιμίας ή με την κλινική εικόνα της λευχαιμίας ή και τα δύο. Η αναιμία εί
ναι λιγότερο συχνή σε σχε'ση με την RA και RARS, ενώ η ηπατομεγαλία 
και σπληνομεγαλία είναι πολύ συχνότερες σε σχε'ση με τα άλλα ΜΔΣ. Με
ρικοί ασθενείς εμφανίζουν πλευριτική, περιτοναϊκή, ή περικαρδιακή συλ
λογή, λεμφαδενοπάθεια ή δερματικε'ς εκδηλώσεις"7. Σπάνια παρατηρείται 
υπερτροφία των ούλων. Συχνά συνυπάρχουν ανοσολογικε'ς ανωμαλίες. Η 
συγκέντρωση των ανοσοσφαιρινιυν του ορού είναι αυξημένη στο ένα τρίτο 
των ασθενών και 5-10% έχουν μονοκλωνική παραπρωτεΐνη. Αυτοαντισώ
ματα υπάρχουν στους μισούς ασθενείς και αυτά μπορεί να συμπεριλαμβά
νουν ψυχρού τύπου αιμοσυγκολητίνες. Θετική άμεση Coombs παρατηρή
θηκε σε ποσοστό 10%. Ανοσολογικές ανωμαλίες παρατηρούνται και σε 
άλλα ΜΔΣ, αλλά είναι συχνότερες στην CMML.

Στο περιφερικό αίμα παρατηρούνται μονοπύρηνα περισσότερα από 
1χ109/1. Τα μονοπύρηνα μερικές φορές είναι μορφολογικά ανιΰμαλα με 
πολυκατάτμητο ή ανώμαλου σχήματος πυρήνα ή με χαρακτήρες αωρότη- 
τας. Ο αριθμός των ουδετεροφίλων είναι συνήθως αυξημένος και μερικές 
φορές είναι δυσπλαστικά. Μπορεί να υπάρχει αναιμία και συνήθως είναι 
νορμόχρωμη και νορμοκυτταρική. Τα αιμοπετάλια είναι φυσιολογικά ή 
μειωμένα σε αριθμό, με δυσπλαστικούς χαρακτήρες. Οι βλάστες είναι λι- 
γότεροι από 5%.

Ο μυελός είναι υπερκυτταρικός και κυριαρχούν τα προμονοπύρηνα. 
Οι βλάστες ποικίλουν από πολύ χαμηλά επίπεδα έως 20%. Δυσπλαστικά 
χαρακτηριστικά παρατηρούνται σε όλες τις σειρές, αν και σε μερικούς ασ
θενείς η δυσπλασία της ερυθρός και της μεγακαρυοκυτταρικής σειράς εί
ναι ελάχιστη. Οι ασθενείς με CMML διαδραματίζουν μία χρόνια πορεία 
και έχουν πιθανότητα εκτροπής προς λευχαιμία 14%Κ8,Κ9. Προγνωστικοί 
δείκτες είναι ο αριθμός των βλαστιόν και ο αριθμός των μονοπυρήνων. Η 
μέση επιβίωση του συνόλου των ασθενών είναι 20 μήνες, ενώ όταν τα μο
νοπύρηνα είναι περισσότερα από 2,6xlO'Vl τότε η μέση επιβίωση μειώνεται 
στους ΙΙμήνες90,91'"4. ··>**.



38

5. Ανθεκτική αναιμία με περίσσεια βλαστών σε μετατροπή (RAEB-T)
Συνήθως οι ασθενείς με RAEB-T προσέρχονται με συμπτιόματα α

ναιμίας, λοίμιοξης και αιμορραγίας, λόγω βαρείας πανκυτταροπενίας. 
Μπορεί επίσης να εμφανίζουν ηπατομεγαλία ή/και σπληνομεγαλία.

Το περιφερικό αίμα περιέχει περισσότερους από 5% βλάστες ή βλά- 
στες που περιέχουν ραβδία Auer. Όλα τα χαρακτηριστικά που περιγρά- 
φηκαν στα άλλα ΜΔΣ μπορούν να υπάρχουν και στην RAEB-T όπα>ς α
ναιμία, ουδετεροπενία. Ορομβοπενία και δυσπλαστικά πολυμορφοπύρηνα 
ή αιμοπετάλια. Οι βλάστες στον μυελό κυμαίνονται μεταξύ 20 και 30%. 
Έχει την χειρότερη πρόγνοχτη η μέση επιβίωση είναι 5 μήνες και η συχνό
τητα λευχαιμικής εκτροπής 60%.

Κλινικές ποικιλίες ΜΔΣ
Αλληλοεπικαλ.νπτόμενα Σύνδρομα - Υποκντταρικά ΜΔΣ

Αν και οι περισσότεροι ασθενείς με ΜΔΣ έχουν μυελό φυσιολογικής 
ή αυξημένης κυτταροβρίΟειας, υπάρχουν λίγοι ασθενείς (< 15% των ΜΔΣ) 
που έχουν υποπλαστικό μυελό κατά την διιίγνιοση',;!'Λ,<. Η διαφορική διά- 
γνωση αυτοίν των συνδρόμιον από την απλαστική αναιμία ή την ΟΜΛ είναι 
δύσκολη. Όταν η κυτταροβρίΟεια του μυελού είναι μειωμένη, είναι προ
βληματική η αναγνώριση δυσπλαστικών στοιχείων τόσο στο μυελικό επί
χρισμα όσο και στην οοπεομυελική βιοψία. Οι περισσότερες υποπλαστικές 
μορφές ανήκουν στην κατηγορία RA και RAEB91. Η ανεύρεση καρυοτυ- 
πικής ανωμαλίας χαρακτηριστικής των ΜΔΣ (π.χ. -5, -7, 5ς-, 7ς-, +8) απο- 
δεικνύεται ιδιαίτερα χρήσιμη στην αναγνώριση υποπλαστικού ΜΑΣ**4,95·’*.

ΜΔΣ με ίνωση
Ήπια έως μέτρια μυελοΐνωση παρατηρείται σε ποσοστό μέχρι 50% 

των ΜΔΣ, ενώ εκσεσημασμένη παρατηρείται σε ποσοστό μικρότερο του 
15%97. Μυελοΐνωση παρατηρείται σε όλους τους κατά FAB υπότυπους και 
είναι συχνότερη στα δευτεροπαθή ΜΔΣ (εκσεσημασμένη μυελοΐνωση στο 
50% των περιπτώσεων και ήπια στο 85%)98,99.

Το σύνδρομο του ΜΔΣ με μυελοΐνωση χαρακτηρίζεται από αιφνίδια 
έναρξη πανκυτταροπενίας χωρίς οργανομεγαλία, αλλά με σημαντική ανι- 
σοποικιλοκυττάρωση των ερυθρών αιμοσφαιρίων, υπερκυτταρικό μυελό με 
μυελοΐνωση, δυσπλασία και των τριών σειρών, υπόλοβα και αυξημένα με- 
γακαρυοκύτταρα και αυξημένο αριθμό βλαστών . Μπορεί επίσης να υ
πάρχει λευκοερυθροβλαστική αντίδραση. Οι ασθενείς συνήθως έχουν τα
χεία εξέλιξη101.
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Το σύνδρομο αυτό θα πρέπει να διαφοροδιαγνωστεί από τα Μυελο- 
παραγωγικά σύνδρομα (ΜΠΣ), που μερικές φορές είναι αρκετά δύσκολο.

5η- Σύνδρομο
Έχει περιγράφει στο κεφάλαιο της RA.

ΜνελοδνσπλαστιχάΙ Μυελοπαραγωγιχά Σύνδρομα
Μερικοί ασθενείς έχουν διαταραχές με χαρακτηριστικά τόσο ΜΔΣ 

όσο και ΜΠΣ. Σ’ αυτήν την ομάδα συμπεριλαμβάνονται περιπτώσεις με 
λευκοκυττάρωση, μυελό με αυξημένη κυτταροβρίθεια, ποικίλου βαθμού 
δυσπλασία και σπληνομεγαλία. Μερικοί από αυτούς τους ασθενείς είναι 
πιθανόν να έχουν CMML. Αν και η FAB ταξινόμηση κατέταξε την CMML 
στα ΜΔΣ, αποτελεί πρότυπο για αυτές τις διαταραχές που βρίσκονται με
ταξύ ΜΔΣ και ΜΠΣ. Η CMML αρχικά θεωρήθηκε ΜΔΣ λόγο) της δυ
σπλασίας και των περιφερικιυν κυτταροπενιών που την συνοδεύουν. Αυτή 
η ταξινόμηση δεν είναι αποδεκτή από όλους τους ερευνητές, γιατί τα μυε- 
λοπαραγωγικά στοιχεία κυριαρχούν σε αρκετές περιπτιόσεις102. Έτσι το νό
σημα υποδιαιρέθηκε σε δύο μορφές την παραγωγική και την μη-παραγωγική 
μορφή. Η παραγωγική μορφή (Λευκά αιμοσφαίρια >12.000/mnv\ ηπατο- 
σπληνομεγαλία, συστηματικές εκδηλώσεις) μοιάζει περισσότερο με ΜΠΣ. 
Επιπλέον οι καλλιέργειες μυελού των προγονικών κυττάρων της μυελικής 
σειράς ασθενών με CMML είναι ανάλογες των ΜΠΣ που χαρακτηρίζονται 
από αυξημένες αποικίες μυελικής σειράς και όχι των ΜΔΣ των οποίων τα 
προγονικά κύτταρα αναπτύσσονται πτωχά στις ημίρρευστες καλλιέργειες.

Δευτεροπαθή ΜΔΣ (δ-ΜΔΣ)
Τα δευτεροπαθή ΜΔΣ (σχετιζόμενα με θεραπεία ή με τοξικά χημικά) 

αποτελούν ένα σημαντικό κλινικό πρόβλημα101. Η αυξανόμενη συχνότητα 
των δ-ΜΔΣ και δευτεροπαθών λευχαιμιών οφείλεται σε αρκετούς παρά
γοντες, όπως η μακρύτερη επιβίωση μετά από επιτυχή θεραπεία στερεών 
όγκων, τα εντατικότερα θεραπευτικά σχήματα συνδυασμού χημειοθερα
πείας (Χ/Θ)-ακτινοθεραπείας (Α/Θ) και τέλος η περιβαλλοντική μόλυνση 
και η έκθεση σε χημικά και καρκινογόνα στις βιομηχανοποιημένες χώρες. 
Τα δ-ΜΔΣ έχουν κακή πρόγνωση104.

Σε όλους τους ασθενείς παρατηρούνται ανιόμαλοι καρυότυποι, με 
πολλαπλές χρωμοσωμικές ανωμαλίες105. Τα χρωμοσιόματα 5 και 7 είναι τα 
πιο συχνά εμπλεκόμενα (8$&) και σχετίζονται με έκθεση σε αλκυλιωτι- 
κοΰς παράγοντες και σε ακτινοβολία. Το βενζόλιο προκαλεί συνήθως τρι-
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σωμία 9. Τελευταία έχουν αναγνωριστεί δύο επιπλέον μορφές λευχαιμίας 
σχετιζόμενης με χημειοΟεραπεία, η μία οφείλεται σε έκθεση σε θεραπευ
τικούς παράγοντες που αναστέλλουν την τοποϊσομεράση II και αφορά την 
χρωμοσωμική θέση 11ς23 και η δεύτερη την 21q22 θέση"*.

Ο στεομυελική  βιοψία

Η οστεομυελική βιοψία αποτελεί μία εξέταση, σημαντική για την διά- 
γνωση των ΜΔΣ και προσθέτει συχνά πληροφορίες, που δεν παρέχονται 
από την εξέταση του μυελικού επιχρίσματος. Η βιοψία είναι το καλύτερο 
υλικό για την μελέτη της κυτταροβρίΟειας, της ύπαρξης ίνωσης ή λεμφικής 
διήθησης και για τον υπολογισμό της απόπτωσης107. Στα ΜΔΣ παρατηρεί- 
ται συχνά ανώμαλη κατανομή κυττάρων που μπορεί να εκτιμηΟεί μόνο 
στην βιοψία. Συγκεκριμένα τα άιορα μυελικά προγονικά κύτταρα σχηματί
ζουν αθροίσματα κεντρικά στην μυελική κοιλότητα, αντί για την συνήθη 
παραδοκιδώδη κατανομή τους. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται "Ανώμαλη 
εντόπιοη άωρων προγονικών κυττάρων" ("Abnormal localization of imma
ture precursors" (ALIP)J και θεωρείται κακός προγνωστικός δείκτης. Με- 
γακαρυοκύτταρα με δυσπλαστικούς χαρακτήρες εντοπίζονται εύκολα στην 
βιοψία. Οι δυσπλασίες της ερυθρός και της μυελικής σειράς, αν και παρα
τηρούνται και στην βιοψία, είναι εμφανέστερες στο μυελικό επίχρισμα.

Η οστεομυελική βιοψία είναι ιδιαίτερα χρήσιμη σε περιπτώσεις όπου 
ο μυελός είναι μειωμένης ή φυσιολογικής κυτταροβρίΟειας, καθώς και σε 
περιπτιόσεις με αυξημένη ίνωση, στις οποίες λαμβάνεται πτωχό και κατά 
συνέπεια μη αντιπροσωπευτικό δείγμα μυελικού επιχρίσματος"*'1"0. Επο
μένως είναι πιθανά απαραίτητη στα δευτεροπαθή ΜΔΣ, στα οποία τόσο η 
μειωμένη κυτταροβρίθεια όσο και η ίνωση είναι συχνότερες τιυν πρωτοπα
θών ΜΔΣ. Επίσης είναι σημαντική στην διαφορική διάγνωση ενός υποκυτ- 
ταρικού ΜΔΣ, που πιθανά έχει αυξημένη ίνωση και εστίες βλαστών, από 
την απλαστική αναιμία που δεν έχει αυτά τα χαρακτηριστικά110

Π ρόγνω ση

Η FAB μορφολογική ταξινόμηση των ΜΔΣ, η οποία αναπτύχθηκε το 
1982, χρησιμοποιήθηκε και για τον καθορισμό της πρόγνωσης. Αν και τα 
ΜΔΣ αποτελούν μία ετερογενή ομάδα νοσημάτων, διαπιστώθηκε ότι υ
πήρχε αλληλουχία στα προγνωστικά ευρήματα σε σχέση με την επιβίωση 
και την εξέλιξη σε ΟΜΛ σε αρκετές και μεγάλες μελέτες όταν χρήσιμο-
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ποιούνταν οι κατά FAB υπότυποι111 (Πίνακας 2). Οι ασθενείς με RAEB 
και RAEB-T είχαν σχετικά πτωχή πρόγνωση με με'ση επιβίωση κυμαινό
μενη μεταξύ 5 και 12 μηνών, σε αντίθεση με τους ασθενείς με RA και 
RARS που είχαν με'ση επιβίωση 3-6 ετών. Η αναλογία των ασθενών στους 
οποίους η νόσος εξελίχθηκε σε ΟΜΑ παρουσίαζε παρόμοια διακύμανση: 
στους υψηλού κινδύνου ασθενείς με RAEB και RAEB-T η συχνότητα αυτή 
ήταν 40-50%, ενώ στην ομάδα χαμηλού κινδύνου (RA και RARS) ήταν 5- 
15%. Σε μία άλλη μελε'τη στην οποία εκτιμήθηκε ο χρόνος εξέλιξης σε 
ΟΜΑ διαπιστώθηκε ότι 25% και 55% των ασθενών με RAEB και RAEB- 
Τ αντίστοιχα παρουσίαζαν την εξε'λιξη σε 1 χρόνο, αντίστοιχα, και 35% 
και 65% σε 2 χρόνια. Αντίθετα για τους ασθενείς με RA η συχνότητα ήταν 
5% και 10% σε 1 και 2 χρόνια αντίστοιχα. Κανείς από τους ασθενείς με 
RARS δεν παρουσίασε λευχαιμική εκτροπή στα 2 χρόνια.

Σύμφωνα με μελε'τες, που χρησιμοποίησαν την FAB ταξινόμηση, ο 
κύριος προγνωστικός δείκτης επιβίωσης για τους ασθενείς με CMML είναι 
ο αριθμός των βλαστών112. Η με'ση επιβίωση των ασθενιυν με CMML με 
βλάστες <5% ήταν 53 μήνες, ενώ για αυτούς με βλάστες 5-20% ήταν 16 
μήνες. Η μονοκυττάρωση >2,6xl09/L, και Ο ανώμαλος καρυότυπος σχετί
ζονται επίσης με κακή πρόγνωση. Παραμε'νει αμφιλεγόμενο αν οι υποκυτ- 
ταρικε'ς μορφε'ς ΜΔΣ έχουν προγνωστική σημασία, γιατί σε ορισμένες με
λέτες σχετίζονται με λιγότερο συχνή εκτροπή προς ΟΛ και μεγαλύτερη ε
πιβίωση, ενώ σε άλλες έχουν ανάλογη εξέλιξη με τα υπόλοιπα ΜΔΣ113. Οι 
ασθενείς με ΜΔΣ σχετιζόμενα με θεραπεία έχουν συχνότερα υποκυτταρι- 
κό μυελό και αυτοί έχουν συνήθως μικρότερη επιβίωση. Οι ασθενείς με 
ΜΔΣ με μυελοΐωση έχουν μικρότερη ̂ πιβίωση, συγκρινόμενοι με ασθενείς 
με ΜΔΣ χωρίς ίνωση101. Σύμφωνα με την FAB ταξινόμηση η παρουσία ρα
βδίων Auer στα κύτταρα της μυελικής σειράς καθορίζει την διάγνωση της

Πίνακας 2. Επιβίωση και εξέλιξη Μ Δ Σ  σε ΟΜΑ σε σχέση με μορφολσγικύς υπότυ- 
πους (Μετά-ανάλυση)

Κατά FAB υποτυποι

RA RARS RAEB RAEB-T CMML

Διάμεση επιβίωση (μήνες) 43 73 12 5 20
Μετατροπή σε ΟΜΛ (%)

25
5 40 50 35

Αναλογία ασθενών (%) 15 35 15 10
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RAEB-T. Δεν αποδείχθηκε <5μ<·>ς επίπτωση της ύπαρξης ραβδίων Auer 
στην επιβίωση.

Η θνησιμότητα ιττα ΜΑΣ οφείλεται σε διάφορα αίτια, άπω; η εξέλιξη 
σε ΟΜΑ, η λοίμωξη, ή η αιμορραγία. Επειδή οι περισσάτεροι ασθενείς εί
ναι ηλικιωμένοι και άλλα αίτια, μη αιματολογικά, συμβάλλουν σημαντικά 
στην θνησιμότητα. Στους ασθενείς με RAEB και RAEB-T η ΟΜΑ είναι το 
αίτιο θανάτου ιττο 20-55% των ασθενών, η λοίμιοξη και η αιμορραγία, λό
γιο μυελικής ανεπάρκειας, προκαλούν περίπου το 36-50% τιον θανάτων, ε
νώ τα μη αιματολογικά αίτια το 10-20%'Μ. Στην RA και RAKS τα στοιχεία 
αυτά περίπου αναστρέφονται και η ΟΜΑ είναι το αίτιο στο 0-29%, η λοί
μιοξη και αιμορραγία στο 15-44% και τα μη αιματολογικά αίτια το 25-42% 
των Οανάτιον.

Εκτός από την FAB ταξινόμηση και ανισττύχθηκαν άλλα συστήματα 
που χρησιμοποίησαν κλινικά ή κυτταρογενετικά χαρακτηριστικά για τον 
καθορισμό της πρόγνωιτης. Σε όλα βρέθηκε ότι ο σημαντικότερος προ- 
γνωιττικός δείκτης ήταν ο αριθμός των βλαιττιόν. Αποδείχθηκε μάλιιττα ότι 
το όριο τιον 10% βλαστών (συμπεριλαμβανομένων δηλαδή, των ασθενών 
με RAEB και RAEB-T με βλάστες > 10%) είναι καθοριστικό και προσθέ
τει σημαντική προγνωιττική αξία ιττα κριτήρια της FAB ταξινόμησης.

To Bournemouth score115 ήταν η πριότη προσπάθεια που έγινε για την 
ταξινόμηση των ΜΑΣ σύμφωνα με τους προγνιοιττικούς δείκτες. Αρκετές 
και ανόμοιες μέθοδοι αναπτύχθηκαν ιττην συνέχεια για την εκτίμηση της 
κλινικής έκβαιτης ασθενών με ΜΛΣ"λ"7. Σε μιά προσπάθεια βελτίυκτης 
αυτιόν τιον ιτυιττημάτων, ένα διεθνές Συμπόσιο για την μελέτη των ΜΑΣ 
συνδύασε τα κυτταρογενετικά, μορφολογικά και κλινικά χαρακτηρυττικά 
από 816 ασθενείς με πρωτοπαθή ΜΑΣ, που δεν είχαν υποβληθεί σε καμία 
θεραπεία. Τα στοιχεία συνελέγησαν από επτά προηγηθείσες μεγάλες με
λέτες, και έγινε μιά σφαιρική ανάλυση των δεδομένων. Οι μελέτες που εί
χαν γίνει μέχρι τότε και τα στοιχεία των ασθενών επανεκτιμήθηκαν, ώστε 
να δημιουργηθεί ένα κοινά αποδεκτό προγνωστικό σύστημα. Από την α
νάλυση κάθε παράγοντα χωριιπά αποδείχθηκε ότι οι πιο σημαντικοί πα
ράγοντες για την εξέλιξη σε ΟΜΑ ήταν το ποσοστό των μυελοβλαιττών του 
μυελού, ο αριθμός των κυτταρογενετικών ανωμαλιών, και ο αριθμός των 
κυτταροπενιών. Για την επιβίωση, επιπρόσθετα με τους παραπάνω παρά
γοντες, αποδείχθηκαν μεγάλης σημασίας η ηλικία και το φύλο. Οι κυττα
ρογενετικές ανωμαλίες1"1 που σχετίζονταν με καλή πρόγνωση ήταν: φυ
σιολογικός καρυότυπος, εξάλειψη του Υ χρωμοσώματος μόνον, tlel(5q)



43

μόνο, del(20q) μόνο. Πτωχή πρόγνωση είχαν οι ακόλουθες κυτταρογενετι
κές ανωμαλίες: σύνθετος καρυότυπος (π.χ. τρεις ή περισσότερες ανιομαλί- 
ες) και ανωμαλίες του χριομοσώματος 7. Ενδιαμέσου κινδύνου θεωρήθη
καν όλες οι άλλες ανωμαλίες. Μία πολυπαραγοντική μελέτη συνδύασε τις 
τρεις υποομάδες των καρυοτυπικιόν ανωμαλιιόν με το ποσοστό το>ν βλα
στών του μυελού και τον αριθμό το>ν κυτταροπενιιον για να δημιουργήσει 
ένα προγνωστικό μοντέλο, ονομαζόμενο το Διεθνές προγνωστικό σύστημα 
βαθμολόγησης (International Prognostic scoring system, IPSS)14. Αναλό- 
γως με την στατιστική σημασία αυτών των παραμέτρων οι ασθενείς κατα- 
νεμήθηκαν σε διακριτές ομάδες κινδύνου (χαμηλού, ενδιαμέσου-1, ενδια- 
μέσου-2, και υψηλού) για την εξέλιξη σε ΟΜΛ και την επιβίωση. Ο σχη
ματισμός υποομάδων ανάλογα με την ηλικία βελτίωσε περαιτέρω την ανά
λυση της επιβίωσης (Πίνακας 3)14.

Πίνακας 3. Διεθνές προγνωστικό σύστημα βαθμολόγησης για Μ Δ Σ  (IPSS) (1997)

Τιμή score γιά επιβίωση και εξέλιξη σε ΟΜΛ
Προγνωστικός Τιμή score
Δείκτης 0 0,5 1 1,5 2
% βλάστες μυελού <5 5-10 - 11-20 21-30
Καρυότυπος Καλής Ενδιάμεσης Πτωχής

πρόγνωσης πρόγνωσης πρόγνωσης
Κυταροπενίες 0/1 2/3

Ομάδα κινδύνου Συνολικά score
Χαμηλού κινδύνου 0

Ενδιαμέσου κινδύνου-1 0,5-1,0
Ενδιαμέσου κινδύνου-2 1,5-2,0

Υψηλού κινδύνου £2,5
Καλής πρόγνωσης Καρυάτυπος: -Υ, dc!(5q), del (20q)
Πτωχής πρόγνωσης Καρυότυπος: 3 ή περισσότερες ανωμαλίες (σύνθετες) ή ανωμαλίες του χρω
μοσώματος 7
Ενδιάμεσης πρόγνωσης Καρυότυπος: όλες οι άλλες ανωμαλίες
Κυτταροπενίες: Ουδετερόφιλα <!^βΟ/μΙ, Αιμοπετάλια<100.000/μΙ, Αιμοσφαιρίνη < lOgr/μΙ



44

Πίνακας 4. Επιβίωση xat εξέλιξη Μ ΑΣ σε ΟΜΛ σχετιζόμενη με την ηλικία στις υποο
μάδες τουIPSS

Διάμεση επιβίωση (έτη)

Αριθμός
ασθ.

Χαμηλού
κίνδυνου

Ενδιαμέσου 
κίνδυνον-1

Ενδιαμέσου
κινδννου-2

Υψηλού
κίνδυνον

Συνολικός αρ. αοΟ. 816 267 (33%) 314 (38%) 176 (22%) 59 (7%)
Διάμεση επιβίωση(έτη) 5.7 3*5 1.2 0.4
Ηλικία £60 205 (25%) 11.8 5.2 1.8 0,3

>60 611 4,8 2,7 1.1 0,5
£70 445 (54%) 9.0 4,4 1,3 0,4
>70 371 3.9 2.4 1.2 0,4

Διάμεσος χρόνος (έτη) γιά εξέλιξη σε ΟΜΛ 25% των ασθενών

Αριθμός
ασθ.

Χαμηλού
κίνδυνου

Ενδιαμέσου
κινδύνου-1

Ενδιαμέσου
κινδυνου-2

Υψηλού
κινδύνου

Συνολικός αρ. ασθ. 759 235 (31%) 295 (39%) 171 (22%) 58 (8%)

Διάμεσος χρόνος (έτη) 9.4 3,3 1.1 0,2
Ηλικία £60 187 (15%) >9.4 6,9 0,7 0,2

>60 572 9,4 17 1.3 0,2
£70 414 (55%) >9,4 5,5 1,0 0,2
>70 345 >5,8 12 1,4 0,4

Θ ερ α π εία

Η συνήθως μεγάλη ηλικία των ασθενών με ΜΔΣ, η άλληλοεπικάλυψη 
των νοσημάτιυν αυτών με άλλα νεοπλασματικά νοσήματα του αρχε'γονου 
αιμοποιητικού κυττάρου, καθώς και η ποικίλη κλινική τους εικόνα δη
μιούργησε δυσκολίες στην θεραπευτική τους προσέγγιση. Η καλύτερη κα
τανόηση της παθογένειας και της βιολογίας των ΜΔΣ, η αναγνώριση προ
γνωστικών δεικτοίν και η ανάπτυξη νέων θεραπευτικών παραγόντων θα ο
δηγήσει σε καλύτερη αντιμετοίπιση στο μέλλον.

Θεραπευτικά διλήμματα
Αρκετά διλήμματα υπάρχουν όσον αφορά την θεραπεία των ΜΔΣ και 

συγκεκριμένα ποιόν ασθενή, πότε, και πως να θεραπεύσουμε. Η κατά
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FAB ταξινόμηση συνέβαλε στην αναγνώριση διακριτιυν προγνιοστικά υ
ποομάδων των ΜΔΣ. Οι διαφορές στην επιβίωση και στα κλινικά χαρα
κτηριστικά μέσα στις υποομάδες της FAB ταξινόμησης απέδειξαν ότι ο α
ριθμός των βλαστών μόνον, είναι ανεπαρκής για τον καθορισμό του κινδύ
νου εκτροπής. Αντίθετα το διεθνές προγνωστικό scoring σύστημα (IPSS), 
που πρόσφατα ανακοινώθηκε και το οποίο συμπεριλαμβάνει τον αριθμό 
των βλαστών, τον καρυότυπο και τον αριθμό των κυτταροπενιών, φαίνεται 
να προβλέπει με μεγαλύτερη ακρίβεια τόσο την επιβίωση όσο και τον κίν
δυνο μετατροπής σε οξεία λευχαιμία και βοηθάει στην αναγνώριση ασθε
νών που θα επωφεληθούν από την θεραπεία.

Τα ΜΔΣ προέρχονται από μία σταδιακή άθροιση γενετικιυν βλαβών 
του αρχέγονου αιμοποιητικού κυττάρου (stem cell). Έχει αποδειχθεί ότι οι 
πρώιμες γενετικές βλάβες οδηγούν σε αυξημένη απόπτωση τιον προγονι
κών κυττάρων με αποτέλεσμα περιφερικές κυτταροπενίες119. Αντίθετα η 
λευχαιμική εξέλιξη προέρχεται από γεγονότα που εμποδίζουν το προ
γραμματισμένο κυτταρικό θάνατο120. Επομένως η θεραπεία στα αρχικά 
στάδια σκοπό έχει την μείωση της αυξημένης απόπτωσης και την προαγω
γή της διαφοροποίησης, ενώ στα προχωρημένα στάδια απαιτείται θερα
πεία που θα εξαφανίσει τον νεοπλασματικό κλώνο.

Υποστηρικτική αγωγή
Οι μεταγγίσεις ερυθρών αιμοσφαιρίων αποτελούν την πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενη και απαραίτητη για την διατήρηση στη ζωή πολλιον α
σθενών με ΜΔΣ θεραπεία. Είναι αναγκαία η ανάπτυξη προγράμματος με
τάγγισης, ώστε να διατηρείται η ποιότητα της ζωής και ο ασθενής να είναι 
ελεύθερος συμπτωμάτων αναιμίας. Οι πολλαπλές μεταγγίσεις οδηγούν σύ
ντομα σε υπερφόρτιοση με σίδηρο και ενδείκνυται αποσιδήρωση με δε- 
σφερριοξαμίνη σε πολλούς ασθενείς για την πρόληψη της επιβάρυνσης 
καρδιακής λειτουργίας και των υπολοίπιον οργάνων. Η ουδετεροπενία 
μπορεί να δημιουργήσει προβλήματα, με τις επαναλαμβανόμενες λοιμώ
ξεις, που πρέπει να θεραπεύονται έγκαιρα και με μεγάλη ακρίβεια, ενώ 
και η προφυλακτική αντιβίιυση είναι απαραίτητη σε ορισμένες περιπτώ
σεις. Η θρομβοπενία είναι το μεγαλύτερο πρόβλημα, γιατί προς το παρόν 
δεν υπάρχει αποτελεσματική θεραπεία, εκτός από τις μεταγγίσεις αιμοπε
ταλίων όταν κρίνεται απαραίτητο.

Αιμοποιητικοί αυξητικοϊ^ταράγοντες
Η παθολογική ανάπτυξη και η αυξημένη απόπτωση των προγονικών
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κιπτάρων των ΜΔΣ οφείλεται πιθανόν στην σχετική ανεπάρκεια ή στην ε
λαττωμένη ανταπόκριση σε τροφικούς παράγοντες ή σε διαταραχή της ι
σορροπίας μεταξύ παραγόντων που προάγουν και αυτών που καταστέλ
λουν την αιμοποίηση. Αυξημένες συγκεντριόσεις ανασυνδυασμένων αιμο- 
ποιητικών παραγόντων αυξάνουν in vitro την επιβίωση και την διαφορο
ποίηση των προγονικών κυττάρων των ΜΔΣ. Έχει αποδειχΟεί από μελέτες 
ότι τόσο ο παράγοντας που διεγείρει τον σχηματισμό αποικιιόν κοκκιοκυτ
τάρων (granulocyte colony-stimulating factor. G-CSF), όσο και ο παράγο
ντας που διεγείρει τον σχηματισμό αποικιιόν κοκκιοκυττάρων-μακροφά- 
γων (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) αυξά
νουν in vitro την ανάπτυξη αποικιιόν της μυελικής σειράς (Colony Forming 
Unit-Granulocyte Macrophage, CFU-GM), ελαττώνουν την απόπτωση και 
βελτιώνουν τον αριθμό και την λειτουργία των κοκκιοκυττάρων στο 76- 
90% των ασθενιόν με ΜΔΣ121. Η προσθήκη του παράγοντα διαφοροποίη
σης, ρετινοϊκό οξύ (all-trans retinoid acid. ATRA) μπορεί να βελτιώσει 
περαιτέρω την ανταπόκριση1 Δυστυχώς όμως η δράση αυτών των κυτ-
ταροκινιόν περιορίζεται μόνο στην κοκκιώδη σειρά. Δεν επηρεάζουν την 
αιμοσφαιρίνη, ενώ προκαλούν και σημαντική μείωση των αιμοπεταλίων. 
Επιπλέον μεγάλες κλινικές μελέτες δεν έδειξαν αύξηση της επιβίωσης124' 
Ι3<1. Κατ’ αναλογία η χορήγηση πολυδύναμων αιμοποιητικών κυτταροκινών, 
όπως η ιντερλευκίνη-3 (IL-3) και η ιντερλευκίνη-6 μόνες τους ή σε συν
δυασμό με G-CSF/GM-CSF είχαν απογοητευτικά αποτελέσματα και συ
χνά συνοδεύονταν από σημαντική τοξικότητα.

Η Ερυθροποιητίνη, ένας φυσιολογικός διεγέρτης της αιμοποίησης, 
βελτιώνει την αναιμία στο 15-30% των ασθενιόν με ΜΔΣ1'11'1'12. Η ανταπό
κριση συνήθως παρατηρείται τις οκτώ πρώτες εβδομάδες της θεραπείας 
και αφορά ασθενείς με ελάχιστες προ θεραπείας ανάγκες σε μεταγγίσεις, 
επίπεδα ερυθροποιητίνης μικρότερα από 200U/L και FAB υπότυπο άλλο 
εκτός RARS1'13’134'115. In vitro μελέτες δείχνουν ότι η προσθήκη μυελοειδών 
αυξητικών παραγόντων, λόγο) συνεργικής δράσης με την Ερο, αυξάνουν 
την ανταπόκριση σ’ αυτήν. Και οι κλινικές μελέτες που χρησιμοποίησαν 
ΕΡΟ σε συνδυασμό με G-CSF ή GM-CSF έδειξαν βελτίωση στα επίπεδα 
της αιμοσφαιρίνης και/ ή μείωση των αναγκών σε μεταγγίσεις στο 9-52% 
των ασθενιόν με μέση διάρκεια ανταπόκρισης 11-24 μήνεςΙ3Μ4°. Επιπλέον 
σημαντικό είναι ότι η προσθήκη του G-CSF προκάλεσε ανταπόκριση σε έ
να ποσοστό ασθενιόν που δεν οφελήθηκαν από την ΕΡΟ μόνο, ιδιαίτερα 
σε ασθενείς με RARS. Σε μία πρόσφατη πολυπαραγοντική μελέτη η χαμη-
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λή Ερυθροποιητίνη ορού και οι μειωμένες ανάγκες για μεταγγίσεις προ 
θεραπείας αποδείχθηκαν οι κυριότεροι δείκτες ανταπόκρισης141. Άλλοι 
προγνωστικοί δείκτες είναι ο υψηλός αριθμός δικτυοερυθροκυττάρων, φυ
σιολογικός καρυότυπος, χαμηλός παράγοντας νέκριοσης όγκου (tumor 
necrosis factor, TNF-α) στον ορό και αυξημένοι ερυθροβλάστες μυελού. 
Σε αντίθεση με την θεραπεία με Ερο μόνον, η ανταπόκριση στον συνδυα
σμό Ερο και G-CSF των ασθενών με RARS ήταν ανάλογη της ανταπόκρι
σης των ασθενών με τους άλλους υποτύπους της FAB.

Φυσιολογικά η ΕΡΟ ασκεί την δράση της μέσω αναστολής της από
πτωσης και της προαγωγής της διαφοροποίησης της προγονικιυν κυττάρων 
της ερυθρός σειράς. Παρόμοια και ο συνδυασμός G-CSF και ΕΡΟ μειώνει 
σημαντικά στον μυελό τα αποπτιοτικά κύτταρα. Κανένας αυξητικός παρά
γοντας δεν επηρέασε την συχνότητα λευχαιμικής εκτροπής.

Τροφικοί και διαφοροποιητικοί παράγοντες
Η 5-αζακυτιδίνη (5-Aza) και η 5-αζα-2-δεοξυκυτιδίνη είναι ανάλογα 

της πυριμιδίνης και αναστέλλουν την δραστηριότητα της DNA μεθυλο- 
τρανσφεράσης. Βελτιώνουν την μυελοδυσπλαστική αιμοποίηση, αναστέλ
λοντας την μεθυλίωση του παθολογικού γονίδιου και επιτρέποντας την 
κυτταρική διαφοροποίηση. Οι μελέτες με 5-Aza στα-ΜΔΣ, έχουν γίνει μέ
χρι σήμερα μόνο σε ασθενείς με υψηλού κινδύνου ΜΔΣ. Περισσότεροι α
πό το 63% των ασθενών παρουσίασαν βελτίωση των τιμών του περιφερι
κού αίματος και/ή κυτταρογενετική ανταπόκριση. Επιπλέον μία μεγάλη 
προοπτική καιτυχαιοποιημένη μελέτη φάσης III, που έγινε από την Ομάδα 
Cancer and Leukemia απέδειξε ότι οι ασθενείς που είχαν θεραπευθεί με 
5-Aza είχαν σημαντικά μικρότερη πιθανότητα εκτροπής σε ΟΜΑ και με
γαλύτερο χρονικό διάστημα έως την λευχαιμική εκτροπή ή τον θάνατο συ- 
γκρινόμενοι με την ομάδα ελέγχου142,143. Βελτιώθηκε επίσης η ποιότητα της 
ζωής σε αυτούς που ελάμβαναν 5-Aza144. Η κυριότερη επιπλοκή της 5-Aza,' 
που είναι η μυελοκαταστολή, περιορίζει την χρήση της σε ασθενείς με χα
μηλού κινδύνου ΜΔΣ και δημιουργεί το ερώτημα αν η δράση της οφείλε
ται στην διαφοροποίηση ή στην καταστολή του κλώνου.

Το φαινυλοβουτυρικό Νάτριο (Sodium phenylbutyrate), μία αρωματι
κή βραχεία άλυσος λιπαρο&ν οξέων, έχει ικανότητα διαφοροποίησης της 
λευχαιμίας και των κυτταρικών σειρών στερειόν όγκων. Ο ακριβής μηχα
νισμός δράσης δεν είναι γχ ο̂στός, αν και φαίνεται ότι επηρεάζει την μετα- 
γραφική ρύθμιση της έκφρέί&ης των γονιδίων, μέσω της αναστολής της με- 
θυλίωσης του DNA και της αποακετυλίωσης της ιστόνης. Σε μία μελέτη
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φάσης I 17/27 (63%) ασθενείς με ΜΔΣ ή ΟΜΛ παρουσίασαν βελτίυκτη 
του αριθμού των πολυμορφοπυρήνων και αύξηση του αριθμού των αιμοπε
ταλίων145. Σε εξέλιξη βρίσκεται τώρα η μελέτη φάσης II.

Η Αμιφοστίνη, ένα προ-ψάρμακο που ενεργοποιείται από την αλκα
λική φωσφατάση της μεμβράνης για να μετατραπεί σε αμινοΟιόλη WR- 
1065, αυξάνει in vitro την ανάπτυξη των φυσιολογικών και των ΜΔΣ πο
λυδύναμων προγονικιόν κυττάρων και αιτούν της ερυΟράς σειράς και ελατ- 
τιόνει την αναλογία των CD34+ κιττάρων που βρίσκομαι σε απόπτυκτη. Η 
δράση των μεταβολιτούν της αμιψοστίνης φαίνεται ότι Οφείλεται στην ο
μοιότητά τους με τις πολυαμίνες, οι οποίες συνδέονται με το DNA και 
ρυθμίζουν την κυτταρική παραγωγή και διαφοροποίηση. Η αμιφοστίνη ε
πίσης μειώνει την έκκριση προ-αποπτωτικών κυτταροκινών TNF-α και IL- 
lb από το στρούμα. Οι αρχικές μελέτες φάσης Ι/1Ι που έδειξαν βελτίοκτη 
της in vitro ανάπτυξης αποικούν και αιματολογική ανταπόκριση σε 15/18 
ασθενείς (83%) που έλαβαν αμιφοστίνη14Λ δεν επιβεβαιούθηκαν σε όλες τις 
μελέτες που ακολούθησαν147.

Χαμηλής έντασι/ς χημειοθεραπεία
Η συνεχής καταστολή του μυελοδυσπλαστικού κλούνου, με χημειοθε

ραπεία χαμηλής έντασης, αποτελεί μία ελκυστική θεραπευτική στρατηγική, 
στους προχωρημένους κατά FAB υπότυπους ΜΔΣ, ιδιαίτερα σε ηλικιωμέ
να άτομα που συνοδεύονται και με άλλους επιβαρυντικούς παράγοντες. 
Θεραπεία με χαμηλή δόση Αρασυτίνης προκάλεσε ανταπόκριση στο 10- 
25% τοτν ασθενούν με ΜΔΣ ή ΟΜΛ δευτερογενή μετά ΜΔΣ14"'152. Προ
γνωστικοί δείκτες ανταπόκρισης είναι ο φυσιολογικός αριθμός αιμοπετα
λίων πριν την θεραπεία και ο φυσιολογικός καρυότυπος. Μία μεγάλη τυ- 
χαιοποιημένη μελέτη έδειξε ότι η επιβίωση των ασθενών με ΜΔΣ που πή
ραν χαμηλή δόση Αρασυτίνης δεν ήταν μεγαλύτερη αυτών που έλαβαν μό
νο υποστηρικτική αγωγή15'7. Η προσθήκη GM-CSF και IL-3 δεν βελτίωσε 
την ανταπόκριση154'15'’. Ανάλογα αποτελέσματα είχε και η χαμηλή δόση 
ανθρακυκλινυύν. Η θεραπεία με χαμηλή δόση μελφαλάνης από του στόμα
τος είχε σαν αποτέλεσμα πλήρη αιματολογική ανταπόκριση στο ένα τρίτο 
των ηλικιωμένων ασθενών με ενδιαμέσου-2 προς υψηλού κινδύνου ΜΔΣ, 
ειδικά σε περιπτώσεις με φυσιολογικό καρυότυπο και φυσιολογικό έως υ- 
ποκυτταρικό μυελό προ θεραπείας157,158. Η τοποτεκάνη, αναστολέας της 
τοποϊσομεράσης I, χορηγούμενη σε 5ημερη συνεχή ενδοφλέβια έγχυση, 
είχε ανταπόκριση στους 26/60 (43%) ασθενείς με RAEB, RAEB-T, ή 
CMML ενώ 19 ασθενείς (32%) είχαν αιματολογική και κυτταρογενετική
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πλήρη ύφεση. Η προσθήκη Αρασυτίνης ιττο παραπάνω σχήμα βελτιώνει 
περαιτέρω την ανταπόκριση |πλήρης ύφεση, 48/86 (56%)| και (ραίνεται ι
διαίτερα αποτελεσματική σε ασθενείς με καρυοτυπικές ανωμαλίες που α
φορούν τα χρωμοσώματα 5, 7 (πλήρης ύφεση, 71%), ή τα δευτερογενή 
ΜΔΣ (πλήρης ύφεση, 72%)IW.

Ασθενείς με CM ML συχνά θεραπεύονται με τα φάρμακα που χρησι
μοποιούνται στα μυελοπαραγωγικά σύνδρομα. Μεγάλη τυχαιοποιημένη 
μελέτη φάσης III έδειξε άτι η υόροξυουρία είχε καλύτερα αποτελέσματα 
(60% ανταπόκριση) από την ετοποοίδη (36%) και η επιβίωση ήταν καλύ
τερη με την πρώτη1"11. Παρολ’ αυτά η μέση επιβίωση με την ,υδροξυουρία ή
ταν μόνο 20 μήνες, που είναι ανάλογη με την επιβίωση των ασθενών χωρίς 

. θεραπεία στις περισσότερες μελέτες.

Τροποποίηση των οδών μεταβίβασης τον μηνύματος απότττωσης
Αρκετές μελέτες έδειξαν ότι η αυξημένη απόπτωση και οι κατά συνέ

πεια αυτής κυτταροπενίες στα πρώιμα ΜΔΣ, κατά ένα μέρος τουλάχιστον 
προκαλούνται από τις κυτταροκίνες της φλεγμονής τον TNF-u, τον μετα- 
τρέποντα αυξητικό παράγοντα-β [transforming growth factor-β (TGF-β)) 
και την ιντερλευκίνη lb (IL-lb).

Η αναστολή της οδού μεταβίβασης του σήματος αυτιόν των κυτταρο- 
κινών, με την χρησιμοποίηση του συνδυασμού της μεΟυλοξανΟίνης πεντο- 
ξυφυλίνης (ΡΤΧ) και της σιπροξυφλοξασίνης, που εμποδίζει τον ηπατικό 
μεταβολισμό της ΡΤΧ, με ή χωρίς δεξαμεΟαζόνη, ελαττώνει σημαντικά τα 
επίπεδα του TNF-α στον μυελό και βελτκόνει τις κυτταροπενίες στους 
18/51 (35%) ασθενείς με ΜΔΣ. Η προσθήκη αμιφοστίνης βελτίιόνει ακόμη 
περισσότερο τα ποσοστά ανταπόκρισης [22/29, (76%)], αν και κανείς α
σθενής, που ΟεραπεύΟηκε με αυτόν τον συνδυασμό, δεν έχει επιτύχει ακό
μη πλήρη ύφεση1"1.

Δεδομένου ότι τα περισσότερα μηνύματα κυτταρικού θανάτου εκτε- 
λούνται μέσω ενός "καταρράκτη" της κασπάσης, η χρήση αναστολέων της 
τελευταίας αποτελεί έναν ελκυστικό μηχανισμό για την μείωση της υπερ
βολικής απόπτωσης στα πρώιμα ΜΔΣ. Πράγματι, η προσθήκη ειδικών α
νασταλτών της κασπάσης-1 και -3 σε καλλιέργειες μυελού ΜΔΣ βελτκόνει 
σημαντικά την ανάπτυξη των προγονικών κυττάρων τόσο της μυελικής, όσο 
και της ερυθρός σειράς. Μεταβολές στην μιτοχονδριακή μεμβράνη, η ο
ποία παίζει σημαντικό ρόλ^^την ρύθμιση της απόπτωσης, μπορούν επίσης 
να ρυθμιστούν φαρμακολογικά. Έτσι η κυκλοσπορίνη Α και το bongkrckic 
acid που εμποδίζουν την διάνοιξη των μιτοχονόριακών πόρων και κατά
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συνέπεια την απόπτοκτη, ίσιος είναι χρήσιμα στα πρώιμα ΜΔΣ, ενώ αντί
θετα οι ενώσεις του αρσενικού ίσιος μπορούν να επηρεάσουν την προχω
ρημένη νάσο, μέσοι της μιτοχονδριακά προκιιλούμενης αναστολής της α
πόχη όσης.

Α νοσοτροποποιητιχοί παράγονης
Η συχνή αλληλοεπικάλυψη μερικιόν μορφών ΜΔΣ με σύνδρομα μυε

λικής ανεπάρκειας όπως η απλαιτπκή αναιμία και η παροξυσμική νυκτερι
νή αιμοσφαιρινουρία (ΡΝΗ) και η αναγνώριση ότι η καταστολή της αιμο- 
ποίησης μπορεί να είναι ανοσολογικής αιτιολογίας, οδήγησε στην εφαρ
μογή ανοσοτροποποιητικής θεραπείας ιπα ΜΔΣ. Η θεραπεία με αντιΟυ- 
μοκυτταρίκή σφαιρίνη (ATG) μπορεί να ελαττιόσει την προκαλούμενη από 
τα CD8+Τ-λεμφοκύτταρα καταστολή της μυελοδυσπλαστικής αιμσποίη- 
ιτης. Στην θεραπεία φαίνονται να ανταποκρίνονται όχι μόνο τα υποπλαστι- 
κά ΜΔΣ, αλλά και η φυσιολογικής ή αυξημένης κυτταροβρίΟειας RA κα- 
Οιός και η RAEB με χαμηλό ποσοστό μυελοβλαστών. Μία μεγάλη, φάσης 
II μελέτη σε ασθενείς με μη-υποπλαστικά ΜΔΣ έδειξε ότι περισσότεροι 
από 50% τιον ασΟενιόν με ΜΔΣ είχαν παρατεταμένη ανταπόκριση με μία 
μόνο συνεδρία ALGIW. Η ανταπόκριση ήταν κλινικά σημαντική, με διακο
πή το)ν αναγκών για μεταγγίσεις. Η διάρκεια των ανταποκρίσεων που έ
χουν παρατηρηθεί μέχρι τώρα ήταν μεγαλύτερη από τρία χρόνια και σε 
ασθενείς με υποτροπή η επαναχορήγηιτη ήταν επιτυχής σε ορισμένες πε- 
ραπώσεις. Δεν παρατηρήθηκε καμία ανταπόκριση σε ασθενείς με RARS, 
γεγονός που περαιτέρω υποστηρίζει την άποψη ότι η RA και η RARS έ
χουν διαφορετική βιολογία. Οι νεώτεροι ασθενείς καΟιίις και ασθενείς με 
ανιχνεύσιμο ΡΝΗ κλώνο ανταποκρίΟηκαν καλύτερα (Ττην θεραπεία. Θετι
κά αποτελέσματα παρατηρήθηκαν επίσης σε ασθενείς με RA με την χορή
γηση κυκλοσπορίνης,ω. Οι περισσότεροι από αυτούς ήταν είχαν υποπλα- 
στικό μυελό και 82% παρουσίασαν βελτίιοση της ερυΟράς σειράς. Υπάρ
χουν αρκετές μελέτες υπό εξέλιξη, που διερευνούν τα αποτελέσματα της 
Τ-κυτταρικής καταστολής ιπα ΜΔΣ και περισσότερα στοιχεία 0α δημοσι- 
ευΟούν τα επόμενα χρόνια.

Ε ντα τικ ή  Θ εραπεία

Η πτιυχή επιβίωση ασθενών με ενδιάμεσου ή υψηλού κινδύνου ΜΔΣ 
έχει αυξήσει την ανάγκη για βελτίωση της θεραπευτικής στρατηγικής, συ- 
μπεριλαμβανομένης της εισαγωγής εντατικής κυτταροτοξικής θεραπείας
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με ή χωρίς υποστήριξη με αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα.

Εντατική Χημειοθεραπεία
Το ΔιεΟνε'ς Προγνωστικό scoring σύστημα οδήγησε στην αναγνώριση 

ασθενών με επιβίωση μικρότερη του ε'τους. Η προσπάθεια βελτίωσης της 
επιβίωσης σε αυτί] την ομάδα υψηλού κινδύνου με σχήματα εντατικής χη- 
μειοθεραπείας είχε σαν αποτε'λεσμα ανταπόκριση σε ποσοστό 15-64%. Τα 
χαμηλότερα ποσοστά πλήρους ύφεσης στα ΜΔΣ, συγκρινόμενα με την dc 
novo ΟΜΑ, πιθανά οφείλονται στην μεγαλύτερη ηλικία, στην υψηλότερη 
συχνότητα κυτταρογενετικών ανωμαλιών μη καλής πρόγνωσης και στην 
αυξημε'νη ε'κφραση αντιγόνων σχετιζόμενων με την αντίσταση στην θερα
πεία. Η πανκυτταροπενία λόγω χημειοθεραπείας είναι συνήθως παρατε- 
ταμε'νη και οι ευκαιριακε'ς λοιμώξεις σχετικά συχνε'ς. Καλοί προγνωστικοί 
παράγοντες ανταπόκρισης στην θεραπεία είναι η νειότερη ηλικία, η διά
γνωση RAEB ή RAEB-T συγκρινόμενη με άλλους FAB υπότυπους, πρω
τογενή ε'ναντι δευτερογενών ΜΔΣ και βραχύτερη διάρκεια νόσου προ- 
θεραπείας. Αντίθετα η ύπαρξη κακής πρόγνωσης καρυότυπου σχετίζεται 
με μειωμένη ανταπόκριση και μειωμένη διάρκεια ύφεσης1'14. Η άποψη ότι 
τα ΜΔΣ σχετίζονται με πτωχή ανταπόκριση στην χημειοθεραπεία (Χ/Θ) 
οδήγησε σε κάποια απροθυμία για την θεραπεία αυτών των ασθενών με 
σχήματα εντατικής Χ/Θ. Διαπιστώθηκε όμως ότι οι ασθενείς με RAEB και 
RAEB-T έχουν τα ίδια ποσοστά πλήρους ύφεσης με αυτά που παρατηρού
νται στην dc novo ΟΜΑ, όταν στην σύγκριση λαμβάνονται υπόψη και οι 
παράγοντες κινδύνου11'5. Κλινικές μελέτες που αφορούν ερευνητικές χη
μειοθεραπείες (φλουνταραμπίνη+ κυταραμπίνη (FA), FA με G-CSF 
(FLAG) ή FLAG με Ινταρουμπισίνη (FLAG-Ida) και τοποτεκάνη με υψη
λή δόση αρασυτίνης) έχουν προκαλέσει ενθαρρυντικές ανταποκρίσεις και 
μπορούν να βοηθήσουν ασθενείς με ΜΔΣ κακής πρόγνωσης1™'1'1*.

Η διατήρηση της ύφεσης μετά την επίτευξη της φαίνεται να είναι μεί- 
ζον πρόβλημα. Η μέση διάρκεια της επιβίωσης χωρίς νόσο σπάνια υπερ
βαίνει τους 12 μήνες. Για τους ασθενείς που επιτυγχάνουν ύφεση, η ηλικία 
φαίνεται να γίνεται λιγότερο σημαντικός προγνωστικός δείκτης τόσο για 
την ολική όσο και για την χωρίς νόσο επιβίωση. Αντίθετα ο κακής πρό
γνωσης καρυότυπος είναι ο κύριος καθοριστικός παράγων πτωχής επιβίω
σης μετά από εντατική Χ/Θ.

Περίπου 15% των ασθενών με ΜΔΣ, που επιτυγχάνουν μερική ή 
πλήρη ύφεση μετά από εντατική Χ/Θ, είναι πιθανόν να επιβιώσουν περισ
σότερο από 5 χρόνια και μερικοί από αυτούς ίσως στην πραγματικότητα
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ΟεραπευΟούν. Οι ασθενείς που επιβκόνουν επί μακράν είναι πιΟανάτερο 
να πάιτχουν απά RAEB-T κατά την διάγνυχτη και να έχουν φυσιολογικά η 
καλής πράγνωσης καρυοτυπικά ευρήματα. Λυτά δείχνει άτι τουλάχιστον 
μελικοί ασθενείς μπορούν να επωφεληΟούν απά την εντατική κυτταρατο- 
ξική θεραπεία1'"17".

Μντημόοχνναη πρσγονιχών κ υ ττά ρ ω ν  

AkXtryt νήζ HiTUfuUr/i vmj πρπγυνιχο'η· κυττάρων
II αλλογενής μεταμάοχευοη αιμοποιητικιόν προγονικών κυττάρων 

(slum cells) μπορεί να οδηγήσει σε παρατεταμένη ελεύθερη νάοου επιβίω- 
ιτη (Disease Free survival (DFS)| και ία<τη σε επιλεγμένη ομάδα ασΟενυιν 
με ΜΑΣ17' ,7'.

Τα αποτελέσματα της αλλο-μεταμάσχηΚιης είναι καλύτερα οε νέους 
αοΟενείς με RA που έχουν λάβει ελάχιστη ή καμία θεραπεία, καΟιός επί- 
οης και <πην ιτταΟερή RAEB. Απά τα αποτελέοματα της Ευρωπαϊκής ομά
δας μετιιμάοχευοης μυελού των οοτιόν (ΓίΒΜΤ) (|>αίνεται άτι η DFS είναι 
46%, 35%, 27% και 0% στα 5 χράνια για την RA/RARS. RAEB, RAEB-T 
και δευτερογενή ΟΜΛ αντάττοιχα'74,7\  ΙΙολυπαραγοντική ανάλυση έδειξε 
άτι η ύπαρξη βλαισών οτον μυελά οε ποοοιττά μεγαλύτερο του 30% επη
ρεάζει αρνητικά την ολική επιβίωση. Οι αοΟενείς που επιτυγχάνουν πλήρη 
ύφιοη, έχουν καλύτερη πορεία απά εκείνους που δεν ανταποκρίνονται 
ιτπ|ν επιθετική Χ/Θ και πολύ λίγοι απά τους δεύτερους επιβιώνουν μετά 
την μεταμάοχευοη. Οι αοΟενείς με ΜΑΣ ή ΟΜΛ που οχετίζονται με προη- 
γηΟείοα χημειο-ακτινοΟεραπεία γενικά έχουν χειράτερη πράγνωοη, ιδιαί- 
τερα μάλιιπα αν δεν μπορεί να επιτευχθεί πλήρης ύφεση με την Χ/Θ εφά- 
δου,

II ομάδα του Seattle ανακοίνωσε τα αποτελέοματα απά 251 αοΟενείς 
με διάμεση παρακολούθηση 3.7 ετών17'’·177. I I DFS ήταν 41% και η συχνά- 
τητα υποτροπής 17%. II 3-ιτής ουχνάτητα ()νηοιμάττ)τας, μη οχετιζάμενης 
με υποτροπή ήταν 42%. Η πολυπαραγοντική ανι'ιλυοη έδειξε πάλι ouv κα
κούς προγνωοτικούς δείκτες, τάοο για την υποτροπή άοο και για τον πριόι* 
μο θάνατο, την μεγάλη ηλικία, την προχωρημένη νάοο, τις καρυοτυπικές 
ανωμαλίες κακής πράγνωοης και την οχετιξάμενη με θεραπεία νάοο. Η μη 
σχετιζάμενη με υποτροπή Ονηοιμάτητα παραμένει απογοητευτικά υψηλή 
έι»ς πολύ υψηλή .

Επιπλέον οι περιοοάτεροι αοΟενείς με ΜΑΣ δεν έχουν συμβατά 
HLA-πανομοιάτυπθίΡυγγενή δάτη,7Η. Τα αποτελέσματα απά την χρησιμο-
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ποίηση εναλλακτικών λύσειον, όπως μερικά συμβατούς οικογενειακούς 
δότες ή φαινοτυπικά συμβατούς μη σχετιζόμενους δότες, παραμένουν μη 
ικανοποιητικά, με θνησιμότητα περίπου 50%. Η πιθανότητα επιβίωσης 
χωρίς νόσο είναι μόλις 18 έως 30% και εξαρτάται κατά κύριο λόγο από 
την ηλικία και το διάστημα μεταξύ διάγνωσης και μεταμόσχευσης179,180. 
Πολλοί ερευνητές θεωρούν τα υψηλά ποσοστά θνησιμότητας μη αποδεκτά.

Ενδείξεις για αλλογενή μεταμόσχευση στα ΜΑΣ
Για τους ασθενείς με υψηλού και ενδιαμέσου-2 κινδύνου ΜΔΣ, που 

έχουν συμβατό αδελφό ή μη συγγενή δότη, η αλλογενής μεταμόσχευση 
(μυελού ή περιφερικών προγονικών κυττάρων) αποτελεί την θεραπεία ε
πιλογής.

Τα καλύτερα αποτελέσματα επιτυγχάνονται σε νεώτερους ασθενείς, 
νωρίς στην πορεία της νόσου, αλλά ειδικά αυτή η ομάδα ασθενιυν (<60, 
RA ή RARS) έχει βάσει της IPSS ανάλυσης διάμεση επιβίωση μεγαλύτερη 
από 11 χρόνια χωρίς θεραπεία. Κατά συνέπεια οι κατηγορίες χαμηλού και 
ενδιαμέσου-1 κινδύνου κατά IPSS δεν αποτελούν ένδειξη για πρώιμη με
ταμόσχευση, εκτός αν υπάρχουν σύνθετες και κακής πρόγνιυσης κυτταρο
γενετικές ανωμαλίες ή μία επικίνδυνη για την ζωή κυτταροπενία.

Μεταμοσχεύσεις από μη συγγενή δότη προς το-παρόν δεν συνιστώ- 
νται σ’ αυτή την κατηγορία. Στις σειρές από το Seattle για τις μεταμοσχεύ
σεις από μη συγγενείς δότες και σε ασθενείς με RA η μη σχετιζόμενη με 
υποτροπή θνησιμότητα στα 2 χρόνια ήταν 46%. Σύμφωνα με το IPSS αυτοί 
οι ασθενείς, αν αφεθούν χωρίς θεραπεία, έχουν 50% πιθανότητα να επι
βιώσουν περισσότερο από 11 χρόνια.

Επιπλέον από τα συνολικά δεδομένα του Seattle φαίνεται ότι από 
τους 241 μεταμοσχευμένους ασθενείς, περισσότεροι από τους μισούς (145) 
ανήκαν στην υψηλού ή ενδιάμεσου-2 κινδύνου ομάδα, πριν από την μετα
μόσχευση και η επιβίωσή τους χωρίς νόσο ήταν μόλις 32 και 24% αντίστοι
χα.

Συμπερασματικά σαφείς συστάσεις για την προημη χρήση αλλογε
νούς μεταμόσχευσης στα ΜΔΣ έξω από καλά ελεγχόμενες και τυχαιο- 
ποιημένες μελέτες δεν μπορούν να γίνουν. Γίνονται προσπάθειες για την 
μείωση της θνησιμότητας από την μεταμόσχευση. Η αντικατάσταση της ι
σχυρής Χ/Θ προ μεταμόσχευσης από ηπιότερα σχήματα ή ολόσωμη ακτι
νοβολία, υποστηριζόμενα aqg έγχυση λεμφοκυττάρων του δότη μπορούν 
να βελτιώσουν την επιβίωσή^σημαντικά. Οι αρχικές δοκιμασίες δείχνουν 
ότι κάτι τέτοιο είναι δυνατόν, αλλά με αποτελέσματα κατώτερα αυτών το)ν
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λεμφωμάτιον.

Αντόλογη μεταμόσχευση
Η δυνατότητα αυτόλο γης μεταμόσχευσης μυελού των οστών ή περι- 

φερικιόν προγονικιόν κυττάρων σε ασθενείς με ενδιαμέσου και υψηλού 
κινδύνου έχει πλέον σήμερα αποδειχΟεί .

Η Ευρωπαϊκή Ένωση Μεταμόσχευσης μυελού έχει στοιχεία για 200 
περίπου ασθενείς που έκαναν αυτόλογη μεταμόσχευση λόγιο ΜΔΣ ή δευ
τερογενούς λευχαιμίας1*2. Έχουν δημοσιευΟεί τα στοιχεία για 79 ασθενείς, 
που μεταμοαχεύΟηκαν στην πριότη πλήρη ύφεση. Η 2-ετής ολική επιβίιυση, 
η επιβίιοση ελεύθερη νόσου και η συχνότητα υποτροπής ήταν αντίστοιχα 
39%, 34% και 64%. Η πλειονότης των ασθενών αυτών είχαν μεταμοσχευ- 
Οεί για δευτερογενή λευχαιμία ή δ-ΜΔΣ και μόνο 19 έκαναν αυτομεταμό
σχευση για πρωτοπαθές RAEB ή RAEB-T. Η επιβίιοση μόνο των δευτέ
ρων ήταν λίγο καλύτερη (46%) από το σύνολο τιον ασΟενιόν. Η σχετιζόμε- 
νη με την μεταμόσχευση θνησιμότητα ήταν χαμηλότερη από 10%.

Τα παραπάνω δεδομένα πρέπει να ερμηνευΟούν με προσοχή. Στην α
νάλυση συμπεριελήφΟηκαν μόνο ασθενείς σε πλήρη ύφεση, ενώ εξαιρέθη
καν όσοι δεν «νάρρωσαν ή ήταν ανθεκτικοί στην Χ/Θ. Επιπλέον δεν υ
πάρχουν στοιχεία για τους ασθενείς με ΜΔΣ, για τους οποίους ήταν αδύ
νατη η συλλογή μυελού (επιμένουσα υποπλασία, ίνιοση, κακή γενική κα
τάσταση κλπ.).

Προκαταρκτικά αποτελέσματα για την επίδραση τιον καρυοτυπικών 
ανωμαλιών στην έκβαση της αυτομεταμόσχευσης επιβεβαιώνουν τα προη
γούμενα στοιχεία της εντατικής Χ/Θ. Η 2ετής επιβίιοση ήταν 52% για τους 
ασθενείς με καλής πρόγνιοσης ή ενδιάμεσου κινδύνου έναντι 28% για τα 
υψηλού κινδύνου ΜΔΣ.

Η συλλογή ικανού αριθμού περιφερικών προγονικιόν κυττάριον (π.χ. 
>106 CD34/kg ή >10s CFU-GM/kg) ήταν δυνατή ακόμη και στα υψηλού 
κινδύνου ΜΔΣ κατά την πρώτη ύφεση μετά Χ/Θ και χορήγηση G-CSF. Η 
έγχυση αυτών των προγονικιόν κυττάριον μετά από μυελοτοξική Χ/Θ έχει 
σαν αποτέλεσμα γρηγορότερη και πληρέστερη αποκατάσταση τιον τιμών 
των κοκκιοκυττάρων και των αιμοπεταλίων1*2.

Οι πρώιμες υποτροπές δεν διαφέρουν από την αυτόλογη μεταμό
σχευση μυελού, ενώ η άμεσα με την μεταμόσχευση σχετιζόμενη θνησιμότη
τα είναι μικρότερη. Δυστυχώς παραμένει η μέγιστη ανησυχία της επιμό- 
λυνσης των περιφερικών προγονικών κυττάρων από κλωνικά κακοήθη 
κύτταρα.
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Προκαταρκτικά αποτελέσματα δείχνουν ότι στα πρώιμα ΜΑΣ (RA ή 
RARS) παραμένει πολυκλωνική αιμοποίηση και πολυκλωνικά προγονικά 
κύτταρα μπορούν να συλλεγούν με αυξητικούς παράγοντες στην σταθερή 
ψάση της νόσου184,185. Στα υψηλού κινδύνου ΜΔΣ κατά την ύφεση μετά α
πό εντατική Χ/Θ μπορούν να συλλεγούν μη-κλωνικά καλοήθη CD34+ 
προγονικά κύτταρα.

Τα αρχικά αποτελέσματα της μεταμόσχευσης περιφερικών προγονι- 
κών κυττάρων δείχνουν ότι η επιβίωση (όχι η DFS) πλησιάζει αυτήν που 
επιτυγχάνεται με αλλογενή μεταμόσχευση και ακόμη υπερβαίνει αυτήν της 
μεταμόσχευσης από μη συγγενείς δότες; γεγονός που οφείλεται στην χα
μηλή θνησιμότητα που σχετίζεται με την μεταμόσχευση.

. _ Η συχνότητα υποτροπής παραμένει το κύριο πρόβλημα. Το αν η με
ταμόσχευση περιφερικών προγονικών κυττάρων θα βελτιώσει την επιβίω
ση σε σχέση με την συμβατική Χ/Θ, υψηλής δόσης παραμένει προς το πα
ρόν αβέβαιο.



Α ΙΜ Ο Π Ο ΙΗ Σ Η

Εισαγω γή

Τα υγιή άτομα χρειάζονται καθημερινά επαρκή παραγωγή ενός τε
ράστιου αριθμού διαφοροποιημένων κυττάριυν αίματος. Τα υ>ριμα'αυτά 
κύτταρα του αίματος προέρχονται από αδιαφοροποίητα αρχέγονα κύτταρα 
(stem cells) και από οχετικά πιο διαφοροποιημένα, προγονικά κύτταρα 
(progenitor cells), μέσο) μιάς σύνθετης σειράς σταδάον διαίρεσης και ο>ρί- 
μανσης, που δεν έχουν ακόμα πλήρο>ς αποοαφηνισΟεί. Η πολυπλοκότητα 
αυτού του συστήματος είναι τεράστια, δεδομένου ότι καθημερινά και ανά 
(ήρα παράγονται στον ανθρώπινο οργανισμό για όλη του την ζωή 1-5x10** 
ερυθρά και 1-5x10*' λευκά κύτταρα του αίματος. Ο μυελός επιπλέον έχει 
την ικανότητα, αφενός να ανταποκρίνεται ταχέως σε οξύ stress (αιμορρα
γία, λοίμιυξη) και αφετέρου να διατηρεί μια δεξαμενή αδιαφοροποίητο>ν 
κυττάρων, από τα οποία προκύπτουν τα ιόριμα κύτταρα. Διαταραχές αυτής 
της διεργασίας εκδηλοΥνονται σαν νοσήματα, μερικές φορές επικίνδυνα 
για την ζωή, όπως απλαστική αναιμία, κυτταροπενίες, λευχαιμίες και άλ
λες μυελοπαραγιυγικές διαταραχές.

Η κατανόηση τυτν πολύπλοκων σχέσεων, που αφορούν την παραγωγή 
κυττάρων του αίματος, έγινε δυνατή με την συνεχιζόμενη βασική έρευνα 
από αιματολόγους, βιολόγους και ανοσολόγους.

Ιστορική  αναδρομή

Στις αρχές του προηγούμενου αιώνα έγινε δεκτή η άποψη ότι η ανα- 
παραγοϊγή των κυττάρων του αίματος ρυθμίζεται από μία σειρά χυμικών 
ουσιών.

Το 1906 οι Ρ. Carnot και G. Dclfande ανακάλυψαν τον πρώτο αιμο- 
ποιητικό αυξητικό παράγοντα, δηλαδή την Ερυθροποιητίνη με την χρήση 
απλών πειραμάτιυν σε ζώα. Δεν υπήρχε καμία αμφιβολία την εποχή εκείνη
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ότι θα ήταν εύκολο να καθοριστούν ανάλογοι παράγοντες για τις άλλες 
κυτταρικές σειρές, αλλά τα γεγονότα αποδείχθηκαν διαφορετικά. Τα επό
μενα 50 χρόνια μετά την ανακάλυψη της ερυθροποιητίνης δεν έγινε καμία 
πρόοδος στον τομέα αυτό.

Σταθμός στην έρευνα της αιμοποίησης ήταν η ανακάλυψη τιον Till και 
Me Cullogh186 το 1961, οι οποίοι ανέπτυξαν ένα in vivo σύστημα αποικούν 
του σπληνός, που αναγνώρισε ένα πολυδύναμο και αυτοανανεούμενο αρ- 
χέγονο κύτταρο του ποντικού, το colony forming unit-spleen (CFU-S). To 
1965-66 οι Pluznik και Sacks (Rehovot)187 και Bradley και Metcalf (Μελ
βούρνη)188 περιέγραψαν ένα in vitro σύστημα αποικούν τις ημίρρευστες 
καλλιέργειες, που οδήγησε στην κατανόηση του ρόλου των αυξητικιύν πα
ραγόντων στην επιβίωση και διαφοροποίηση των αιμοποιητικιύν κυττάρων. 
Στην συνέχεια το 1968 οι Wolf και Trentin189 πρόβαλλαν την σημασία του 
μικροπεριβάλλοντος. Και τέλος το 1971 ο Dexter190 περιέγραψε τις υγρές 
καλλιέργειες, ένα in vitro σύστημα που μιμήθηκε το περιβάλλον του μυε
λού και επέτρεπε την παραγωγή αιμοποιητικών κυττάρων για μήνες.

Ιεραρχία  α ιμοποιητικώ ν κυττάρω ν

Τα πειραματικά μοντέλα που περιγράφηκαν παραπάνω, καθιύς και 
πολλές άλλες μελέτες οδήγησαν σε ορισμένες γενικές απόψεις για την αι- 
μοποίηση. Η δημιουργία των κυττάρων του αίματος είναι αποτέλεσμα μιάς 
σειράς διαιρέσεων κατά τις οποίες επιτελείται ωρίμανση των κυττάροτν. 
Το αιμοποιητικό σύστημα, που δίνει γένεση σε όλα τα κύτταρα του αίμα
τος, μπορεί να θεωρηθεί σαν μία σειρά αλληλοεπικαλυπτόμενα>ν διαμερι-

'  191σματων .
Α. Το διαμέρισμα των αρχέγονων κυττάρων (Stem cells) αποτελείται 

από σπάνια κύτταρα, που έχουν τρία χαρακτηριστικά: α) είναι πολυδύνα
μα (multipotential), έχουν δηλαδή την ικανότητα να δίνουν γένεση σε όλες 
τις κυτταρικές σειρές του αίματος, β) έχουν υψηλή αυτοανεωτική ικανότη
τα, δίνουν δηλαδή γένεση σε πανομοιότυπα με τους εαυτούς τους θυγατρι
κά κύτταρα και γ) μιτωτικά βρίσκονται σε φάση ηρεμίας Go.

Η διεργασία της δέσμευσης (commitment) περιγράφει την μετάβαση 
από το στάδιο των πολυδύναμοί και αυτοανανεούμενων κυττάρου του 
διαμερίσματος Α πον stem cells στο διαμέρισμα Β των προγονικοί δε
σμευμένοι κυττάρου (comjnited progenitors). Η διεργασία δεν έχει πλή
ρως αποσαφηνιστεί, αλλά χαρακτηρίζεται από περιορισμό της ικανότητος 
του stem cell προς διαφοροποίηση και αυτοανανέωση. Το διαμέρισμα των
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προγονικιόν δεσμευμένοι κυττάριυν περιλαμβάνει κύτταρα ικανά για δια
φοροποίηση προς μία και λιγότερο συχνά προς δύο ή περισσότερες σειρές. 
Η δέσμευση περιλαμβάνει την απόκτηση ειδικών υποδοχέοΛ’ αυξητικών 
παραγόντων και απιυλεια άλλων. Τα προγονικά κύτταρα γενικά καθορίζο
νται λειτουργικά, δηλαδή από την ικανότητά τους να σχηματίζουν αποικίες 
σε in vitro συστήματα. Έχουν μικρή μόνο ικανότητα αυτοανανέυκτης και 
περισσότερα κύτταρα βρίσκονται σε μίτυκιη, σε σχέση με το διαμέρισμα 
το)ν stem cells.

Η πλειονότητα των κυττάρων του μυελού ανήκουν στο Γ διαμέρισμα 
Torv πρόδρομων κυττάρων (precursors cells) διαφόρων σειρών. Τα κύτταρα 
αυτά έχουν εύκολα αναγνωρίσιμα μορφολογικά χαρακτηριστικά του πυ
ρήνα και του πρωτοπλάσματος, που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την 
κατάταξή τους σε μία σειρά δέσμευσης. Ο μυελοβλάστης, για παράδειγμα, 
έχει ευδιάκριτα μορφολογικά χαρακτηριστικά που επιτρέπουν την ταξινό
μηση του στην σειρά των κυττάρων που πρόκειται να γίνουν πολυμορφο
πύρηνα. Έχουν μικρή ικανότητα αυτοανανέυκτης, αλλά λόγο) του μεγάλου 
τους αριθμού και της αυξημένης μιτωτικής τους δραστηριότητας, παρατη- 
ρείται αξιοσημείωτη αύξηση του απόλυτου αριθμού τιυν κυττάρων σ’ αυτό 
το διαμέρισμα. Τα αρχέγονα κύτταρα επομένιος έχουν την ικανότητα να 
δίνουν γένεση σε μεγάλο αριθμό προδρόμων κυττάρων, σε κλωνική βάση, 
κατά την μετάβαση από στάδιο του stem cell στο ιόριμο και διαφοροποιη
μένο κύτταρο.

Α πομόνω ση κα ι λειτουργικά  χαρακτηρ ιστικά  των αρχέγονω ν 
α ιμ οπο ιητικώ ν κυττάρω ν

Τα αρχέγονα κύτταρα (stem cells) έχουν καθορισθεί λειτουργικά, α
πό την ικανότητά τους να αποκαθιστούν τόσο την μυελική όσο και την 
λεμφική αιμοποίηση, όταν μεταμοσχεύονται σε ένα δότη. Οι Till και 
McCulloch το 1961 ανέπτυξαν το πρώτο ποσοτικό σύστημα μελέτης του 
stem cell με την έγχυση κυττάριον μυελού από υγιείς επίμυες σε επίμυες α
κτινοβολημένους με θανατηφόρες δόσεις ακτινοβολίας. Η μελέτη τυ>ν stem 
cells στον μυελό είναι δύσκολη λόγω της σπανιότητός τους, της έλλειψης 
μέσων για τον διαχωρισμό τους από άλλα άωρα κύτταρα και την ένδεια 
πρακτικιύν και ποσοτικιόν μεθόδων για τα ανθρώπινα stem cells. Τελευ
ταία έχει γίνει σημαντική πρόοδος σ’ αυτόν τον τομέα και συγκεκριμένα έ
χει επιτευχθεί απομόνωση των stem cells με μεγάλη καθαρότητα με την 
χρήση φυγοκέντρησης που βασίζεται στην διαφορά πυκνότητος (density
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gradient centrifugation), με την σήμανση με αντισώματα, λεκτίνες ή χρω
στικές καθώς και με διαχωρισμό με ειδικά μηχανήματα (cell sorters) μετά 
από ενεργοποίηση με φθορίζουσες ουσίες. Μία άλλη τεχνική είναι η χρή
ση ανοσομαγνητικών σφαιριδίων. Διαχωρισμός των αιμοποιητικιυν stem 
cells μπορεί επίσης να γίνει με την χρήση της έκφρασης του CD34 αντιγό
νου192’193, την έλλειψη έκφρασης του HLA-DR194 και την έλλειψη αντιγό
νων, που εκφράζονται σε πιο ώριμα κύτταρα195. Δυσκολία στην μελέτη του 
ανθρώπινου stem cell αποτελεί η αδυναμία ελέγχου κεκαθαρμένων πλη
θυσμών σε in vivo συστήματα επαναπληθυσμοποίησης μετά μεταμόσχευση. 
Νέα προσέγγιση στο θέμα αυτό αποτελεί η χρήση επίμυων στους οποίους 
μεταμοσχεύονται ανθρώπινα αιμοποιητικά κύτταρα. Αυτά τα μοντέλα συ
μπεριλαμβάνουν τον κλασσικό C.B-17scid/scid επίμυ με σοβαρή συνδυα
σμένη ανοσοανεπάρκεια (severe combined immunodeficiency, SCID), τον 
ανθρωποποιημένο SCID επίμυ, στον οποίο έχουν μεταμοσχευθεί χειρουρ
γικά ανθρώπινοι αιμοποιητικοί ιστοί όπως το ήπαρ, ο θύμος και τμήματα 
οστών και τον transgenic SCID επίμυς που εκφράζει τα γονίδια για την ι- 
ντερλευκίνη-3 (IL-3), τον GM-CSF και τον stem cell factor (SCF). Σε όλα 
αυτά τα μοντέλα μπορεί να εγκαθιδρυθεί η ανθρώπινη αιμοποίηση και να 
εκτιμηθεί η συχνότητα επαναπληθυσμοποίησης, ενώ σε κάποιο βαθμό 
μπορεί να λάβει χώρα πολλαπλασιασμός και διαφοροποίηση. Η απομόνω
ση κεκαθαρμένων ανθρώπινων stem cell αποτελεί πεδίο εντατικής έρευ
νας και ίσως βοηθήσει στην θεραπεία αιμοποιητικιυν νοσημάτιυν, όπως η 
χρόνια μυελογενης λευχαιμία, για την οποία στόχος είναι ο διαχωρισμός 
των φυσιολογικών stem cell από αυτά με την κυτταρογενετική ανωμαλία.

Τα αρχέγονα κύτταρα τόσο τιυν επίμυων όσο και τιυν ανθρώπιυν196 
μπορούν να σχηματίζουν αποικίες σε ημίρρευστα υλικά, καθώς επίσης και 
να διατηρούν την αιμοποίηση σε ειδικές υγρές καλλιέργειες, που περιέ
χουν στρώμα. Έχουν αναπτυχθεί πολλά τέτοια συστήματα, όμως δεν είναι 
σαφής η σχέση μεταξύ των κυττάρων που καθορίζονται από αυτά τα συ
στήματα και των μεταμοσχεύσιμων αιμοποιητικιυν stem cell. Τα πολυδύ
ναμα και μονοδύναμα αιμοποιητικά κύτταρα μπορούν επίσης να μελετη
θούν σε ημίρρευστες καλλιέργειες in vitro, γιατί έχουν την ικανότητα να 
δίνουν γένεση σε αποικίες. Οι αποικίες αυτές των οποίων η δημιουργία 
διεγείρεται από την προσθήκη στις καλλιέργειες αυξητικών ρυθμιστικιυν 
πρωτεϊνιυν (αυξητικοί παράγοντες), αποτελούνται από ιυριμάζοντα κοκ
κιοκύτταρα και μακροφάγ«^[0)1οηγ forming unit-granulocyte/macrophage 
(CFU-GM)], ερυθροκύτταρα [burst forming unit-erythroid (BFU-E) και
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CFU-crythroid (CFU-E)), μεγακαρυοκύτταρα (BFU- και CFU-mcgacaryo- 
cytc (BFU-Mk, CFU-Mk)), και μείγματα όλιον των σειρών (CFU-Mix ή 
CFU-GEMM). Οι αποικίες tow προγονικών κυττάρων περιε'χουν 50 έως
100.000 κύτταρα, τα περισσότερα με ιόριμο φαινότυπο. Επιπλέον τα αρχέ- 
γονα και τα προγονικά κύτταρα του επίμυος και σε μικρότερο βαθμό του 
ανθριόπου μπορούν να καλλιεργηθούν in vitro για παρατεταμένα χρονικά 
διαστήματα σε (πκττήμισα καλλιεργειών, που ονομάζονται μακράς διάρ
κειας μυελικές ή υγρές ή Dexter καλλιέργειες, οι οποίες επιτρέπουν την ά
μεση επαφή μεταξύ αυτιόν των αιμοποιητικιόν κυττάρων και των υποστηρι
κτικών κυττάρων που προέρχονται από την μυελική κοιλότητα. Μία πρό
σφατη τροποποίηση αυπόν των καλλιεργειών αποτελούν οι μακράς διάρ
κειας καλλιέργειες πρωϊμότερων προγονικών κυττάρων [ Long term cul
ture-initiating cells (LTC-IC)]. που επίσης επιτρέπουν την ακριβή μέτρηση 
της συχνότητας τον πριυϊμότερων προγονικών κυττάρων που είναι υπεύθυ
να για την διατήρηση της αιμοποίησης σε τέτοιες καλλιέργειες (initiating 
cells).

Δ έσμευση

Οι παράγοντες που ρυθμίζουν τον πολλαπλασιασμό, την διαφοροποί
ηση και την δέσμευση σε μία σειρά τον αιμοποιητικιόν κυττάρον παραμέ
νουν άγνωστοι. Οι θεωρίες για την συμπεριφορά του stem cell συμπερι
λαμβάνουν το στοχαστικό μοντέλο1,7 σύμφωνα με το οποίο η αυτοανανέω
ση έναντι της διαφοροποίησης του stem cell βασίζεται στην πιθανότητα, 
και το μοντέλο του μικροπεριβάλλοντος18'*, το οποίο συνδέει την δέσμευση 
με τοπικά μηνύματα από το μικροπεριβάλλον. Αν η ικανότητα αυτοανανέ
ωσης των stem cell ήταν απεριόριστη, τότε θα μπορούσαν πιθανόν να λει
τουργούν για όλη την ζωή του ατόμου. Η αθανασία των stem cell θα είχε 
σαν αποτέλεσμα σταθερότητα της κλωνικής σύνθεσης του αιμοποιητικού 
συστήματος ενός ζώου. Από την άλλη πλευρά η ικανότητα αυτοανανέιυσης 
των stem cell θα μπορούσε να είναι πολύ περισσότερο περιορισμένη. Υπό 
αυτές τις συνθήκες μόνο ένα τμήμα του ολικού πληθυσμού των stem cell θα 
ήταν ενεργό σε δεδομένη στιγμή, και νέα stem cell θα χρειαζόταν να συ
νεισφέρουν στην ενεργό παραγωγή κυττάρων του αίματος, με την αντικα
τάσταση των κύτταρων που πέθαιναν. Αυτή η συνεχής αλλαγή του πληθυ
σμού τοιν ενεργιυν stem cell θα οδηγούσε πιθανά σε αλλαγές της κλωνικής 
σύνθεσης των αιμοποιητικιόν σειρών με την πάροδο του χρόνου. Η αιμο- 
ποίηση θα διατηρούνταν από μία διαδοχή βραχείας ζωής κλιύνων (μοντέλο



61

κλωνικής διάδοχης). Η άποψη αυτή τιον βραχείας-ζωής stem cell υποστη
ρίζεται από το εύρημα ότι το αιμοποιητικό σύστημα ακτινοβολημένων και 
επαναπληθυσμοποιημένιον ζώων παρουσιάζει κλιυνικές αλλαγές με την 
πάροδο του χρόνου. Εξίσου πειστικά ευρήματα δείχνουν ότι τουλάχιστον 
ένας υποπληθυσμός stem cell ζουν και λειτουργούν για μεγάλο χρονικό 
διάστημα και μπορούν να πολλαπλασιαστούν και να αυξηθούν (expand) 
κλωνικά κατά την αναγέννηση ενός νέου αιμοποιητικού συστήματος. Πρό
σφατα αποδείχθηκε ότι stem cell προερχόμενα από διαφορετικά στάδια ε
ξέλιξης λειτουργούν με διαφορετικό τρόπο, γεγονός που δείχνει ότι πιθα
νά παράγοντες ενδογενείς στο stem cell ίσιος ρυθμίζουν την μοίρα του. Η 
επιβίιοση και η διαφοροποίηση των αιμοποιητικών κυττάριον επηρεάζεται 
από γλυκοπριοτεΐνες, που ονομάζονται κυτταροκίνες ή αυξητικοί παράγο
ντες και διεγείρουν την διαίρεση και την επιβίιοση των κυττάριον,ΜΚ. Οι αυ
ξητικοί παράγοντες, που είναι απαραίτητοι για την επιβίιοση τιον stem cell 
και την αύξηση τιον προγονικών κυττάριον in vitro συμπεριλαμβάνουν τον 
παράγοντα Steel (που ονομάζεται αλλιιος stem cell factor ή kit-ligand), την
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ιντερλευκίνη-l (IL-1), την IL-6 και πιθανάτην 1L-11, τον G-CSF τον πα
ράγοντα τον αναστέλλοντα την λευχαιμία (leukemia inhibitor factor, 
LIF)200 και την θρομβοποιητίνη.

Α ιμοποιητικό μ ικροπεριβάλλον

Η αιμοποίηση συμβαίνει μέσα σε ένα σύνθετο περιβάλλον στην μυε
λική κοιλότητα των ενηλίκιον, στο εμβρυϊκό ήπαρ201, και στον λεκιθικό α- 
σκό202,203 του αναπτυσσόμενου εμβρύου204. Πολλά από τα κύτταρα που α
ποτελούν το μικροπεριβάλλον δεν προέρχονται από τα αιμοποιητικό stem 
cells. Τα αιμοποιητικό κύτταρα αναπτύσσονται σε περιοχές που ονομάζο
νται "περιοχές πλακόστρωτου" (cobblestone areas)205. Τα κύτταρα του δι
κτύου (reticular) βρίσκονται στην αντίθετη προς τον αυλό επιφάνεια τιον 
ενδοθηλιακιυν κυττάριον τιον φλεβιόν που διαπερνούν την μυελική κοιλότη
τα206 και παρέχουν ένα δίκτυο για την υποστήριξη της ανάπτυξης τιον κυτ- 
τάρων του αίματος. Τα κύτταρα του δικτύου και τα λιποκύτταρα παράγουν 
τόσο διαλυτούς, όσο και συνδεόμενους με την μεμβράνη αυξητικούς παρά- 
γοντες ’ Επιπρόσθετα αυτά τα κύτταρα αντιδρούν στα αιμοποιητικό 
stress με μεταβολή του όγκου τους: διαταραχή της αιμοποίησης σχετίζεται 
με αυξημένη συσσώρευση^εγκλείστιυν λίπους και στα δυο είδη κυττάριον, 
ενώ η αυξημένη αιμοποίηάί) συνοδεύεται από μείιυση των κενοτοπίιυν λί
πους και κατά συνέπεια αύξηση του χώρου για τα αιμοποιητικό κύττα-
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ρα21*. Τα μακροφάγα και οι οστεοκλάστες, κύτταρα προερχόμενα από τα 
αιμοποιητικά προγονικά κύτταρα, καΟο'κ επίσης και οι οστεοβλάστες παί
ζουν σημαντικό ρόλο στο μικροπεριβάλλον. Αρκετές θεωρίες που αφο
ρούν τον φυσιολογικό ρόλο του μικροπεριβάλλοντος στην ρύθμιση της ατ
μοποίησης έχουν προταθεί (πίνακας 5) και βρίσκονται υπό έρευνα.

Πίνακας 5. Πιθανοί ρόλοι μιχροπΓριβ(Μο\'τος στην αιμοποίηω/

1) Αμεση επικοινωνία μέσω στενές κύτταρο προς κύτταρο επαφής.

2) Σταθεροποίηση αυξητικιόν παραγόντο>ν, μέσο) της σύνδεσης τους με μόρια 
του εξωκιπτάριου στρώματος ή των μεμβρανικών προιτεϊνών.

3) Παραγοίγή θετικών ή αρνητικών ρυθμιστούν της αιμοποίησης.

4) Σι*νύπαρξη αυξητικοί παραγόντιον και αιμοπόιηηκοιν κυττάροητ σε μία πε- 
ριορισμένη περιοχή. έτσι ο'κττε τροποποιήσεις υποδοχέων να γίνονται από 
μικρές ποσότητες κυτταροκινιόν.

ΒΙΟΛΟΓΙΑ Τ Η Σ  Ε ΡΥ Θ Ρ Ο Π Ο ΙΗ Σ Η Σ , Δ ΙΑ Φ Ο ΡΟ Π Ο ΙΗ ΣΗ  ΚΑΙ 
Ω ΡΙΜ Α Ν ΣΗ  Τ Η Σ  ΕΡΥ Θ ΡΑΣ Σ Ε ΙΡΑ Σ

Η ερυθροποίηση, δηλαδή η παραγωγή ερυΟροκυττάριον, είναι μία 
δυναμική και εξαιρετικά ρυθμισμένη διεργασία. Τα ιόριμα ερυΟροκύπαρα 
αποτελούν την τελική φάση μιάς σύνθετης, αλλά καλά οργανιομένης σει
ράς γενετικών γεγονότων, που αρχίζουν από τη στιγμή που το πολυδύνα- 
μο-στελεχιαίο προγονικό κύτταρο του μυελού (stem ccl!) δεσμεύεται ώστε 
να εκφράσει το πρόγραμμα της ερυθρός σειράς2'". Αυτό συμβαίνει μετά 
από αρκετές διαιρέσεις, σ’ έναν πολύ αυξημένο πληθυσμό ερυθροκυττά- 
ρων, τα οποία έχουν χαρακτηριστική μορφολογία και λειτουργία. Τα ωρι- 
μάζοντα αυτά κύτταρα είναι τα πρόδρομα κύτταρα της ερυθρός σειράς και 
τα δικτυοερυθροκυτταρα. Τα τελικά διαφοροποιημένα κύτταρα έχουν πε
ριορισμένη διάρκεια ζωής και γι’ αυτό αναπληρώνονται συνεχώς από τα 
πρωϊμότερα διαμερίσματα των προγονικών κυττάρων, που έχουν ανεπι
στρεπτί δεσμευθεί στην έκφραση του φαινοτύπου της ερυθράς σειράς. Ο 
πολλαπλασιασμός και η ιυρίμανση των προγονικών κυττάρων λαμβάνει 
χώρα σε συγκεκριμένες ανατομικές θέσεις, όπου έρχονται σε επαφή με 
άλλα κύτταρα που αποτελούν το μικροπεριβάλλον τους. Εκεί η ανάπτυξη 
της ερυθράς σειράς επηρεάζεται από τις κυτταροκίνες, οι οποίες είτε πα-
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ράγονται από τα κύτταρα του μικροπεριβάλλοντος, είτε παράγονται αλλού 
και στην συνέχεια δεσμεύονται στην εξιοκυττάρια ουσία του στρώματος.

Διαμέρισμα προγονικών κυττάρω ν ερυθρός σειράς

Το διαμέρισμα προγονικών κυττάρων της ερυθρός σειράς, που λει
τουργικά βρίσκεται μεταξύ του πολυδύναμου stem cell και των μορφολο- 
γικά αναγνωρίσιμων προδρόμων κυττάρων της ερυθρός σειράς, περιέχει 
μία σειρά κυττάρων με πατρική-προς-απόγονο σχέση που όλα είναι στα
θερά δεσμευμένα στην ερυθρά σειρά. Ο ακριβής τρόπος με τον οποίο γί
νεται η δέσμευση σε μοριακό ή βιοχημικό επίπεδο δεν είναι γνιοστός. 
Στοιχεία από τις καλλιέργειες in vitro και από την μελέτη λευχαιμικοί 
κΰττάρο)ν οδήγησε στην υπόθεση ότι η δέσμευση σε μία σειρά δεν επιτυγ
χάνεται με απόκτηση νέων γενετικών πληροφορίαν, αλλά με περιορισμό 
σε ένα μόνο πρόγραμμα από ένα ευρύτερο άθροισμα πληροφορίαν που έ
χει το πολυδύναμο κύτταρο210’211. Πρόσφατες πληροφορίες από την μορια
κή βιολογία υποστηρίζουν αυτή την άποψη.

Τα προγονικά κύτταρα είναι σπάνια και δύσκολα απομονώνονται σε 
ικανοποιητικό αριθμό για μελέτη. Η ύπαρξή τους και τα χαρακτηριστικά 
τους συμπεραίνονται από την ικανότητά τους να δίνουν γένεση σε αιμο- 
σφαιρινοποιημένους απογόνους in vitro, σε κλωνικές καλλιέργειες της ε
ρυθρός σειράς. Μέσιο αυτής της προσέγγισης δύο ομάδες προγονικόν κυτ
τάρων έχουν αναγνωριστεί, τα BFU-E και τα CFU-E212. Η πρώτη πιο αρ- 
χέγονη ομάδα αποτελείται από τα BFU-E (Burst Forming Unit -Ery- 
throid), που ονομάστηκαν έτσι από την ικανότητά τους να δίνουν γένεση 
σε αποικίες με πολλά αθροίσματα κυττάρων (erythroid bursts) που περιέ
χουν αιμοσφαιρίνη. Τα BFU-E αποτελούν τα προ/ίμότερα προγονικά κύτ
ταρα, δεσμευμένα αποκλειστικά στην διαφοροποίηση της ερυθρός σειράς 
και αποτελούν μία δεξαμενή σε φάση ηρεμίας, γιατί σε δεδομένη στιγμή* 
μόνο το 10-20% από αυτά είναι σε κύκλο. Παρολ’ αυτά μόλις διεγερθούν 
για να πολλαπλασιαστούν, παρουσία των απαραίτητων κυτταροκινών, επι
δεικνύουν σημαντική ικανότητα πολλαπλασιασμού in vitro και δίνουν γέ
νεση σε αποικίες με περισσότερα ή ίσα με 30.000-40.000 κύτταρα, που αι- 
μοσφαιρινοποιούνται πλήρως μετά από 2-4 εβδομάδες, με την μεγαλύτερη 
συχνότητα στις 14-16 μέρες. Αναγνωρίστηκαν για πρώτη φορά μέσο) in 
vitro καλλιεργειών σε τρία διαφορετικά καλλιεργητικά συστήματα: καλ
λιέργειες πήγματος ινικής α!̂ 5 τον Stephenson213, σε ημίρρευστες καλλιέρ
γειες μεθυλοκυτταρίνης από τους Gregory και Eaves214, και σε καλλιέρ-
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γειες σε άγαρ από τους Metcalf και Moore215. Τα BFU-E αρχικά και για 3- 
7 ημε'ρες διαιρούνται και μετακινούνται, ιόστε το καθένα να δίνει γένεση 
σε 2-64 κύτταρα ανεξάρτητα μεταξύ τους και εγκαθιστάμενα το ένα κοντά 
στο άλλο. Τις επόμενες 10-14 ημέρες αυτά, καθηλωμένα πλέον στην θέση 
τους, διαιρούνται και διαφοροποιούνται και με τον εμπλουτισμό τους σε 
αιμοσφαιρίνη αποκτούν σταδιακά την μορφολογία των ερυΟροκυττάρων 
στην χριόση Wright-Giemsa. Η τελική εμφάνιση μιάς αποικίας που προέρ
χεται από ένα BFU-E είναι ένα σύνολο αλληλοεπικαλυπτομένων μεταξύ 
τους αποικιών. Τα BFU-E κύτταρα μορφολογικά είναι βλάστες μεγάλου 
μεγέθους με πολλά πυρήνια, βαθύ κυανούν πρωτόπλασμα και διαυγή πε- 
ριπυρηνική άλω21'*. Κατά το διάστημα της μετακίνησής τους εμφανίζουν 
μικρά ψευδοπόδια στην επιφάνειά τους217""*. Έχουν επίσης περιορισμένη 
ικανότητα αυτοανανέωσης2 ,q. εφόσον τουλάχιστον μία υποομάδα των 
BFU-E είναι ικανή να διόσει γένεση σε δευτερογενείς αποικίες (bursts) 
μετά από επανακαλλιέργεια (rcplating). Η αναλογία των BFU-E στον 
μυελό των οστών υπολογίζεται σε 40-120 ανά 105 εμπύρηνα κύτταρα.

Εντός 6-8 ημερών τα BFU-E πολλαπλασιάζονται και διαφοροποιού
νται σε CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid)22'*"222. Τα περισσότερα 
(60-80%) από αυτά τα προγονικά κύτταρα είναι σε κύκλο και έτσι πολλα- 
πλασιάζονται αμέσως μετά την έναρξη της καλλιέργειας και δίνουν γένεση 
σε αποικίες σε 7 μέρες. Τα CFU-E είναι πιο διαφοροποιημένα από τα 
BFU-E, γι’ αυτό χρειάζονται λιγότερες διαιρέσεις για να δημιουργήσουν 
αποικίες αιμοσφαιρινοποιημένων κυττάρων in vitro σε καλλιέργειες και οι 
αποικίες είναι μικρές (8-65 κύτταρα)222,224'211. Μορφολογικά τα CFU-E εί
ναι ανώριμα κύτταρα με λεπτή χρωματίνη, μεγάλο πυρήνα, περιπυρηνική 
διαυγή άλω και βασεόφιλο πρωτόπλασμα. Δεν ανευρίσκονται στο περιφε
ρικό αίμα, ενώ στο μυελό κυμαίνονται από 200 έως 600 ανά ΙΟ5 κύτταρα.

Αν και οι δύο ομάδες τιον δεσμευμένων προγονικών κυττάρων της ε
ρυθρός σειράς τα BFU-E και τα CFU-E φαίνονται να ξεχωρίζουν μεταξύ 
τους, στην πραγματικότητα τα προγονικά κύτταρα αποτελούν μία συνεχή 
σειρά με διαβαθμιζόμενες μεταβολές στις ιδιότητές τους225. Μόνο τα προ
γονικά κύτταρα στα άκρα αυτής της σειράς διαφοροποίησης έχουν διαφο
ρετικές ιδιότητες. Πιθανά το πρωϊμότερο κύτταρο με την δυνατότητα να 
δίνει γένεση σε αιμοσφαιρινοποιημένους απογόνους είναι ένα ολιγοδύνα
μο προγονικό κύτταρο ικανό να δίνει επίσης γένεση σε ώριμα κύτταρα 
τουλάχιστον ακόμη μιάς άλλης σειράς (κοκκιοκύτταρα, μακροφάγα ή με- 
γακαρυοκύτταρα), εκτός της ερυθράς σειράς. Αυτό το προγονικό κύτταρο,

11
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ένα CFU (Colony Forming Unit), που ονομάζεται ΟΡυ-κοκκιοκυττάριον/ 
ερυθροκυττάρων /μακροφάγων /μεγακαρυοκυττάρων (CFU-granulocytic/ 
erythrocyte/ macrophage/ megacaryocytic, CFU-GEMM) και το πιο αρχέ- 
γονο BFU-E έχουν φυσιολογικές και λειτουργικές ιδιότητες, που είναι 
κοινές τόσο στα πολυδύναμα stem cell όσο και στα προγονικά κύτταρα τα 
δεσμευμένα σε μη-ερυθρά σειρά. Αυτές οι ιδιότητες είναι η υψηλή δυνατό
τητα πολλαπλασιασμού, η μικρή συχνότητα κυττάρων σε φάση κύκλου, η 
ανταπόκριση σε αρκετές κυτταροκίνες και η ύπαρξη ειδικών αντιγόνων ή 
υποδοχέων επιφάνειας. Αντίθετα τα ιοριμότερα CFU-E έχουν πολλές ο
μοιότητες με τα πρόδρομα κύτταρα της ερυθρός σειράς και λίγα κοινά χα
ρακτηριστικά με τα πρώιμα BFU-E. Η ικανότητά τους για πολλαπλασια
σμό είναι περιορισμένη, δεν μπορούν να αυτοανανεωθούν, δεν έχουν τα 
αντιγόνα επιφάνειας τα κοινά σε όλα τα πρώιμα προγονικά κύτταρα και 
είναι εξαιρετικά ευαίσθητα στην Ερυθροποιητίνη226-22*.

Αν και οι καλλιέργειες είναι αναντικατάστατες για την μελέτη των 
προγονικών κυττάρων της ερυθρός σειράς, δεν αναπαράγουν πιστά την in 
vivo κινητική της διαφοροποίησης και ωρίμανσης της ερυθρός σειράς. In 
vivo η ερυθροποίηση πιθανά συμβαίνει γρηγορότερα σε σχέση με τις καλ
λιέργειες.

Τα BFU-E που προέρχονται από τα πρόδρομα πολυδύναμα ή ολιγο
δύναμα κύτταρα του μυελού, εξαρτώνται για την επιβίωση και τον πολλα
πλασιασμό τους από κυτταροκίνες, οι οποίες παράγονται ή από τα κύττα
ρα του στρώματος ή από ανοσορυθμιστικά βοηθητικά κύτταρα του μικρο- 
περιβάλλοντος. Αρκετές κυτταροκίνες έχουν βρεθεί ότι επηρεάζουν την ε
πιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των πρώιμων προγονικών κυττάρων. 
Μεταξύ αυτών ο kit-ligand229 που παράγεται από τα κύτταρα του στρώμα
τος και η IL-3, που παράγεται από μία υποομάδα των Τ λεμφοκυττάρων, 
ανεξάρτητα ο καθένας τους, αλλά και συνεργικά, έχουν έντονη επίδραση 
στα BFU-E και στα προγονικά τους κύτταρα. Άλλες κυτταροκίνες όπως 
GM-CSF, IL-11 και η θρομβοποιητίνη διεγείρουν ένα μέρος των BFU-E. 
Οι κυτταροκίνες ασκούν την δράση τους μέσω αλληλεπίδρασης με ειδι
κούς υποδοχείς που βρίσκονται στην επιφάνεια των BFU-E. Η εξάρτησή 
τους από τις κυτταροκίνες αποδεικνύεται από κυτταροκαλλιέργειες, όπου 
άνω του 80% των κυττάρων υφίστανται αποπτωτικό θάνατο επί απουσίας 
κυτταροκινών για διάστημα μεγαλύτερο των 6 ημερών. Εκτός από τους θε
τικούς ρυθμιστές έχουν βρεθ^και παράγοντες με αρνητική επίδραση στον 
πολλαπλασιασμό των BFU-E όπως ο tumor necrosis factor-α, (TNF-α),
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tranforming growth factor-β (TGF-β), και η γ-ιντερφερόνη2*'. Οι δυο τε
λευταίοι φαίνεται να εμποδίζουν την είσοδο των BFU-E στην συνθετική 
φάση (S) του κυτταρικού κύκλον.

Τα BFU-E και οι άμεσοι απόγονοι τους είναι κύτταρα κινητά και 
βρίσκονται σε σημαντικό αριθμό στο περιφερικό αίμα (0.02-0,08/10* μονο- 
πυρηνοειδή κύτταρα). Όπως και για τα BFU-E, έτσι και για τα stem cell, η 
ικανότητά τους να κυκλοφορούν είναι σημαντική για την ανακατανομή των 
μυελικιόν κυττάρων, όταν υπάρχει βλάβη στο μικροπεριβάλλον και για την 
αποκατάσταση της αιμοποίησης μετά μεταμόσχευση. Το εύρος των BFU-E 
που κυκλοφορούν είναι πιθανά μικρότερο (αποτελούμενο κυρίως από 
πρωίμότερα και σε φάση ηρεμίας κύτταρα) σε σχέση με αυτά του μυελού, 
αλλά κατά τα άλλα έχουν τις ίδιες ιδιότητες. Ο αριθμός των κυκλοφορού- 
ντων BFU-E μπορεί να αυξηθεί μετά από .διέγερση με κυτταροκίνες και 
μετά χημειοθεραπεία.

Τα αντιγόνα επιφάνειας των BFU-E έχουν προσδιοριστεί με την χρή
ση μονοκλωνικιίιν αντισοιμάτιον1”. Η έκφραση των διαφόρων αντιγόνων 
φαίνονται στον πίνακα 6. Όπως και άλλα προγονικά κύτταρα τα BFU-E 
εκφράζουν τα αντιγόνα HLA τάξεως I (A, Β, C) και τάξειυς II (DP, DQ, 
DR), όμως τα αντιγόνα τάξει»; II και ειδικά το προϊόν της DR θέσης έχει 
ποικίλη έκφραση στα BFU-E. Η ύπαρξη του αντιγόνου HLA τάξειος II ε
πιτρέπει στα BFU-E να αναγνωρίζουν και να αλληλοεπιδρούν με τα ανο- 
σορυΟμιστικά κύτταρα (Τ-κύτταρα, μονοκύτταρα), που επίσης εκφράζουν 
τους καθοριστές της τάξεως ΙΙ1’2. Εκτός του HLA και άλλα αντιγόνα έχουν 
βρεθεί στην επιφάνεια τιυν BFU-E. Το πιο αντιπροσωπευτικό είναι το 
CD34, που χρησιμοποιείται και για την απομόνωση των BFU-E και των 
άλλων προγονικιον κυττάριον, χωρίς όμως να είναι γνωστή η λειτουργικό- 
τητά του στην αιμοποίηση. Έχει αποδειχΟεί επίσης ότι τα BFU-E εκφρά
ζουν υποδοχείς για KL (Kit-Ligand), ΕΡΟ, ΤΡΟ (Thrombopoietin), GM- 
CSF, IL-3, IL-6 και IL-11. Η μεγάλη πλειονότης των BFU-E δεν εκφράζει 
το CD45RA σε αντίθεση με τα μυελικά προγονικά κύτταρα (CFU-GM). 
Επιπλέον τα BFU-E εκφράζουν, όπως και τα ώριμα CFU-Meg, την γλυκο
πρωτεΐνη Ilb/IIIa (CD41) και επίσης τον υποδοχέα των Μεγακαρυοκυττά- 
ρων c-Mpl.

Καθώς τα BFU-E ωριμάζουν προς το στάδιο των CFU-E, αρχίζουν 
να εκφράζουν αντιγόνα επιφάνειας χαρακτηριστικά των μορφολογικά α
ναγνωρίσιμων κυττάρων της ερυθράς σειράς, των ερυθροβλαστών. Έτσι 
τα CFU-E εκφράζουν την ειδική των ερυθρών σιαλοπρωτεΐνη, την γλυκό-



67

φορίνη Α, και τα Rhesus αντιγόνα. Οι ομάδες αίματος τύπου ΑΒΗ, il είναι 
επίσης ανιχνεύσιμες, τουλάχιστον σε μία υποομάδα των CFU-E. Η πιο ση
μαντική λειτουργική διαφορά των BFU-E και των CFU-E είναι η αφθονία 
των υποδοχέων Ερυθροποιητίνης στα CFU-E και η εξάρτησή τους από την 
ΕΡΟ για επιβίωση. Τα CFU-E σε αντίθεση με τα BFU-E δεν μπορούν να 
επιβιώσουν ούτε για λίγες ώρες χωρίς ΕΡΟ. Ενώ περισσότερα του 80% 
των CFU-E έχουν υποδοχείς ΕΡΟ, μόνο ένα μικρό ποσοστό των BFU-E έ
χει υποδοχείς και μπορεί να διαφοροποιηθεί με την παρουσία μόνο 
ΕΡΟ233,234. Μελέτες έδειξαν ότι ο αριθμός των υποδοχέιυν της ΕΡΟ φθάνει 
σε ένα μέγιστο επίπεδο στο στάδιο του CFU-E/ προερυθροβλάστο'υ και 
στην συνέχεια προοδευτικά ελαττώνεται, καθώς προχωράει η ωρίμανση, 
αντανακλώντας και την μείωση της επίδρασης της ΕΡΟ. Εκτός από την α
φθονία τιον υποδοχέων της ΕΡΟ, τα προγονικά κύτταρα της ερυθρός σει
ράς διακρίνονται από τα άλλα προγονικά κύτταρα του μυελού και από την 
ύπαρξη άφθονων υποδοχέων της τρανσφερρίνης, που παίζουν σημαντικό 
ρόλο στην μεταφορά σιδήρου και την σύνθεση της αιμοσφαιρίνης235. Τα υ
ψηλότερα επίπεδα των υποδοχέιυν της τρανσφερρίνης απαντούν στα CFU- 
Ε και στα πρόδρομα κύτταρα της ερυθρός σειράς και τα χαμηλότερα επί
πεδα στα δικτυοερυθροκύτταρα236’237.

Διαμέρισμα ερυθρών προδρόμων κυττάρω ν

Τα πρόδρομα κύτταρα της ερυθρός σειράς, που ονομάζονται επίσης 
"ερυθρόν", περιλαμβάνουν κύτταρα, που αντίθετα με τα προγονικά κύττα
ρα (BFU-E, CFU-E), καθορίζονται από μορφολογικά κριτήρια. Το πιο 
πρώιμο αναγνιυρίσιμο κύτταρο της ερυθρός σειράς είναι η προερυθροβά- 
στη, η οποία μετά από τέσσερις με πέντε μιτωτικές διαιρέσεις δίνει γένεση 
στα ιυριμα ερυθρά κύτταρα. Οι απόγονοι της προερυθροβλάστης είναι οι 
βασεόφιλοι ερυθροβλάστες, που είναι τα πρωϊμότερα θυγατρικά του κύτ
ταρα, ακολουθούμενοι από τις πολυχρωματόφιλες και τελικά από τις ορ- 
θοχρο)ματικές ερυθροβλάστες. Μετά την τελευταία μιτωτική διαίρεση, ο 
αδρανής πυκνωτικός πυρήνας της ορθοχρωματικής ερυροβλάστης απο
βάλλεται από το κύτταρο. Συνήθως υπάρχει μεγάλη μεταβλητότητα στον 
αριθμό και την συχνότητα των διαιρέσεο>ν και πιθανά καθορίζονται από 
τα επίπεδα της ερυθροποιητίνης

Οι αλλαγές στην μορφά^γία των κυττάρων, καθώς τα ερυθρά πρό
δρομα κύτταρα ωριμάζουν, κάθορίζονται από σύνθετες βιοχημικές μετα
βολές, που συμπεριλαμβάνουν την άθροιση ειδικών του ερυθροκυττάρου
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πρυπεϊνών και την προοδευτική μείωση του πολλαπλασιασμού. Αναλυτικά 
οι μεταβολές που καθορίζουν την μετάβαση από το ένα στάδιο στο άλλο 
είναι οι εξής:
1. Μείωση του μεγέθους του κυττάρου. Η διάμετρος της προερυθροβλά- 

στης είναι 12μ. και μειιίινεται σταδιακά στα ΙΟμ. στην βασεόφιλη και 
στα 8μ. ιπην πολυχρωματόφιλη και στην ορθοχρωματική ερυθροβλά- 
στη.

2. Μείωση της σύνθεσης του RNA και μείωση του περιεχομένου στο κύτ
ταρο RNA μετά το στάδιο της βασεάφιλης ερυθροβλάστης, μέχρι το (ό- 
ριμο ερυθρά που δεν περιέχει καθόλου RNA.

3. Μείωση του ποσού του DNA ανά κύτταρο και πλήρη διακοπή της σύν
θεσης του στο στάδιο της πολυχρωματάφιλης ερυθροβλάστης.

4. Αύξηση της περιεκτικότητας σε αιμοσφαιρίνη. Η μέση συγκέντρωση 
της αιμοσφαιρίνης, MCH. στην βασεόφιλη ερυθροβλάστη είναι 4x1 θ'* 
μg ανά κύτταρο και αυξάνει σε 20x10"* στο δικτυοερυθροκύτταρο και 
28x10"* μg ανά κύτταρο στο ώριμο ερυθρό.

Οι μεταβολές αυτές ολοκληριόνονται σε συγκεκριμένο χρονικό διά
στημα. Το στάδιο της προερυθροβλάστης και της βασεόφιλης ερυθροβλά
στης διαρκεί 60 ώρες, η ωρίμαναη της πολυχριοματόφιλης σε ορθοχρωμα
τική ερυθροβλάστη απαιτεί 30 ιόρες, και τέλος η μετάβαση της ορθοχρω- 
ματικής ερυθροβλάστης στο στάδιο του δικτυοερυθροκύτταρου απαιτεί 50 
ώρες.

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω τα πρόδρομα κύτταρα της ερυθρός 
σειράς είναι εύκολα αναγνωρίσιμα στο κοινό μικροσκόπιο, με βάση τα 
μορφολογικά χαρακτηριστικά που αποκτούν κατά την ιορίμανσή τους. Η 
ονομασία τους αντιστοιχεί στην χρώση του πρωτοπλάσματος. Η προερυ- 
θροβλάστη έχει έντονα βασεόφιλο πρωτόπλασμα, μεγάλο αραιοχρωματικό 
πυρήνα με ένα ή περισσότερα πυρήνια και περιπυρηνική άλω που αντι
στοιχεί στην συσκευή Golgi και αρχίζει να συνθέτει μικρά ποσά αιμο
σφαιρίνης. Η βασεόφιλη ερυθροβλάστη, που προκύπτει από την διαίρεση 
της προερυθροβλάστης, έχει μικρότερο μέγεθος, πιο πυκνωτικό πυρήνα 
χωρίς πυρήνια, αφθονία ριβοσωμάτων και αυξημένη σύνθεση αιμοσφαιρί
νης. Από τον πολλαπλασιασμό της προκύπτει η πολυχρωματόφιλη ερυθρο
βλάστη στην οποία σταδιακά μειώνονται τα ριβοσώματα και αυξάνει η αι
μοσφαιρίνη. Το 30% των πολυχρωματόφιλων ερυθροβλαστών διατηρούν 
την ικανότητα διαίρεσης, ενώ ένα ποσοστό τους αποπίπτει ενδομυελικά. 
Τα υπόλοιπα κύτταρα ωριμάζουν προς ορθοχρωματικές ερυθροβλάστες.

1
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Στο στάδιο αυτά διακόπτεται η σύνθεση RNA, ενιό ο πυρήνας εμφανίζεται 
πυκνωτικός και εκφυλίζεται. Με την αποβολή του πυρήνα προκύπτει το δι- 
κτυοερυΟροκύπαρο, που περιέχει μικρά αριΟμά ριβοσωμάτων και είναι ι
κανά να συνθέτει μικρά ποσά αιμοσφαιρίνης. Τα ριβοσώματα χρώνυνναι 
με ειδικές χρώσεις και σχηματίζουν βασεάφιλο δίκτυο νηματίων ιτπά το ο
ποίο προέρχεται και το άνομα του κυττάρου. Κατά την ωρίμανση του δι- 
κτυοερυΟροκυττάρου τα κυτταρετπλασματικά οργανύλια ελαττώνονται μέ
σω αυτοπεφίας. Τα ώριμα ερυΟριί στερούνται οργανυλίων και δεν μπο
ρούν να συνθέτουν αιμοσφαιρίνη. Τα δικτυοερυΟροκύτταρα παραμένουν 
για δύο ημέρες στον μυελά και στην συνέχεια αρχίζουν να* κυκλοφορούν 
στο περιφερικά αίμα2'\ Ακολούθως παραμένουν ιττον ετπλήνα για 1 -2 ημέ
ρες, όπου ωριμάζουν και μετατρέπονται σε ερυθρά αιμοσφαίρια2'''*.

Το σχήμα και η ευμεταβλητάτης των ερυΟριόν αιμοσφαιρίων καθορί
ζεται απά τις μεμβρανικές πρωτεΐνες, περισσάτερες απά τις οποίες αθροί
ζονται μετά το στάδιο του CFU-E (σπεκτρίνη, γλυκοηκτρίνη, band 3, band
4.1 και ανκυρίνη). Παράμοια η πολυγακτοζαμινογλυκάνη, μία ειδική υδα- 
τανΟρακική άλυσσος που μεταφέρει την ομάδα αίματος Α13Η και την Η α
παντά σε υψηλότερες ποσότητες στα ώριμα ερυΟροκύτταρα απ’ άτι ιττις ε- 
ρυθροβλάστες241’. Οι γλυκοςχιρίνες και ειδικά η γλυκοφορίνη Α εκφράζο
νται πλήρως στο στάδιο του CFU-E και της προερυϋροβλάιττης και κατά 
την διάρκεια της ωρίμανσης λίγες μεταβολές συμβαίνουν.

Η δραστηριάτης των γονιδίων κατά την διάρκεια της ωρίμανσης της 
ερυθρός σειράς κυριαρχείται απά την έκφραση των γονιδίων της σφαιρί
νης. Ενώ στο στάδιο της προερυΟροβλάστης οι σφαιρίνες αποτελούν 
<0,1% των πρωτεϊνιόν, στο στάδιο του δικτυοερυθροκυττάρου φθάνουν το 
95% όλων των πρωτεϊνών241. Η έκφραση τιυν γονιδίων των σφαιρινών έχει 
μελετηθεί εκτεταμένα. Ο τύπος τΐ|ς ιτφαιρίνης που συντίθεται απά τα πρό
δρομα κύτταρα της ερυθρός σειράς του ενήλικα είναι η αιμοσφαιρίνη A 
(α2β2). Επιπλέον παράγονται δύο μικρότερα κλάσματα η αιμοσφαιρίνη Α2 
(α2δ2) και η αιμοσφαιρίνη F (α2γ2). Η σύνθεση των σφαιρινιυν φαίνεται να 
συντονίζεται με την σύνθεση της αίμης κατά την διάρκεια της ωρίμανσης, 

I έτσι ώστε να σχηματίζονται λειτουργικά τετραμερή αιμοσφαιρίνης γρήγο
ρα και αυτόματα.

Σημαντική στην λειτουργική ανταπόκριση τιυν προδρόμων κυττάριυν 
της ερυθρός είναι η έκφρασυ τιυν υποδοχέων της ΕΡΟ και τιυν υποδοχέων 
της τρανσφερρίνης. Οι υποδοχείς της ΕΡΟ ελαττώνονται προοδευτικά 
(από περίπου 1000 σε <300 ανά κύτταρο) καθώς οι προερυΟροβλάατες ω-
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Πίνακας 6. Χαραχτηριστιχά αρχεγόνων κυττάρων ερυθρός σειράς

Ιδιότητες CFU-GEMM BFU-E CFU-E
Αυτοανανέωση + + + 0
Δυνατότητα διαφοροποίησης Πολυδυναμία Δέσμευση για Δέσμευση για

Ποσοστό κυττάρων σε S φάση 15*20%
ερυθροποίηση
30-40%

ερυθροποίηση
60-80%

Αναλογία ανά ΙΟ5 κύτταρα μυελού 2-5 40-120 200-600
Κυκλοφορία στο περιφερικό αίμα + + -

Υποδοχείς/Αντιγόνα επίφονείας

CD34 + + + +
CD33 + + 0
c-kit + + + + ±
HLA-DR (-DP, -DQ) + + + + ±
ΕΡΟ υποδοχέας + + +
TNF υποδοχέας + + + +
Ερ-1 ± + + +
23.6 0 0 +
CD36 0 0 +
Γλυκοφορίνη A 0 ο,± +
ΑΒΗ, ΐΐ 0 + +
Μόρια προσκόλλησης 
VLA-4 (CD490/CD29) ++ + +
VLA-4 (CD49e/CD29) + + +
CD41 + 4*

CD1IA/CD18 + +
CD44 + +
HCAM-1 + + -

Απάντηση σε αυξητικούς παράγοντες
Ερυθροποιητίνη + + + +

GM-CSF, IL-3 + + +

Ινσουλίνη, insoulin-like growth factor 0 0 +

TGF-βΙ 0 0 + +
&

1.
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ριμάζουν κα ι είναι μη ανιχνεύσιμοι στο στάδιο του δικτυοερυθροκυττά- 
ρου22*. Μέσω αυτών των υποδοχέων ασκεί την διεγερτική της δράση στις 
προερυθροβλάστες κα ι στις βασεόφιλες ερυθροβλάστες, αλλά η ωρίμανση 
μετά από τα στάδια αυτά μπορεί να προχωρήσει χωρίς την παρουσία της 
ΕΡΟ.

Ο ι υποδοχείς της τρανσφερρίνης απαντούν σε αφθονία στα ερυθρά 
αιμοσφαίρια (300-800.000/ κύτταρο). Αυτό δείχνει τις αυξημένες ανάγκες 
σε σίδηρο για  την σύνθεση αιμοσφαιρίνης κα ι γ ι’ αυτό τον λόγο ο ι υποδο
χείς παραμένουν στις ωριμάζουσες, μη διαιρούμενες ερυθροβλάστες κα ι 
στα δικτυοερυθροκύτταρα. Υπάρχει αντίστροφη σχέση μεταξύ πυκνότητος 
υποδοχέων τρανφερρίνης κα ι της διαθεσιμότητας του σιδήρου242. Στέρηση 

σιδήρου οδηγεί σε επαγωγή των υποδοχέων κα ι αφθονία σιδήρου σε κα
ταστολή των υποδοχέων. Παρολαυτά ο ι μηχανισμοί που ρυθμίζουν τον α 
ριθμό των υποδοχέων της τρανσφερρίνης κατά την ωρίμανση είνα ι άγνω
στοι.



Ε Ρ Υ Θ Ρ Ο Π Ο ΙΗ Τ ΙΝ Η

Η  Ερυθροποιητίνη (Ε ρο) είναι μία γλυκοπρωτεΐνη μοριακού βάρους 
35 kd κα ι είνα ι ο φυσιολογικός αυξητικός παράγοντας της ανάπτυξης της 
ερυθράς σειράς. Αποτελείται από 166 αμινοξε'α κα ι απομονώθηκε για  
πρώτη φορά (1906 G arnot-D c Flandrc) από τα ούρα ασθενών με απλαστι* 
κή αναιμία* . Π ερ ιέχει 30%  υδατάνθρακες, από τους οποίους το 11% α- 
ποτελείται από σιαλικό οξύ, το 11% από εξόζες και το 8%  από Ν-ακετυλο- 
γλυκοζαμίνη244. Έ χει απομονιοΟεί, χαρακτηρισΟεί, και κλιυνοποιηΟεί. Η  
ανασυνδυασμένη ανΟριόπινη ανασυνδυασμένη Epo (recombinant Human 

Erythropoietin, rH uE po) άρχισε να χρησιμοποιείται το 1985 σε κλινικές 
μελέτες κα ι από το 1989 για  την θεραπεία των ασθενών με νεφρική ανε
πάρκεια.

Π αραγω γή ερυθροπο ιη τίνη ς

Η  Ερο παράγεται κυρίως στους νεφρούς και συγκεκριμένα από τα 
περισωληναριακά διάμεσα κύτταρα του φλοιού και του έξω τμήματος της 
μυελιύδους μοίρας245. Φυσιολογικά οι νεφροί παράγουν το 85-90% της 

Ερο. Επίσης παράγεται σε μικρό ποσοστό (< 1 0 % ) από τα κύτταρα του 
Kupffer του ήπατος.

Η  υποξία είναι ο κύριος διεγέρτης της παραγωγής της Ερο24'1. Μ ία  
πρωτεΐνη (μεταλλοπρωτεΐνη) που περιέχει αίμη είναι ο αισθητήρας της 
έλλειψης οξυγόνου κα ι προκαλεί την σύνθεση Ερο και την απελευθέρωση 
της στης κυκλοφορία. Η  Ερο αλληλεπιδρά με κύτταρα του μυελού που έ
χουν υποδοχείς Ερο κα ι έτσι ο ι αυξημένες απαιτήσεις σε οξυγόνο μετα
φράζονται σε αυξημένη παραγωγή ερυθρών. Επομένως η Ερο είναι μία 
πραγματική ορμόνη, δηλαδή παράγεται σε μία ανατομική θέση κα ι μετα- 
φ έρετα ι μέσω του αίματος στην θέση όπου ασκεί την δράση της.

Εκτός από την ιστική υποξία κα ι άλλοι παράγοντες παρεμβαίνουν 
στην ρύθμιση της παραγωγής της Ερο ή μπορούν να επηρεάσουν την συ-
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γκέντρωση της στο αίμα. Υψηλά επίπεδα Ερο έχουν αναφερθεί σε ασθε
νείς με απλαστική αναιμία και σημαντικές μεταβολές στον ορό παρατηρή
θηκαν μετά χημειοθεραπεία και κατά την διάρκεια της θεραπείας αποκα
τάστασης με βιταμίνη Β12 ή σίδηρο. Αυτά τα ευρήματα συνηγορούν υπέρ 
της ύπαρξης μιάς αντιστρόφιος ανάλογης σχέσης μεταξύ της μάζας τιυν 
προδρόμων κυττάρων της ερυθράς σειράς και των επιπέδων της Ερο στον 
ορό: όσο υψηλότερος είναι ο αριθμός των προδρόμων κυττάρων της ερυ
θράς σειράς, τόσο χαμηλότερα είναι τα επίπεδα της Ερο στον ορό24*.

Οι κυτταροκίνες της φλεγμονής επηρεάζουν την έκφραση του γονιδί
ου της Ερο. Η ιντερλευκίνη-1, ο παράγων νέκρωσης του όγκου α (tumor 
necrosis factor-α, TNFa) και ο μετατρέπων αυξητικός παράγων β (trans
forming growth factor β, ΤβΕβ) αναστέλλουν in vitro την παραγωγή της 
Ερο σε υποξία. Αυτές οι κυτταροκίνες αναστέλλουν επίσης τον πολλαπλα
σιασμό των προγονικών κυττάρων της ερυθράς σειράς και διαδραματίζουν 
μ’ αυτό τον τρόπο σημαντικό ρόλο στην παθογένεση της αναιμίας της χρο- 
νιας νόσου. Αντίθετα η IL-6 αποδείχθηκε ότι μιμείται την ανοξία in vitro 
και αυξημένα επίπεδα της στον άνθρωπο σχετίζονται με επαρκή ενδογενή 
παραγωγή Ερο.

Η αυξημένη γλοιότητα του πλάσματος αναστέλλει την παραγωγή 
Ερο, συμβάλλοντας έτσι στην αναιμία τόσο στη φλεγμονή, όσο και στις μο- 
νοκλωνικές γαμμαπάθειες. Οι χημειοθεραπευτικοί παράγοντες μειώνουν 
την ανταπόκριση στην Ερο250,251. Η σισπλατίνα είναι ιδιαίτερα τοξική και 
προκαλεί παρατεταμένη αναιμία. Η κυκλοσπορίνη Α επίσης μειώνει την 
παραγωγή της Ερο και αυτό ίσως συμβάλλει στην αναιμία ασθενών που 
κάνουν μεταμόσχευση οργάνων. Η Οεοφυλλίνη είναι ακόμη ένα φάρμακο 
που ελαττώνει την παραγωγή Ερο. Επίσης έχει βρεθεί in vitro άμεση κα
ταστολή της σύνθεσης Ερο από τον HIV252, η οποία πιθανά συμβάλλει 
στην παθογένεια της αναιμίας που συνοδεύει την νόσο.

Το γονίδιο της Ερο βρίσκεται στο μακρύ σκέλος του χρωμοσιυματος 7 
(7qll-22) και αποτελείται από 5 εξόνια και 4 ιντρόνια. Τα φυσιολογικά ε
πίπεδα της Ερο στον ορό, όπως καθορίζονται με ραδιοανοσολογική μέθο
δο, κυμαίνονται μεταξύ 8 και 18 μονάδων (U)/l. Η μέση διάρκεια ζιοής της 
Ερο είναι 5-6 ώρες και κυρίως μεταβολίζεται στο ήπαρ.

Φ υσιολογικός ρόλος τ η ς ^ ρ ο  στην ερυθροποίηση

Σύμφωνα με το επικρατέστερο μοντέλο αιμοποίησης (στοχαστικό μο
ντέλο), τα προγονικά κύτταρα που είναι δεσμευμένα στην ερυθρά σειρά
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(π.χ. BFU-E) παράγονται κατά τνχαίο τρόπο από τα πολυδύναμα stem 
cells. Η Epo και οι ρυθμιστικοί παράγοντες, ειδικοί των διαφόρων σειρών 
φαίνεται ότι δεν παίζουν ρόλο στον καθορισμό της σειράς δέσμευσης. Κα
τά το μοντέλο αυτό η Epo επηρεάζει την διαφοροποίηση της ερυθράς σει
ράς καταστε'λλοντας (με'σω των αντιαποπτωτικιόν πρωτεϊνιόν bcl-XL και 
bcl-2) την απόπτοκτη των κυττάρων, που εκφράζουν τον υποδοχε'α της Epo 
και πολλαπλασιάζοντας τα περαιτέρω. Δεν έχει διευκρινιστεί αν υποδο
χείς Epo υπάρχουν σε όλα τα BFU-E, ή αν και είναι ανιχνεύσιμοι μόνο σε 
μία υποομάδα των BFU-E. Κατά συνέπεια δεν είναι γνωστό αν η ύπαρξη 
υποδοχέων της Epo είναι ταυτόχρονη με την αρχική δέσμευση ή την ακο
λουθεί. Πειράματα in vivo σε αναιμικές καταστάσεις ή μετά φαρμακολογι
κές δόσεις της Epo δείχνουν ότι η Ερο μπορεί να επιταχύνει την μετάβαση 
από τα BFU-E στα κύτταρα που παράγουν αιμοσφαιρίνη, είτε ελαττώνο
ντας τον αριθμό των διαιρέσεων που απαιτούνται γι’ αυτή την μετάβαση, 
είτε ελαττιόνοντας τις περιόδους ηρεμίας μεταξύ των κυτταρικιόν διαιρέ
σεων. Αυτοραδιογραφικές μελέτες κεκεθαρμένων BFU-E πληθυσμιόν έ
δειξαν ότι οι υποδοχείς της Epo αυξάνουν καθώς τα BFU-E ωριμάζουν 
προς CFU-E και τα υψηλότερα επίπεδα παρατηρούνται στο στάδιο του 
CFU-E και της προερυθροβλάστης.

Τα BFU-E και CFU-E μπορούν να παραχθούν in vitro και in vivo α
πουσία της Epo ή των υποδοχέων της (Epo-R) σε Ερο ή Epo-R null επί- 
μυες, αλλά η επιβίωσή τους και η τελική τους ωρίμανση εξαρτάται από την 
Ερο. Φαίνεται ότι η Ερο διεγείρει από το επίπεδο των CFU-E όλες τις 
βιοχημικές διεργασίες που χαρακτηρίζουν τα ερυθρά κύτταρα (π.χ. την 
σύνθεση της αίμης, την σύνθεση της σφαιρίνης και την σύνθεση των πρω- 
τεϊνιόν του κυτταροσκελετού), όμως ο ακριβής της ρόλος σ’ αυτές τις διερ
γασίες δεν έχει διευκρινισθεί. Δεν είναι γνωστό επίσης αν η Ερο απλά αυ
ξάνει τον αριθμό των κυττάριυν που είναι δεσμευμένα σ’ αυτί] την διεργα
σία, ή απευθείας επηρεάζει τους ενδοκυττάριους μηχανισμούς της μετα
γραφής τιυν πρωτεϊνιόν, που είναι ειδικές για την ερυθρά σειρά. Πράγματι 
πειράματα in vitro, που έδειξαν ωρίμανση των BFU-E απουσία Ερο, απο- 
δεικνύουν ότι και άλλοι παράγοντες ή συνδυασμοί παραγόντων μπορούν 
να επηρεάσουν την ωρίμανση των ερυθροκυττάρων. Ενεργοποίηση της ο
δού μεταβίβασης του μηνύματος της gpl30 μέσιο της χρήσης του συνδυα
σμού του διαλυτού υποδοχέα της IL-6 και της IL-6, οδηγεί σε ωρίμανση 
της ερυθράς σειράς (παρουσία SCF και IL-3, αλλά απουσία Ερο) και υπο
δηλώνει ότι υπάρχει πιθανά κάποια διασταύρωση (cross-circuiting) στις ο-

I
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δούς μεταβίβασης του μηνύματος μεταξύ των διαφόρων αιμοποιητικό3ν αυ
ξητικών παραγόντων. Επιπλέον η διέγερση από την θρομβοποιητίνη της 
δημιουργίας αποικιών ερυθρός σειράς από κύτταρα λεκιθικού ασκού α
πουσία Epo-R (σε Epo-R -/- έμβρυα) μπορεί να εξηγηθεί με την ίδια λογι
κή, καθώς επίσης από το γεγονός ότι υπάρχει υψηλότερη αναλογία διδύ- 
ναμων ερυθροκυτταρικιόν/ μεγακαρυοκυτταρικιον προγονικοί κυττάρων 
στον λεκιθικό ασκό, που φέρουν υποδοχείς τόσο της Ερο όσο και της 
θρομβοποιητίνης (c-mpl), συγκρινόμενα με τον μυελό τοτν ενηλίκου.

Ανεξάρτητα του ακριβούς τρόπου δράσης της Ερο, αυτή επηρεάζει 
άμεσα τον αριθμό το3ν CFU-E και την ωρίμανση των απογόνοτν τους. Αυτό 
επιτυγχάνεται μέσω της επίδρασης στην επιβίωση πυν CFU-E και όχι στην 
φάση του κύκλου που βρίσκονται. Τα CFU-E χάνονται οριστικά μετά από 
ένα κύκλο σύνθεσης DNA, αν δεν υπάρχει Ερο. Καθο3ς τα CFU-E και οι 
προερυθροβλάστες ωριμάζουν προς δικτυοερυθροκύτταρα, παρατηρείται 
μία προοδευτική μείο̂ ση του αριθμού των Epo-R. Κεκαθαρμένοι πληθυ
σμοί δικτυοερυθροκυττάρων δεν έχουν κανένα υποδοχέα Ερο. Η μείοχτη 
αυτή των υποδοχέων, που σχετίζεται με την πρόοδο της ωρίμανσης, βαίνει 
παράλληλα με την μειούμενη επίδραση της Ερο στα ερυθρά κύτταρα κατά 
την τελική φάση της ωρίμανσης.

Οι Koury και Bondurant253 πρότειναν ένα μοντέλο ερυθροποίησης, 
που βασίζεται στο γεγονός ότι η Ερο παρεμποδίζει τον προγραμματισμένο 
κυτταρικό θάνατο σε ένα πληθυσμό ερυθροτν προγονικών κυττάρουν, που 
παρουσιάζουν μεγάλη ετερογένεια της εξάρτησης από την Ερο. Σ’ αυτό το 
μοντέλο που επιβεβαιώθηκε από παρατηρήσεις στον knockout επίμυ, η ε- 
ρυθροποίηση μπορεί να αυξηθεί ουσιαστικά και σταθερά μόνο μέσω της 
αύξησης των προγονικιον κυττάρων των εξαρτιυμενων από την Ερο. Ανα
λυτικά τα ωριμότερα προγονικά κύτταρα της ερυθρός σειράς (CFU-E και 
προερυθροβλάστες) εξαρτώνται για την επιβίωσή τους από την συνεχή 
παρουσία Ερο (για να καταστείλει την απόπτοχτη) και ποικίλουν σημαντι
κά όσον αφορά την ευαισθησία στην Ερο, πιθανά λόγο3 ποικιλίας στην οδό 
της ενδοκυττάριας μετάδοσης του μηνύματος. Σε φυσιολογικές συνθήκες 
μόνο ένα μέρος των προγονικοί αυτών κυττάροτν και συγκεκριμένα αυτά 
με τις μικρότερες απαιτήσεις σε Ερο, επιβιώνουν και δίνουν γένεση σε 
πρόδρομα κύτταρα της ερυθρός, που στη συνέχεια παράγουν φυσιολογικό 
αριθμό ερυθρό3ν αιμοσφαιρίων. Σε καταστάσεις που χαρακτηρίζονται από 
μειωμένη παραγο^γή Ερο, όπως π.χ. η νεφρική ανεπάρκεια, η πλειονότης 
των προγονικών κυττάροτν της ερυθρός σειράς οδηγούνται σε απόπτο)ση,
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λόγο) μειωμένιυν επιπέδιυν Ερο στον μυελό. Μόνο ένας υποπληθυσμός 
προγονικοί κυττάρων με μεγάλη ευαισθησία στην Ερο και μικρές απαιτή
σεις επιβκυνει, με αποτέλεσμα να παράγεται μικρός αριθμός ερυΟριόν αι- 
μοσφαιρίιυν και να αναπτύσσεται αναιμία. Η χορήγηση ανΟριόπινης ανα
συνδυασμένης Epo (rHuEpo) οδηγεί σε ουσιαστική αύξηση της ερυθρο- 
ποίησης, μέσοι αναστολής της απόπτωσης μεγάλου αριθμού ιόριμιον προ- 
γονικιόν κυττάριυν της ερυθρός σειράς με ενδκίμεση ευαισθησία στην Ερο. 
Σε περίπτωση αναιμίας λόγιο περιφερικής αιμόλυσης ή οξείας απιόλειας 
αίματος, η νεφρική παραγιογή Ερο αυξάνει σημαντικά και υψηλά επίπεδα 
Ερο παρατηρούνται στον μυελό. Σχεδόν όλα τα προγονικά κύτταρα της ε- 
ρυΟράς σειριίς, ακόμη και αυτά με τις υψηλές απαιτήσεις σε Ερο, επιβαί
νουν με αποτέλεσμα την μέγιστη αύξηση της ερυΟροποίησης. Η χορήγηση 
της rHuEpo σ’ αυτήν την περίπτοχτη δεν μπορεί περαιτέριο να αυξήσει την 
παραγιογή ερυΟριόν αιμοσφαιρίων, γιατί επίπεδα ικανά να εμποδίσουν την 
απόπτυχτη των ελάχιστα ευαίσΟητιον προγονικιόν κυττάριυν, δεν μπορούν 
λογικά να επιτευχθούν.

Υ ποδοχε'ας Ερο κα ι οδοί μεταβίβασης των μηνυμάτω ν

Ο υποδοχέας της Ερο (Epo-R) αποτελεί μία μεμβρανική πρωτεΐνη 
MB 66kD, που ανήκει στην οικογένεια των υποδοχέων αυξητικών παρα
γόντων και κυτταροκινιύν. Η παραγιογή του ρυθμίζεται από ένα γονίδιο 
που βρίσκεται στο Ι9ρ χρωμόσωμα και κλωνοποιήθηκε το 1989 από τους 
D’ Andrea και συν. από κύτταρα ερυΟρολευχαιμίας ποντικού254. Ο υποδο
χέας αποτελείται από τρία τμήματα, εξωκυττάριο, διαμεμβρανικό και εν- 
δοκυττάριο. Το εξιοκυττάριο τμήμα του Epo-R περιέχει τέσσερις υποομά
δες κυστεΐνης και ένα motif (αλληλουχία αμινοξέων) WSXWS και είναι υ
πεύθυνο για την σύνδεση με την ερυθροποιητίνη255. Η διαλυτή μορφή του 
υποδοχέα της Ερο συνδέεται επίσης με την Ερο και μ’ αυτό τον τρόπο δρα 
ανταγωνιστικά προς τους κυτταρικούς υποδοχείς. Στο κυτταροπλασματικό 
τμήμα διακρίνουμε δύο περιοχές, μία εγγύς της μεμβράνης που είναι υ
πεύθυνη για την μετάδοση μηνυμάτιον πολλαπλασιασμού, διαφοροποίησης 
και σύνθεσης σφαιρίνης και ένα απομακρυσμένο από την μεμβράνη τμήμα 
του που καταστέλλει τα μηνύματα μίτωσης του Epo-R. Το κυτταροπλασμα
τικό τμήμα του Epo-R δεν περιέχει κινάση της τυροσίνης, αλλά αντίθετα 
αντιδρά με κυτταροπλασματικές κινάσες της τυροσίνης. Η σύνδεση της 
Ερο με τον υποδοχέα της, οδηγεί στην δημιουργία τουλάχιστον δύο συνδε- 
δεμένων πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων 120kD και 140kD. Η δημιουργία αυ-

I
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τού του διμερούς του υποδοχέα είναι σημαντική για την λειτουργία του και 
ακολουθείται από μία σειρά φουσφορυλιώσειον από τυροσίνη, που οδηγούν 
μετάδοση μηνύματος μίτιοσης και διαφοροποίησης. Αναλυτικά μετά την 
σύνδεση της Ερο με τον υποδοχέα της, η Janus κινάση JAK2 ενεργοποιεί
ται γρήγορα, μέσο) της σύνδεσης με το εγγύς της μεμβράνης κυτταροπλα- 
σματικό τμήμα του υποδοχέα. Η ενεργοποίηση του JAK2 οδηγεί στην φιυ- 
σφορυλίωση από τυροσίνη αρκεπόν προπεϊνιόν, όπιος του ιδίου του JAK2, 
του Epo-R και του μεταγραφικού παράγοντα STAT5. Ο ενεργοποιημένος 
STAT5 εισέρχεται στον πυρήνα και ενεργοποιεί την μεταγραφή γονιδίων 
που ελέγχονται από την Ερο, όπιος τα myc και fos. Επιπλέον η JAK2 ενερ
γοποιεί την οδό τιον Ras/ Raf/ MAP κινασών, συμβάλλοντας περαιτέρω 
στην προκαλούμενη από την Ερο μετάδοση μηνύματος μίτωσης.

Η διακοπή της μετάδοσης τιον μηνυμάτιον επιτυγχάνεται μέσιο της 
σύνδεσης του καρβοξυλικού άκρου του Epo-R με μία τυροσινική φιοσφα- 
τάση την SHP1 (Hemopoietic Cell Phosphatase-HCP)256. Μετά την σύνδε
ση της η SHP1 οδηγεί στην αποφιοσφορυλίιοση της JAK2 και μ* αυτόν τον 
τρόπο διακόπτει την ανταπόκριση στην Ερο257. Κληρονομικό έλλειμα του 
καρβοξυλικού άκρου του Epo-R οδηγεί στην οικογενή ερυθροκυττάρωση, 
λόγω απουσίας της ανιοτέριο αρνητικής ρυθμιστικής δράσης.

Οι περισσότεροι οδοί μετάδοσης του σήματος που ενεργοποιούνται 
από τον Epo-R είναι κοινοί και σε άλλους υποδοχείς κυτταροκινιί)ν, όπιος 
IL-3, GM-CSF, IL-5. Παραμένει ασαφές πιυς ο Epo-R προκαλεί ανταπό
κριση ειδική της Ερο, που οδηγεί σε διαφοροποίηση προς ερυθρά σειρά. 
Έρευνες έδειξαν ότι η έκφραση του Epo-R είναι απαραίτητη, αλλά δεν εί
ναι από μόνη της επαρκής. Απαιτούνται άλλοι παράγοντες επίσης, όπως ο 
GATA-1, ο NFE-2 και ο EKLF.

Υποδοχείς Ερο βρέθηκαν και σε άλλα κύτταρα εκτός της ερυθρός 
σειράς, στα νευρικά κύτταρα και στα κύτταρα τιον λείων μυϊκών ινών και 
πιθανολογείται η ύπαρξή τους στα μεγακαρυοκύτταρα και στα ενδοθηλια- 
κά κύτταρα.

Φ αρμακοκινητική κα ι Χρήση τη ς  rH uE po

Η rHuEpo μπορεί να χορηγηθεί τόσο ενδοφλέβια, όσο και υποδόρια, 
όμως υπάρχουν σημαντικέ^διαφορές μεταξύ τιον δύο οδιυν. Η υποδόρια 
χορήγηση προκαλεί χαμηλότερες μέγιστες τιμές Ερο πλάσματος, με χρόνο 
εξαφάνισης 19-22 οίρες έναντι 4-5 ωρών της ενδοφλέβιας χορήγησης. Η 
υποδόρια χορήγηση σε μικρότερες δόσεις μοιάζει περισσότερο την φυσιο-



78

λογική παραγωγή της Ερο και έχει μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα από 
την ενδοφέβια χορήγηση μεγάλων δόσεων. Επομένως η rHuEpo πρέπει να 
χορηγείται υποδόρια. Η rHuEpo χρησιμοποιήθηκε αρχικό για την θερα
πεία της αναιμίας της χρονίας νεφρικής ανεπάρκειας με θεαματικά αποτε
λέσματα. 'Εκτατέ έχει δοκιμαστεί για την θεραπεία της αναιμίας άλλων 
νοσημάτων, όπως αναιμία της προωρότητος, αναιμία της φλεγμονής 
(ρευματοειδής αρθρίτις, φλεγμονώδης νόσος του εντέρου, χρόνια λοίμω
ξη)2'*, αναιμία των κακοήθων νοσημάτων (στερεοί όγκοι, πολλαπλούν 
μυέλωμα. κακόηθη λεμφώματα, μυελοδυαπλαστικά σύνδρομα), στην μετα
μόσχευση του μυελού και στην αναιμία της κύησης. Επίσης χορηγείται σε 
υγιή άτομα που θα υποβληθούν σε προγραμματισμένη επέμβαση και,υπο- 
βάλλονται σε αφαιμάξεις προκειμένου να υποάτούν αυτόλογη μετάγγιση.

I
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Σ Κ Ο Π Ο Σ

. ,  Σκοπός της παροΰσης εργασίας ήταν: α) Η μελέτη της ερυθροποίησης 
ασθενών με ΜΔΣ σε καλλιέργειες βραχείας διάρκειας (ημίρρευστες καλ
λιέργειες) υπό την επίδραση διαφόρων συγκεντρώσεων ανασυνδυασμένης 
ανθρώπινης Ερυθροποιητίνης (rh-Epo) και η συσχέτιση της ανάπτυξης ε- 
ρυθροκυτταρικών αποικιών με παραμέτρους όπως το φυλό και η αιμο
σφαιρίνη του ασθενούς, η συγκέντρωση της rh-Epo και ο κατά FAB υπό- 
τυπος.

β) Η διερεύνηση της in vivo ανταπόκρισης στην θεραπεία με rh-Epo 
των ασθενών με ΜΔΣ και της συσχέτισης της με την in vitro ανάπτυξη α
ποικιών ερυθράς σειράς, στα πλαίσια της προσπάθειας ανεύρεσης προ
γνωστικών δεικτών ανταπόκρισης στην θεραπεία με Ερυθροποιητίνη.
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~ Μελετήθηκαν 30 ασθενείς με ΜΔΣ κατά την αρχική διάγνωση της 
νόσου. Με βάση τον μυελό και το περιφερικό αίμα ταξινομήθηκαν κατά 
FAB ως εξής: RA 8 ασθενείς (26,6%), RARS: 5 ασθενείς (16,6%), RAEB: 
10 ασθενείς (33,3%), RAEB-T: 5 ασθενείς (16,6%) και CMML: 2 ασθε
νείς (6,6%). Η διάμεση ηλικία ήταν 68 έτη με διακύμανση 49-82 και η μέση 
τιμή ± σταθερή διακύμανση (Standard Deviation, SD) 66,7±9,31. Από σύ
νολο των 30 ασθενών 15 ήταν άνδρες και 15 γυναίκες, ενώ αναλυτικά σε 
κάθε υπότυπο η σχέση ανδρών προς γυναίκες αντίστοιχα ήταν ως ακολού
θως RA:5/3, RARS:2/3, RAEB:4/6, RAEB-T:3/2 και CMML: 1/1. Η μέση 
τιμή της εκατοστιαίας αναλογίας των βλαστών του μυελού ± SD ήταν 10,7± 
7,89 (διακύμανση 1-25 %). Η μέση τιμή του αριθμού των λευκών αιμο
σφαιρίων του περιφερικού αίματος xl09/l ± SD ήταν 3,52±2,52 (0,8-14,2), 
ενώ μέση τιμή του απόλυτου αριθμού των πολυμορφοπυρήνων χ109/1 ± SD 
ήταν 1,353±1,152 (0,3-5,943). Η μέση τιμή της αιμοσφαιρίνης ± SD σε gr/dl 
ήταν 8,27±1,25 (6,2-11) και τέλος η μέση τιμή του αριθμού των αιμοπετα
λίων ± SD χ 109/1 ήταν 131190,8 (40-480). Τα χαρακτηριστικά των ασθε
νών φαίνονται αναλυτικά στον πίνακα 7.

Κανένας από τους ασθενείς δεν είχε έλλειψη βιταμίνης Β12 ή φυλλι- 
κού οξέος. Πριν την λήψη του μυελού για την καλλιέργεια κανείς από τους 
30 ασθενείς δεν είχε υποβληθεί σε κάποιου είδους θεραπεία. Ακολούθως 
υποβλήθηκαν σε θεραπεία με ανασυνδυασμένη ανθρώπινη Ερυθροποιητί- 
νη (rh-Epo) 27 ασθενείς σε δόση 150 U/kg βάρους σώματος, υποδόρια, 
τρεις φορές την εβδομάδα, για τουλάχιστον 2 μήνες. Οι ασθενείς που δεν

ν θεραπεία.
^in vitro μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οι μυελοί 

από 10 φυσιολογικά άτομα 5 άνδρες και 5 γυναίκες, ανάλογης ηλικίας με 
τους ασθενείς.

ανταποκρίθηκαν διέκοψαν t»j 
Σαν ομάδα ελέγχου στη*
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Πίνακας 7. Χαρακτηριστικά ασθενών με Μ Δ Σ

No

ασθ.

Η λικία Φ ύλο Τ ύπος

Μ ΔΣ

Β λάατες ilb  

μυελού % (gr/dl)
Λευκά Πολυμορφο- 

x I0 9/l πυρήνα 

xlO ’/l

Α ιμοπετάλια

xlO ’/I

Α νταπόκριση 

στην Epo

1 51 θ ή λ υ RA 4 10.5 2.77 1,16 159 ΝΑΙ
2 58 θ ή λ υ RA 4 9.8 14.2 1,60 295 ΟΧΙ
3 62 Α ρρεν RA 3 9 3.00 1.20 150 ΟΧΙ
4 61 Α ρρεν RA 3 8.5 4.00 1.50 135 ΟΧΙ
5 72 Α ρρεν RA 3 9.5 3.10 1,10 110 ΟΧΙ
6 80 Α ρρεν RA 3 8 2.50 1.00 160 ΝΑΙ
7 75 Α ρρεν RA 3 8.7 3.40 . 1.224 100 ΟΧΙ
8 56 θ ή λ υ ΙΙΛ 4 10,8 1.80 1.116 210 ΝΑΙ

9 67 Α ρρεν RARS 3 11 3,85 1,70 140 ΔΕ
10 78 Α ρρεν RARS 2 7.5 5,82 4,365 141 ΟΧΙ
11 74 θ ή λ υ RARS 2 8.5 4.08 2,223 182 ΟΧΙ
12 82 θ ή λ υ RARS 1 7.7 8.49 5.943 480 ΝΑΙ

-13 80 θ ή λ υ RARS 3 6.6 4.87 2,045 220 ΟΧΙ

14 66 θ ή λυ RA EB 10 7.5 2,10 0,95 90 ΟΧΙ

15 55 θ ή λ υ RAEB 19 9 2.50 0,90 100 ΟΧΙ

16 62 Α ρρεν RA EB 16 9 3.50 1.20 105 ΟΧΙ

17 52 Α ρρεν RA EB 17 8 2,80 1.10 75 ΟΧΙ

18 49 θ ή λ υ RA EB 7 9.7 4.20 1,90 123 ΝΑΙ

19 69 θ ή λυ RA EB 11 8.4 0.80 0,30 80 ΝΑΙ

20 71 θ ή λυ RA EB 12 8 3,10 1.00 115 ΟΧΙ

21 75 θ ή λ υ RAEB 16 8.3 3.40 1,10 98 ΝΑΙ

22 57 Α ρρεν RAEB 15 7.5 1,60 0,56 60 ΟΧΙ

23 70 Α ρρεν RAEB 13 8.5 2,20 0.90 78 ΟΧΙ

24 61 Θήλυ R A EB -T 21 6.9 1.90 0.50 45 ΟΧΙ

25 77 Α ρρεν R A EB -T 25 7.2 1,80 0,50 56 ΔΕ

26 62 Α ρρεν R A EB -T 21 6.8 1.50 0,60 66 ΟΧΙ

27 63 Θήλυ R A EB -T 22 7 3.00 1,0 80 ΟΧΙ

28 71 Α ρρεν R A EB -T 24 6.7 1,20 0.40 40 ΔΕ

29 70 Α ρρεν CM M L 19 7.5 3.70 0.74 57 ΟΧΙ

30 75 Θήλυ CM M L 15 6.2 4,70 0,78 80 ΟΧΙ

*ΔΕ: Δεν ε'λίφε θεραπεία με rh-Epo
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Μ Ε Θ Ο Δ Ο Ι

. _ Για την μελέτη της ανάπτυξης των αποικιών της ερυθράς σειράς χρη
σιμοποιήθηκαν ημίρρευστες (βραχείας διάρκειας, short term) καλλιέρ
γειες.

Υλικά

1. Histopaque-1077 (Sigma): διάλυμα πολυσουκρόζης και Νατριούχου 
diatrizoate το οποίο χρησιμοποιείται για  τον διαχωρισμό ζιυντων μονο- 
πυρηνικιόν κυττάρων (απομάκρυνση ερυθροκυττάρων και πολυμορφο
πύρηνων) από μικρές ποσότητες αίματος ή μυελού.

2. Θρεπτικό υλικό καλλιέργειας: Iscovc’s modification of Dubelcco’s 
Medium (IMDM) εμπλουτισμένο με διττανθρακικά (N aH C03) και 
μείγμα πενικιλλίνης/στρεπτομυκίνης.

3. MethoCult Η4533 (Stem Cell Technologies Inc): Έ τοιμο μείγμα μεθυ- 
λοκυτταρίνης το οποίο περιέχει:
Ορό εμβρύου βοός (Fetal Bovine scrum)-30%
Phytohaemagglutinin-Lymphocytc conditioned medium (PHA-LCM) 
(υπερκείμενο υγρής καλλιέργειας στην οποία επωάζονται λεμφοκύττα- ' 
ρα και διεγείρονται από φυτοαιμοσυγκολητίνη)-5%
Βόειος αλβουμίνη ορού (Bovine serum AJbumin)-l%
Μεθυλοκυτταρίνη -0.9%
2-Μερκαπτοαιθανόλη-10"4Μ 
Γλουταμίνη -2mM
Διατηρείται στους -20°C για  6 μήνες.

4. Ανθριόπινη ανασυνδυασ^ιένη Ερυθροποιητίνη (rh-Epo) περιεκτικότη
τας 5000U/ml: Αραιωνετα£)ιε IMDM. Ετοιμάζουμε 7 διαφορετικά, δια
λύματα rh-Epo, έτσι ώστε ο ι τελικές συγκεντρώσεις στις καλλιέργειες 
να είναι 1 ,2 ,5 ,20,100,200,500 U/ml.
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Μ έθοδος 

Α. Λήψη μυελού
Μετά από τοπική αναισθησία με ξυλοκαΐνη γίνεται παρακε'ντηση με 

ειδική βελόνα μυελογράμματος της οπίσθιας λαγονίου άκανθας ή του 
στέρνου και αναρρόφηση 2-3 ml μυελού. Το δείγμα μεταφέρεται σε απο- 
στειριυμένα σωληνάρια με πώμα, στα οποία έχει τοποθετηθεί εκ των προ- 
τέρων 1ml ηπαρίνης. Κλείνουμε το πώμα και αναμειγνύουμε με προσοχή, 
αλλά γρήγορα, για να αποφευχθεί ο κίνδυνος τόσο της επιμόλυνσης όσο 
και της πήξης του δείγματος.

Β. Διαχωρισμός κυττάρων
1. Το δείγμα του μυελού αραιώνεται με IMDM (1:1).
2. Σε αποστειρωμένα σωληνάρια φυγοκέντρησης τοποθετούνται 3ml 

Histopaquc, υλικό που φυλάσσεται στο ψυγείο και αφήνεται να απο
κτήσει θερμοκρασία δωματίου.

3. Με προσοχή επιστοιβάζεται επί του Histopaque ίση ποσότητα του α
ραιωμένου δείγματος. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 400 x g για ακρι- 
βώς 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.

4. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης τα ερυθρά και τα πολυμορφοπύρη
να καθιζάνουν στον πυθμένα του σωληνάριου, επάνω δε από το ευ
διάκριτο ίζημα τους δημιουργούνται τρεις στοιβάδες διαδοχικά, η 
στοιβάδα του Histopaque, η λεπτή θολερή στοιβάδα των μονοπυρηνι- 
κών κυττάρων και επάνω από αυτήν η στοιβάδα του πλάσματος. Λαμ
βάνουμε με προσοχή και με αποστειρωμένη πιπέτα Pasteur το ενδιά
μεσο, θολερό στριόμα των μονοπυρηνικών κυττάρων.

5. Μεταφέρουμε το αναρροφηθέν στρώμα των μονοπυρηνικών κυττάρων 
σε ένα καθαρό αποστειρωμένο κωνικό σωληνάριο φυγοκέντρησης.

6. Προσθέτουμε σ’ αυτό το σωληνάριο (βήμα 5) 10ml IMDM και αναμει
γνύουμε με ήπιες κινήσεις.

7. Φυγοκεντρούμε στα 250 x g για 10 λεπτά.
8. Αναρροφάμε το υπερκείμενο και το απορρίπτουμε.
9. Προσθέτουμε στο ίζημα των κυττάρων 5ml IMDM και αναμειγνύουμε 

με ήπιους χειρισμούς.
10. Φυγοκεντούμε στα 250 x g για 10 λεπτά.
11. Επαναλαμβάνουμε τα βήματα 8, 9 και 10 και ακολούθως προσθέτουμε 

0,5 ml IMDM.
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12. Μετράμε σε πλάκα Neubauer τον αριθμό των ζιοντων μονοπυρηνικοίν 
κυττάρων μετά από χρώση με Trypan Blue.

13. Αραιώνουμε ή συμπυκνώνουμε το διάλυμα ιοστε η τελική περιεκτικό
τητα του σε κύτταρα να είναι lx l06/ml.
Όλες οι διεργασίες γίνονται σε θάλαμο νηματικής ροής με αποστει

ρωμένα υλικά για να αποφευχθούν οι επιμολύνσεις των καλλιεργειιόν.

Γ. Καλλιέργεια μυελού
Προσθέτουμε ΙΟΟμΙ του παραπάνο) εναιωρήματος κυττάρων σε 1ml 

του μείγματος της μεθυλοκυτταρίνης (MethoCult) και αναμειγνύουμε πολύ 
καλά.
. ,  Από το μείγμα αυτό, χρησιμοποιώντας μία σύριγγα ινσουλίνης 1ml, 
τοποθετούμε με προσοχή σε μία πλάκα 96 κυψελίδων με επίπεδη βάση 100 
μΐ ανά θέση σε συνολικά 7 θέσεις. Πριν την τοποθέτηση του μείγματος έ
χουμε βάλει σε κάθε μία από τις επτά θέσεις ΙΟμ τουν διαλυμάτων των δια
φόρων συγκεντρώσεων της rh-Epo (1, 2, 5, 20, 100, 200, 500 U/ml). Ανα
μειγνύουμε το μείγμα με την rh-Epo κάνοντας ήπιες κινήσεις της πλάκας, 
ώστε να καλυφθεί ομοιόμορφα ο πυθμένας κάθε κυψελίδας.

Όλα τα πειράματα γίνονται εις διπλούν. Αναγράφουμε επί του τρυ- 
βλίου το όνομα και την ημερομηνία που έγινε η καλλιέργεια και τις συγκε
ντρώσεις της rh-Epo. Τα δείγματα τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο, 
όπου επωάζονται στους 37°C, σε απόλυτη υγρασία και ατμοσφαιρικό αέρα 
με 5% C02 για 14 ημέρες.

Δ. Εκτίμηση των αποτελεσμάτων
Την 14η ημέρα μετρήθηκαν σε ανάστροφο μικροσκόπιο οι αποικίες 

της ερυθρός σειράς, που στην ουσία αντιπροσωπεύουν τα προγονικά κύτ
ταρα της ερυθρός σειράς [Ερυθροκυτταρικά CFC (Colony Forming Cells)], 
δηλαδή τα BFU-E και τα CFU-E. Σαν CFU-E χαρακτηρίστηκαν ερυθρο
κυτταρικά αθροίσματα 20-50 αιμοσφαιρινοποιημένο)ν κυττάρων και σαν 
BFU-E ερυθροκυτταρικές αποικίες αποτελούμενες από περισσότερα από 
50 αιμοσφαιρινοποιημένα κύτταρα που σχηματίζουν ένα ή περισσότερα α
θροίσματα (clusters).

Θεραπεία με rh-Epo-Ανταπόκριση
Από το σύνολο τα>ν 30 ασθενών 27 (αναλυτικά RA:8, RARS:4, 

RAEBilO, RAEB-T:3, CMN$L:2) έλαβαν θεραπεία με rh-Epo σε δόση 150 
U/kg βάρους σώματος για τουλάχιστον 2 μήνες.
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Ως ανταπόκριση ορίστηκε σύμφωνα με τα βιβλιογραφικά δεδομένα: 
α) Αύξηση της αιμοσφαιρίνης >1,5gr/dl στους ασθενείς που δεν είχαν α

νάγκη μετάγγισης.
β) Διατήρηση σταθερών επιπέδων αιμοσφαιρίνης χωρίς ανάγκη μετάγγι

σης σε ασθενείς που ήταν σε θεραπεία με μεταγγίσεις πριν την έναρξη 
της χορήγησης rh-Epo.

Ό σοι δεν ανταποκρίθηκαν μετά από 2 μήνες, διέκοψαν την θεραπεία 
με rh-Epo.

Σ τ α τ ισ τ ικ ή  α ν ά λ υ σ η

Έ γινε  σύγκριση των μέσων ημών των αποικιών της ερυθρός σειράς 
με την μέθοδο της κατανομής t-studcnt (t-studcnt test unpaired). Για την 
διερεύνηση της συσχέτισης μεταξύ του αριθμού των αποικιοίν της ερυθρός 
σειράς και της αιμοσφαιρίνης (Hb) των ασθενο'ιν χρησιμοποιήθηκε ο συ
ντελεστής συσχέτισης κατά τάξεις του Spearman, r, (Spcrman’s rank cor
relation coefficient). Επίσης για  την εκτίμηση της σημαντικότητας του φύ
λου χρησιμοποιήθηκε η δοκιμασία της ακριβούς πιθανότητος (Fisher’s 
exact probability test). Σημαντικότητα ορίστηκε ως p £0,05.



*
Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α

Μετρήθηκαν οι ερυθροκυτταρικές αποικίες, οι οποίες ιος γνιοστόν α
ντιπροσωπεύουν τον αριθμό των προγονικών κυττάριον της ερυθράς σει
ράς, CFU-E και BFU-E, σε ημίρρευστες καλλιέργειες κυττάρων μυελού 
των ασθενών με ΜΔΣ και τιον υγιών μαρτύριον. Τα αποτελέσματά τους 
φαίνονται αναλυτικά στον Πίνακα 8. Υπολογίστηκε η μέση τιμή±σταθερά 
απόκλιση (SD) του αριθμού των αποικιών της ερυθράς σειράς ανά ΙΟ4 μο- 
νοπυρηνικά κύτταρα μυελού των οστών α)του συνόλου τιον ασθενών με 
ΜΔΣ, β)του κάθε υπότυπου από αυτούς χιοριστά και γ)τιον υγιιόν μαρτύ
ρων, στις διάιρορες συγκεντριόσεις ανθριοπινης ανασυνδυασμένης Ερυ- 
θροποιητίνης (Πίνακας 9).

Γενικά η ανταπόκριση ήταν ανομοιογενής, ακόμη και στους ασθενείς 
του ίδιου υπότυπου. Συγκρίναμε την μέση τιμή του συνόλου τιον ασθενιόν 
με αυτήν των μαρτύρων υπό την επίδραση τιον διαφόρων συγκεντριοσειον 
της rh-Epo, καθώς επίσης και των ασθενών που ανήκαν σε διαφορετικούς 
υποτύπους ΜΔΣ μεταξύ τους και με τους μάρτυρες. Επιπλέον μελετήθηκε 
και η ανταπόκριση των ασθενών τιον διαφόρων υποτύπων και των μαρτύ
ρων στις 7 διαδοχικές συγκεντρώσεις. Εξετάσαμε επίσης αν η αιμοσφαιρί
νη και το φύλο των ασθενιόν είχαν σχέση με την ανάπτυξη τιον αποικιών 
της ερυθράς σειράς. Από τους 30 ασθενείς 27 υποβλήθηκαν σε θεραπεία 
με Ερυθροποιητίνη. Διερευνήθηκε η ανταπόκριση στην θεραπεία τιον α-’ 
σθενών κάθε υπότυπου ΜΔΣ, καθώς και η σχέση της in vivo με την in vitro 
απάντηση στην rh-Epo.

1. Σύγκριση των ασθενών με τους φυσιολογικούς μάρτυρες: Συγκρί- 
θηκαν αρχικά η μέση τιμή των αποικιών της ερυθράς σειράς του συνόλου 
τιον ασθενών με ΜΔΣ και χωριστά των διαφόρων υποτύπιον τους με την 
μέση τιμή των υγιών μαρτύρων, σε κάθε συγκέντριοση. Η ανάπτυξη του 
συνόλου των ΜΔΣ υπολοίτίόνταν αυτής τιον φυσιολογικών ατόμων και η 
διαφορά ήταν στατιστικά σημαντική σε όλες τις συγκεντρώσεις της Ερο

89
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Πίνακας 8. Αριθμός αποικιών ερυθρός σειράς 110* μονοπνρηνικά κύτταρα μυελού 
των οστών

Σ υγκεντρώ σεις rh-Epo(U /m I)
No. αοϋ ΤύχοςΜ ΔΣ 1 2 5 20 100 200 500

1 RA 23.5 26 30 27 39 19 21,5
2 RA 6 7.5 18 18.5 21.5 20.5 10.5
3 RA 9 11 16 14 15 10 14
4 RA 0 1.5 5 6 7.5 6 4.5
5 RA 7,5 11 11.5 11.5 24.5 15 10.5
6 RA 5 6 8 8 7 5 3
7 RA 2 3 2 2 7 12.5 17
8 RA 26,5 26 22.5 30,5 42.5 49.5 42.5
9 RA RS 12.5 21 20,5 33.5 34.5 23.5 27
10 RARS 0.5 0.5 1,5 1 2 0 0
11 RARS 2 3 5 6.5 7 6 ν 4
12 RARS 0 0.5 0 .5 ' 2 1.5 2 4
13 RARS 0.5 1 1.5 2.5 U 4,5 2
14 RA EB 2.5

*Λrr, 3.5 3 1.5 1.5 1
15 RA EB 5 3 5.5 5 6 10 9
16 RA EB 5 6 8 13 17.5 10 12
17 RA EB 0 0.5 0 2 1.5 2.5 0
18 RA EB 2 3.5 5.5 5 4,5 6 5
19 RA EB 1 1.5 2 2 5 3 3
20 RA EB 4.5 5 6.5 5 7.5 7 3.5
21 RA EB 1 2 1,5 2 3,5 2.5 1
22 RA EB 0.5 1.5 1.5 1.5 5 2 0.5
23 RA EB 4 5 6 5 7.5 6.5 3,5

24 R A EB -T 0 0 0,5 1 2 1 0
25 R A EB -T 0,5 0.5 1 1,5 0.5 0 0,5
26 R A EB -T 0,5 1 1 1.5 2 1.5 1
27 R A EB -T 0 1 0 1 1 1 1
28 R A EB -T 0 0 0,5 0.5 1 0.5 0,5

29 CM M L 0 0 0,5 0,5 1,5 1 0
30 CM M L 0 0 0,5 0.5 1 0.5 1

No. μαρτ. Μ ΑΡΤΥ ΡΑ Σ
1 35 40 50 52 70 45 55

2 50 62 93 100 126 140 66

3 50 58 60 64 85 41 52

4 67,5 79 111,5 98 107,5 80 75,5

5 45 50 60 62 80 55 65

6 60 72 103 110 136 150 76

7 70 82 108 120 146 160 86

8 77 89 117 108 117 90 85

9 52 60 75 90 100 95 85

10 55 62 65 69 90 59 46
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Πίνακας 9. Μέσες τιμές ±σταθερά απόκλιση, SD, και διακύμανση του αριθμού των αποικιών 

της ερυθρός σειράς (CFU -E και BFU-E) ανά 104 μονοπυρηνικά κύτταρα μυελού των οστών

Epo (U/ml) 1 2 5 20 100 200 500
ΜΔΣ 4,05 ±6,49 5,06 ±7,21 6,2 ±7,73 7,1 ±9,09 9,3± 11,71 7,67±10,14 6,77 ±9,62

(0*26,5) (0-26) (0-30) (0,5-33,5) (03-423) (0-49,5) (0-423)
RA 9,93 ±9,75 11,5 ±9,55 14,12±9,37 14,68± 10,05 20,5± 14,17 17,18±14,19 15,43± 1231

(0-26,5) (3-26) (2-30) (2-30,5) (7-42,5) (5-49,5) (3-423)
RARS 3,1 ±53 5,2±8,89 5,8 ±8,39 9,1 ±13,79 93± 14,17 7,2 ±939 7,4± 11,08

(0-12,5) (0,5-21) (03-203) (1-33,5) (13-34,5) (0-233) (0-27)
RAEB · 235±1,93 3,15±1,79 4 ±2,65 435 ±3,38 5,95 ±437 5,1 ±3,24 3,85 ±3,9

(0-5) (0^5-5) (0-8) (13-13) (13-17,5) - (13-10)' (0-12)
RAEB-T . 0,2±0,27 0,5±0,5 0,6±0,41 1,1 ±0,42 13±0,67 0,8 ±0,57 0,6 ±0,41

(0-0,5) (0-1) (0-1) (03-13) (03-2) (0-13) (03-1)
CM M L ' 0 0 0,5 03 1,25 ±035 0,75 ±0,35 03 ±0,7

(0) (0) (0,5) (03) (1 -U ) (03-D (0-1)
ΜΑΡΤΥΡΕΣ 56,15± 12,63 65,4± 15,09 84,25 ±24,97 873±23,71 105,75 ±25,23 913±4434 69,15± 14,64

(35-77) (40-89) (50-117) (52-120) (70-146) (41-160) (46-86)

Πίνακας 10. Μέση τιμή συγκέντρωσης rh-Epo (Μ Τ ) ± S D  
στην οποία παρατηρείται η μέγιστη ανάπτυξη αποικιών 
και συσχέτιση (ρ) με την αντίστοιχη τιμή των μαρτύρων

M T ± S D Ρ

μαρτ. 111±72,14
ασθ. 127,8 ±116,03 0,67
RA 138,75 ±158,58 0,62

RARS 200± 173,2 0,17
RAEB 120,2±62,82 0,76

RAEB-T 64,4± 15,54 0,21
CMML 100 0,83

(ρ<0,001) (Σχήμα Α). Επίσης το ίδιο ίσχυε και για κάθε υπότυπο (ρ<0,05) 
(Σχήμα Β).

Στους ασθενείς με ΜΔΣ η πλειονότητα των αποικιών που μετρήθηκαν 
ήταν CFU-E (75%), ενώ αντίθετα στους φυσιολογικούς μάρτυρες >60% 
των αποικιών ήταν BFU-E.*$*
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Ο Μάρτυρες ΜΔΣ

Epo U/m l

Σχ*ί/*α Α. Σύγκριση μέσων τιμών ερνθροχντταριχών CFCI10* μανοπνρηνικά 
κύτταρα μυελού των οστών ασθ. με Μ Δ Σ  και φυσιολογικών μαρτύρων.
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Σχήμα Β . Σύγκριση μέσων τιμών ερυθροκντταρικών C FC U 09 μονοττυρψικά 
κύτταρα μυελού των οστών ασθ. των διαφόρων υποομάδων Μ Δ Σ  

και φυσιολογικών μαρτύρων.
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2. Σύγχρισΐ] της ανάπτυξης των αποικιών της ερνθράς σειράς στις 
διάφορες συγκεντρώσεις ανθρώπινης ανασυνδυασμένης Ερυθροποιητίνης:

Οι συνήθεις συγκεντρώσεις rh-Epo που χρησιμοποιούνται για την με
λέτη των αποικιών της ερυθρός σειράς είναι 1-2 U/ml. Στην συγκέντριοση 
1 U/ml 8 από τους 30 ασθενείς με ΜΔΣ (26,6%) (αναλυτικά RA: 1/8, 
RARS: 1/5, RAEB: 1/10, RAEB-T: 3/5, CMML: 2/2) παρουσίασαν μηδενι
κή ανάπτυξη αποικιών. Το ίδιο παρατηρήθηκε στη συγκέντριοση 2 U/ml 
για 4 ασθενείς από τους 30 (13,3%) (RAEB-T: 2/5, CMML: 2/2). Οι ασθε
νείς αυτοί ανταποκρίθηκαν στην αύξηση της συγκέντρωσης της Ερο με μι
κρή ανάπτυξη αποικούν ερυθρός σειράς.

Συγκρίθηκαν οι μέσες τιμές των ερυθροκυτταρικιύν CFC στις διαδο
χικές συγκεντρώσεις της rh-Epo (1, 2, 5, 20, 100, 200, 500 U/ml) των φυ
σιολογικών μαρτύριον, του συνόλου τιον ασθενούν με ΜΔΣ και τιον ασθε
νών του κάθε υπότυπου (RA, RARS, RAEB, RAEB-T, CMML). Τόσο 
στους φυσιολογικούς μάρτυρες όσο και στο σύνολο των ασθενών με ΜΔΣ 
και στον κάθε υπότυπό τους χιοριστά διαπιστιύθηκε αύξηση τιον μέσιον τι
μών των αποικιών της ερυθρός σειράς σταδιακά από την συγκέντριοση 
Epo 1 έως 100 U/ml και στην συνέχεια μείωση των τιμιύν στις συγκεντρώ
σεις 200 και 500 U/ml. Στην συγκέντρωση 100 U/ml-παρατηρήθηκε η μέγι- 
στη τιμή των μέσων τιμών τιον αποικιών (Πίνακας 9).

Από την στατιστική ανάλυση παρατηρήθηκε ότι ενώ οι μέσες τιμές 
των αποικιών του συνόλου των ΜΔΣ αυξήθηκαν προοδευτικά από την συ
γκέντρωση 1 έως 100 U/ml και στην συνέχεια παρουσίασαν πτώση στις 
συγκεντρώσεις 200 και 500 U/ml, στατιστικά σημαντική ήταν μόνο η δια
φορά της μέσης τιμής τιον αποικούν στην συγκέντρωση 100 U/ml, όταν αυ
τή συγκρίθηκε με την μέση τιμή στην συγκέντρωση 1 U/ml (p=0,03).

Παρά την παρατηρούμενη αύξηση του αριθμού των αποικιών, η αύ
ξηση της rh-Epo δεν αποκατέστησε την φυσιολογική ερυΟροποίηση στους 
ασθενείς με ΜΔΣ. Εξαίρεση αποτέλεσε ένας ασθενής (No 8), ο οποίος 
στην συγκέντρωση rh-Epo 200 U/ml παρουσίασε αριθμό αποικούν εντός 
των ορόον των φυσιολογικών μαρτύριον.

3. Σύγκριση των υποτύπων των ΜΔΣ μεταξύ τους: Αν συγκρίνουμε 
χωριστά σε κάθε συγκέντρωση ΕρυΟροποιητίνης που χρησιμοποιήθηκε την 
ανταπόκριση των διαφόρω^υποτύπιυν, παρατηρούμε ότι υψηλότερες μέ
σες τιμές αποικιών παρουσίασαν οι ασθενείς με RA (Σχήμα Γ). Η διαφο
ρά αυτή ήταν στατιστικά σημαντική κατά την σύγκριση με τις μέσες τιμές
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Epo U /m l

Σχ>ί/ια Γ > Σνγχριστ) μέσων τιμών ερυθροχντταρίκών C FC I1&  μονοπυρηνιχά 
κύτταρα μυελού των οστών ασΟ. των διαφόρων υποομάδων Μ Α Σ

των ασθενιόν με RAEB και RAEB-T και όχι με τις μέσες τιμές των ασθε
νών με RARS. Αυτό ίσχυε για όλες τις συγκεντρώσεις της rh-Epo.

Οι μέσες τιμές των CFC της ερυθρός σειράς των ασθενών με RARS 
υπερείχαν αυτιόν των ασθενών με RAEB και RAEB-T, η διαφορά όμως 
δεν ήταν στατιστικά σημαντική. Αντίθετα οι μέσες τιμές τιον αποικιών των 
ασθενών με RAEB υπερείχαν με στατιστικά σημαντική διαφορά αυτιόν με 
RAEB-T σε όλες τις συγκεντρώσεις της rh-Epo, πλην αυτής των 20 και 500 
U/ml.

Οι μέσες τιμές τιον ασθενών με CMML ήταν μικρότερες όλων των 
άλλων ΜΔΣ, η διαφορά όμως δεν μπορεί να εκτιμηθεί στατιστικά, λόγω 
του μικρού αριθμού των περιστατικών.

4. Ανάλυση των αποτελεσμάτων των ασθενών τον κάθε νπότνπον χω
ριστά καθώς και των φυσιολογικών μαρτύρων:

R A : Εξετάστηκαν συνολικά οι μυελοί 8 ασθενών με RA (26,67% του 
συνόλου των ασθενών), 5 άνδρες και 3 γυναίκες με διάμεση ηλικία 61,5 έ
τη (51-80). Η ανταπόκριση στην Ερυθροποιητίνη in vitro ήταν ανομοιογε- 
νής. Οι 6 από τους 8 ασθενείς (No. 1, 2, 3, 5, 7, 8) είχαν ικανοποιητική α
νταπόκριση σε σχέση με τους υπόλοιπους 2 ασθενείς (No. 4, 6) που πα
ρουσίασαν πτωχή ανάπτυξη (Σχήμα Δ).

Ο αριθμός των αποικιών της ερυθρός σειράς ανά ΙΟ4 κύτταρα και οι
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Σχήμα Δ. Ερνθροχντταρικά C FC /1&  μονοπνρηνιχά κύτταρα  

μυελού των οστών ασθ. με RA.

αντίστοιχες μέσες τιμές ±SD στις διάφορες συγκεντρώσεις της rh-Epo (1,
2,5, 20,100,200,500 U/ml) κυμάνθηκαν αντίστοιχα ως ακολούθως: 0-26,5 
(9,93±9,75), 3-26 (11,5±9,55), 2-30 (14,12±9,37), 2-30,5 (14,68±10,05), 7-
42,5 (20,5±14,7), 5-49,5 (17,18±14,19), 3-42,5 (15,43±12,51) (Πίνακας 8, 9). 
Αύξηση της μέσης τιμής του αριθμού των αποικιών παρατηρήθηκε με την 
αύξηση της συγκέντρωσης της Ερο μέχρι της συγκέντρωσης 100 U/ml και 
στην συνέχεια μικρή μείωση του αριθμού τους στις συγκεντρώσεις 200 και 
500 U/ml. Παρά την αύξηση του αριθμού των αποικιών παράλληλα με την 
αύξηση της συγκέντρωσης της Ερο, οι μέσες τιμές στις διάφορες συγκε-, 
ντρώσεις συγκρινόμενες μεταξύ τους δεν παρουσίαζαν στατιστικά σημα
ντική διαφορά, ενώ αντίθετα όλες ήταν χαμηλότερες από τις αντίστοιχες 
των φυσιολογικών μαρτύρων με στατιστικά σημαντική διαφορά (ρ<0,001). 
Η υψηλότερη τιμή των αποικιών παρατηρήθηκε για 4 ασθενείς στην συ
γκέντρωση rh-Epo των 100 U/ml και για τους υπόλοιπους 4 ασθενείς σε 
κάθε μία από τις συγκεντρώσεις 5,20,200 και 500 U/ml.

Η μέση τιμή της rh-Epo ±SD στην οποία παρατηρήθηκε η μέγιστη α
νάπτυξη αποικιών ήταν 138·Λ5±158,58, χωρίς στατιστικά σημαντική διαφο
ρά από αυτή των μαρτύρων (ρ=0,62) (Πίνακας 10).



Οι ασθενείς με RA στο σύνολό τους είχαν καλύτερη ανταπόκριση 
(μεγαλύτερο αριθμό μέσων τιμών αποικιιόν) από αυτούς με RARS, RAEB, 
RAEB-T και CMML, η διαφορά αυτή όμως ήταν στατιστικά σημαντική 
(ρ<0,05) μόνο σε σχέση με τους ασθενείς με RAEB, RAEB-T και CMML 
στις συγκεντριόσεις 5 και 20 U/ml, όπως προκύπτει από τη σύγκριση των 
μέσων τιμών τιυν αποικιών στις αντίστοιχες συγκεντριόσεις rh-Epo. (Πίνα
κας 11).

RARS: Μελετήθηκαν 5 ασθενείς με RARS (16,67%), 3 γυναίκες και 2 
άνδρες, διάμεσης ηλικίας 78 ετών με διακύμανση 67-82. Ο αριθμός τιον 
CFC της ερυθρός σειράς ανά ΙΟ4 κύτταρα και η μέση τιμή±50 κυμάνθηκε 
στις συγκεντριόσεις rh-Epo 1, 2, 5. 20, 100, 200, 500 U/ml αντίστοιχα ιυς ε
ξής: 0-12,5 (3,1 ±5,3), 0,5-21 (5,2±8,89), 0,5-20,5 (5,8±8,39), 1-33,5. (9,1± 
13,79), 1,5-34,5 (9,3±14.27), 0-23,5 (7,2±9,39): 0-27 (7,4±11,08) (Σχήμα Ε). 
Ένας από τους 5 ασθενείς (Νο.9) παρουσίασε σημαντική αύξηση των α
ποικιών με την αύξηση της συγκέντρωσης της rh-Epo και 4 ασθενείς μικρή. 
Παρατηρήθηκε αύξηση των μέσων τιμιόν μέχρι την συγκέντριυση τιον 100 
U/ml και στην συνέχεια μείωση. Δεν διαπιστώθηκε στατιστικά σημαντική 
διαφορά μεταξύ τιον μέσων τιμιόν στις διάφορες συγκεντριόσεις της rh- 
Epo. Αντίθετα υστερούσαν σημαντικά των αντίστοιχων μέσων τιμών των 
φυσιολογικών μαρτύριον (ρ <0,001). Η μεγίστη τιμή αποικιών παρατηρή
θηκε στην συγκέντρωση 100 U/ml για 3 από τους 5 ασθενείς και για τους

Πίνακας 11. Συαχέτιση μέσων τιμών (Μ Τ ) ερυθροκυτταρικών αποικιών 1101 μονο- 
πνρηνιχά κύτταρα μυελού των οστών ασθ. με RA ως προς RARS, RAEB, RAEB-T, 
CM M L.

Συγκεντρώσεις 

rh-Epo (U/ml)

MT±SD

RA RARS

p ως προς

RAEB RAEB-T CMML

1 9,93 ±9,75 0,1 0,03* 0,05* 0,2

2 11,5 ±9,55 0,2 0,01* 0,02* 0,1

5 14,12±9,37 0,1 0,005* 0,009* 0,08*

20 14,68 ±10,05 0,4 0,007* 0,01*

•O
n

Oo

100 20,5 ±14,17 0,1 0,007* 0,01* 0,1

200 17,18±14,19 0,1 0,02* 0,03* 0,1

500 15,43 ±12,51 °·2. 0,01* 0,02* 0,1

* στατιστικά σημαντική διαφορά
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Σχιίμα Ε. Ερνθροκυτταρικά C F C I1 & μονοπυρηνικά κύτταρα  
μυελού των οστών ασθ. με RARS.

υπόλοιπους 2 στις συγκεντρώσεις 200 και 500 U/ml.-H μέση τιμή συγκε
ντρώσεων της rh-Epo ±SD, στις οποίες παρατηρήθηκε η μεγίστη ανταπό
κριση ήταν 200± 173,2, και δεν είχε στατιστικά σημαντική διαφορά από 
τους μάρτυρες (ρ=0,17) (Πίνακας 10).

Κατά την σύγκριση με τα άλλα ΜΔΣ, υπολοίπονταν της RA, ενού υ
περτερούσε των υπολοίπου χουρίς καμία διαφορά να είναι στατιστικά ση
μαντική. (Πίνακας 12) Αν εξαιρέσουμε τον έναν από τους 5 ασθενείς 
(ασθ. No. 9) που παρουσίαζε πολύ καλή ανάπτυξη και ανάλογη με αυτήν 
των ασθενούν με RA, τότε οι μέσες τιμές των υπολοίπουν 4 ασθενών (0,75± 
0,86, 1,25±1,19, 2,12±1,97, 3±2,41, 3±2,67, 3,12±2,65, 2,5±1,91) είναι χαμη
λότερες των τιμούν των RA (στατιοττικά ση μαντική διαφορά στις οχυγκε- 
ντρώσεις 5-100U/ml) και RAEB (οπατιοπικά μη οτημαντική διαφορά).

R A E B : Οι ασθενείς με RAEB ήταν 10 (33,34%), 6 γυναίκες και 4 άν- 
δρες διάμεοτης ηλικίας 64 έτη (49-75). Η ανταπόκριοχη ήταν ανομοιογενής, 
2 ασθενείς παρουσίασαν καλή ανοχπτυξη αποικιούν (No. 15, 16), και οι υ
πόλοιποι 8 από μέτρια έως πτουχή. Ο αριθμός των CFC της ερυθράς σειράς 
ανά ΙΟ4 κύτταρα που μετρήθηκαν στις συγκεντρούσεις Epo 1, 2, 5, 20, 100, 
200, 500 U/ml και η μέση τί^ή^Ξϋ ήταν αντίστοιχα 0-5 (2,55±1,93), 0,5-5 
(3,15±1,79), 0-8 (4±2,65), 1,5-13 (4,35±3,38), 1,5-17,5 (5,95±4,57), 1,5-10
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Πίνακας 12. Συσχέησί) μέσων ημών (Μ Τ ) ερνΟςκτκντταριχών αποικιών /10* μονο- 
πνρηνιχά κύτταρα μυελού των οστών ασθ. με RARS ακ προς RAEB, RAEB-T, 
C M M L

Συγκεντρ. 
rh-Epo(l) /ml)

MT±SD
RARS RAEB

p ως προ? 
RAEB-T CMML

1 3.1 ±5.3 0.7 0.2 0.4
2 5.2±8.89 0.4 0.2 0,4
5 5.8 ±8,39 0.5 0.2 0,4

20 9,1 ±13,79 0.3 0.2 0,4
100 9.3± 14.27 0.5 0.2 0,4
200 7.2±9.39 0.5 0,1 0,4
500 7.4± 11.08 0.3 . 0,2 0,4

(5,1±3,24), 0-12 (3,85±3,9) (Σχήμα Στ). Η μέγιστη ανάπτυξη των αποικιών 
παρατηρήθηκε στη συγκέντρωση 100 U/ml για 6 ασθενείς, στην συγκέ- 
ντριυση 200 U/ml για 3 ασθενείς και για 1 ασθενή η ίδια μεγίστη τιμή πα
ρατηρήθηκε σε δυο συγκεντριόσεις 2 και 5 U/ml. Η μέση τιμή συγκεντρώ
σεων της rh-Epo ±SD, στις οποίες παρατηρήθηκε η μεγίστη ανταπόκριση 
ήταν 120,2±62,82, και δεν είχε στατιστικά σημαντική διαφορά από τους 
μάρτυρες (ρ=0,76) (Πίνακας 10).

Από την σύγκριση των μέσων τιμών στις 7 διαφορετικές συγκεντριό- 
σεις Ερο παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά (ρ<0,05) μεταξύ 
των τιμών των αποικιιον στις συγκεντρώσεις 100 και 200 U/ml όταν συ- 
γκρίθηκαν με την μέση τιμή των αποικιιον στην συγκέντρωση 1 U/ml. Δεν 
παρατηρήθηκε καμία άλλη στατιστικά σημαντική διαφορά, αν και οι μέσες 
τιμές παρουσίαζαν αύξηση μέχρι μεγίστης τιμής στην συγκέντρωση 100 
U/ml και ακολούθως μικρή μείωση. Κατά την συσχέτιση με τις άλλες υπο
ομάδες τιυν ΜΔΣ στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις, οι μέσες τιμές ήταν μι
κρότερες αυτών τιον ασθενών με RA και RARS και μεγαλύτερες αυτών 
των ασθενιόν με RAEB-T και CMML (Πίνακας 13). Η διαφορά ήταν στα
τιστικά σημαντική (ρ<0,05) κατά την σύγκριση με την RA σε όλες τις συ- 
γκεντριοσεις και με την RAEB-T σε όλες εκτός από τις συγκεντρώσεις 20 
και 500 U/ml. Δεν βρέθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά με τις μέσες τι
μές ασθενών με RARS σε όλες τις συγκεντρώσεις και επίσης με τις μέσες 
τιμές των ασθενών με CMML σε όλες τις συγκεντρώσεις, εκτός αυτής τιον 
2 U/ml, ως προς την οποία η διαφορά ήταν στατιστικά σημαντική (ρ=0,04)
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Epo U/m l

Σχήμα Σ Τ . Ερνθροχντταρικά CFC/104 μονοττυρηνικά κύτταρα  
μυελού των οστών ασθ. με RAEB.

Πίνακας 13. Συσχέτισ?] μέσων τιμών (Μ Τ ) ερνθροκυτταριχών αποι
κιών! 10* μονοπνρηνιχά κύτταρα μυελού των οστών ασθ. με RAEB  

ως προς R A EB -T και C M M L

Συγκεντρώσεις 
rh-Epo (U/ml)

MT±SD
RAEB

p ως προς
RAEB-T CMML

1 2,55 ±1,93 0,02* 0,1
2 3,15 ±1,79 0,007* o s #

5 4±2,65 o o H-
‘ * 0,1

20 4,35 ±3,38 0,055 0,15
100 5,95 ±4,57 0,04* 0,19
200 5,1 ±3,24 0,01* ο,ί
500 3,85 ±3,9 0,09 0,27

* σ τατισ τικά  σημαντική δ κ ^ ρ ά
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(Π ίνακας 7). Επιπλέον ot μέσες τιμές ήταν χαμηλότερες από τις αντίστοιχες 
τιον φυσιολογικυιν μαρτύρων με στατιστικά σημαντική διαφορά (ρ<0,001).

RAEB-T: Καλλιεργήθηκαν κύτταρα μυελού από 5 ασθενείς με R A E B -T  

(16,67% ), 3 άνόρες και 2 γυναίκες, διάμεσης ηλικίας 63 έτη (61-77). Η  α
νάπτυξη των αποικιών της ερυθράς σειράς ήταν γενικά πτωχή και ως ακο
λούθως (διακύμανση, μέση τιμ ή ± 5 ϋ ) στις συγκεντριόσεις 1, 2, 5, 20, 100, 
200, 500 U /m l αντίστοιχα: 0-0,5 (0.2±0.27), 0-1 (0.5±0,5), 0-1 (0,6±0,41),

μα Ζ ). Ο ι μέγιστες τιμές παρατηρήθηκαν στη συγκέντρωση 100 U /m l γ ια  3 
ασθενείς κα ι 20 U /m l γ ια  έναν ασθενή, ενώ για  τον τέταρτο η ίδια μεγίστη 

τιμή παρατηρήθηκε στις συγκεντριόσεις 2, 20, 100, 200, 500 U /m l. Η  μέση 
τιμή συγκεντρώσεων της rh-Epo ±SD , στις οποίες παρατηρήθηκε η μεγίστη 

ανταπόκριση ήταν 64,4± 15,54, χωρίς στατιστικά σημαντική διαφορά από 
αυτήν των μαρτύρων (ρ = 0 ,21 ) (Π ίνακας 10).

Ο ι μέσες τιμές παρουσίαζαν αύξηση από την συγκέντρωση 1 έως 100 
U /m l κα ι στη συνέχεια μικρή πτιόση. Συγκρινάμενες μεταξύ τους παρουσί
αζαν στατιστικά σημαντική διαφορά μόνο ο ι τιμές στις συγκεντριόσεις 20, 
100 U /m l σε σχέση με την τιμή στην συγκέντρωση 1 U /m l. Ο ι μέσες τιμές 

συγκρινάμενες με αυτές των φυσιολογικιόν μαρτύρων ήταν χαμηλότερες με 
στατιστικά σημαντική διαφορά (ρ <0,001) (Σχήμα Γ ), ενιό σε σχέση με 
τους άλλους υπότυπους των Μ Δ Σ  ήταν επίσης χαμηλότερη από τις μέσες 

τιμές ασθενών με R A  (p < 0 ,05 ), R A R S (μη στατιστικά σημαντική διαφο-

7Τ

3ος

2ος

5ος

4ος

1ος
2 5 20 100 200 500

Epo U/ml

Σχήμα Ζ. Ερυθροκυτταρικά CFCI101 μονοπυρηνικά κύτταρα 
μυελού των οστών ασθ. με RAEB-T.
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ρά), R A E B  (p<0,05 γ ια  όλες τις συγκεντρώσεις πλην 20 κα ι 500 U /m l) κα ι 
υψηλότερες των τιμών της C M M L  (στατιστικά μη σημαντική διαφορά).

C M M L : Ο  αριθμός των περιστατικών που μελετήθηκαν ήταν μόνο 2 

(6,67%  του συνόλου), 1 άνδρας και 1 γυναίκα διάμεσης ηλικίας 72,5 (70- 
75). Η  διακύμανση του αριθμού των αποικιών ανά 104 κύτταρα στις διά
φορες συγκεντρώσεις rh-Epo (1 ,2 , 5, 20, 100, 200, 500 U /m l) κα ι οι με'σες 
τιμές ήταν ως ακολούθως: 0 (0-0), 0 (0 -0), 0,5 (0 ,5-0,5), 0,5 (0,5-0,5), 1-1,5 
(1,25±0,35), 0,5-1 (0,75±0,35), 0-1 (0,5±0,7) (Σχήμα Η ). Η  ανάπτυξη ήταν 
πτωχή, σημαντικά μικρότερη των φυσιολογικών μαρτύρων (ρ < 0 ,0 5 ) κα ι ό
λων των άλλων υπότυπων των Μ Δ Σ  (στατιστικά μη σημαντική διαφορά) 
(Σχήμα Γ ). Η  μεγίστη ανάπτυξη παρατηρήθηκε στη συγκέντρωση 100 U /m l 
για  τον ένα ασθενή κα ι γ ια  τον δεύτερο η ίδ ια μέγιστη τιμή παρατηρήθηκε 
στις συγκεντρώσεις 100 και 500 U /m l. Η  μέση τιμή στην συγκέντρωση 100 
U /m l παρουσίαζε στατιστικά σημαντική διαφορά (ρ < 0 ,0 5 ) από την μέση 
τιμή στην συγκέντρωση 1 κα ι 2 U /m l.

Φυσιολογικοί μ ά ρ τυ ρ ες : Μ ελετήθηκαν ο ι μυελοί 10 υγιών ατόμων, 5 
ανδρών κα ι 5 γυναικών. Ο  αριθμός των αποικιών της ερυθρός σειράς ανά  
ΙΟ4 κύτταρα και οι μέσες τιμές ±SD  στις συγκεντρώσεις 1, 2, 5 ,2 0 ,1 0 0 , 200, 
500 U /m l ήταν αντίστοιχα 35-77 (56,15±12,63), 40-89 (65,4±15,09), 50-117 
(84,25± 4,97), 52-120 (87,3±23,71), 70-146 (105,75±25,23), 41-160 
(91,5±44,34), 46-86 (69,15±14,64) (Σχήμα Θ ). Ο ι μέγιστες τιμές των αποι
κιών παρατηρήθηκαν στην συγκέντρωση 100 U /m l γ ια  6 μάρτυρες, στη συ-

Σχημα Η . Ερνθροκυτταρικά CFCISxlO1 μονοπνρηνικά κύτταρα  

μυελού των οστών ασθ. με C M M L.
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2 0 -

0-1------ 1------- 1-------1-------1-------- 1----- 1
1 2  5  2 0  100 2 0 0  5 0 0

Epo U/ml

Σχήμα θ .  Ερυθροχντταριχά CFC/104 μονοπυρηνιχά χύτταρα  
μυελού των οστών φυσιολαγιχών μαρτύρων.

γκέντρωση 200 U /m l γ ια  3 μάρτυρες και στη συγκέντρωση 5 U /m l για  1 
μάρτυρα. Η  μέση τιμή συγκεντρώσεων της rh-Epo ±SD , στις οποίες παρα
τηρήθηκε η μεγίστη ανταπόκριση ήταν 111±72,14, χωρίς στατιστικά σημα
ντική διαφορά από αυτήν των ασθενών με Μ Δ Σ  σαν σύνολο κα ι κάθε υπό- 
τυπου χω ριστά.

Ο ι μέσες τιμές παρουσίαζαν προοδευτική αύξηση έως την συγκέ
ντρωση 100 U /m l κα ι στη συνέχεια μείωση. Συγκρινόμενες μεταξύ τους 
στατιστικά σημαντική διαφορά παρουσίαζαν οι τιμές στις συγκεντρώσεις 
5 ,2 0 ,1 0 0 , 200, 500 U /m l όταν συγκρίνονταν με την τιμή στην συγκέντρωση 
1 U /m l (p: 0,005, 0,002, <0,001, 0,03, 0,04 αντίστοιχα), οι τιμές στις συγκε
ντρώσεις 20 ,100 U /m l, όταν συγκρίνονταν με την τιμή στην συγκέντρωση 2 
U /m l (p:0,02, 0,0004) κα ι η τιμή στη συγκέντρωση 500 U /m l όταν συγκρί
νονταν με την τιμή στην συγκέντρωση 100 U /m l (p=0,0009). Σε όλες τις 
άλλες συσχετίσεις η διαφορά δεν ήταν στατιστικά σημαντική.
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5. Διερεύνηση της σχέσης αιμοσφαιρίνης και in vitro ανταπόκρισης 
στην rh-Epo

Εξετάστηκε αν υπάρχει συσχέτιση της αιμοσφαιρίνης (Hb σε gr/dl) 
πρώτον με τον μέγιστο αριθμό αποικιιόν που ανέπτυξε κάθε ασθενής υπό 
την επίδραση της Ερο και δεύτερον με τον αριθμό τιον αποικιών στην συ
γκέντρωση Ερο 100 U/ml. Χρησιμοποιήθηκε ο συντελεστής συσχέτισης 
κατά τάξεις του Spearman. Διαπιστώθηκε στατιστικά,σημαντική, θετική 
συσχέτιση και στις δύο συγκρίσεις (rs=0,891, p<0,01 και γ,= 0,862, ρ<0,01 
αντίστοιχα).

6. Διερεύνηση συσχέτισης της in vitro ανταπόκρισης στην rh-Epo με το 
φύλο του ασθενούς

Από τους 9 ασθενείς που ανταποκρίθηκαν ικανοποιητικά in vitro 
στην rh-Epo 4 ήταν γυναίκες (44,4%) και 5 άνδρες (55,5%). Στο σύνολο 
των ασθενών απάντησαν 4 από τις 15 γυναίκες (26,6%) και 5 από τους 15 
άνδρες (33,3%). Παρατηρείται μία ελαφρά υπεροχή των ανδρών στην in 
vitro ανταπόκριση στην rh-Epo, στατιστικά μη σημαντική (ρ=0,37).

7. Ανταπόκριση στην in vivo χορήγηση rh-Epo
Υποβλήθηκαν σε θεραπεία με rh-Epo (150 U/kg βάρους σιόματος 3 

φορές την εβδομάδα υποδόρια για δύο μήνες) 27 ασθενείς. Ανταποκρίθη
καν συνολικά 7 από τους 27 ασθενείς (25,9%), αναλυτικά 3 από τους 8 ασ
θενείς με RA (No. ασθ. 1, 6, 8), 1 από τους 4 με RARS (No. ασθ. 12) και 3 
από τους 10 με RAEB (No. 18, 19, 21) και κανείς από τους ασθενείς με 
RAEB-T ή CMML. Τα ποσοστά ανταπόκρισης ήταν για την RA, RARS 
και RAEB 37,5%, 25%, 30% αντίστοιχα.

Δεν αναφέρθηκαν ανεπιθύμητες ενέργειες του φαρμάκου, όπως 
θρόμβωση, υπέρταση, σπασμοί, σπληνομεγαλία και δεν παρατηρήθηκε με
ταβολή του αριθμού λευκοκυττάρου και αιμοπεταλίου.

8. Διερεύνηση συσχέτισης in vivo-in vitro ανταπόκρισης
Από το σύνολο πυν 30 ασθενούν που μελετήθηκαν 9 ασθενείς παρου

σίασαν ικανοποιητική ανάπτυξη αποικιών. Από αυτούς 6 είχαν RA (ασθ. 
No 1, 2, 3, 5, 7, 8), 1 RARS (ασθ. No 9) και 2 RAEB (ασθ. No 15, 16). Ο
κτώ (8) από τους 9 ασθενείς υποβλήθηκαν σε θεραπεία με rh-Epo και α
νταποκρίθηκαν οι 2 (25%). Α̂ ιό τους υπόλοιπους 21 ασθενείς με μικρή α
νάπτυξη αποικιών 19 ασθενείς έλαβαν θεραπεία και ανταποκρίθηκαν οι 5
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(26,3%). Δεν παρατηρείται επομένως διαφορά στην ανταπόκριση στην in 
vivo χορήγηση rh-Epo μεταξύ αντών που ανταποκρίνονται καλά και αυτών 
που ανταποκρίνονται πτωχά στην in vitro επίδραση του φαρμάκου. Επομέ
νως δεν φαίνεται να  υπάρχει συσχέτιση μεταξύ in vivo και in vitro ανταπό
κρισης.

ι

#
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Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε η ανάπτυξη αποικιοόν ερυθρός σει
ράς, CFU-E και BFU-E, σε ημίρρευστες καλλιέργειες μυελού 30 ασθενούν 
με ΜΔΣ (RA:8, RARS:5, RAEB:10, RAEB-T:5 και CMML:2), σε αυξα
νόμενες δόσεις ανασυνδυασμένης ανθρώπινης Ερυθροποιητίνης (rh-Epo) 
1, 2, 5, 20, 100, 200, 500 U/ml. Οι συγκεντροχτεις 1 και 2 U/ml είναι οι συ- 
γκεντρο^σεις που είναι απαραίτητες για την ανάπτυξη της ερυθρός σειράς 
στις ημίρρευστες ή βραχείας διάρκειας κυτταρικές καλλιέργειες (short 
term). Οι υπόλοιπες συγκεντρώσεις επιλέχθηκαν με βάση την διεθνή βι
βλιογραφία. Τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν με ανάλογες καλλιέργειες 
μυελού 10 φυσιολογικών ατόμων στις ίδιες συγκεντρώσεις rh-Epo. Επίσης 
σε 27 από τους 30 ασθενείς χορηγήθηκε rh-Epo σε δόση 150 U/kgr βάρους 
σώματος, τρεις φορές την εβδομάδα, υποδόρια για 2 μήνες και ελέγχθηκε 
η ανταπόκρισή τους.

Είναι γνιοστό από προηγηθείσες μελέτες ότι στους περισσότερους 
ασθενείς με ΜΔΣ παρατηρείται ππυχή ή και απουσία ανάπτυξης αποικιοόν 
κατά την καλλιέργεια αιμοποιητικών προγονικών κυττάρων μυελού ή πε
ριφερικού αίματος, συμπεριλαμβανομένων τόσο των πολυδύναμοί κύττα
ρων, όσο και των δεσμευμένοι στην μυελική, ερυθρά ή μεγακαρυοκυττα- 
ρική σειρά ' . Όσον αφορά την ερυθρά σειρά, η παρατηρούμενη ελατ- 
πομένη ανάπτυξη μπορεί να οφείλεται είτε σε μείοκτη του αριθμού πυν δε
σμευμένοι προγονικών κυττάρων της ερυθρός σειράς γενικά ή/και σε δια
ταραχή του πολλαπλασιασμού και της διαφοροποίησής τους271. Οι Sawada 
και συν.272 παρατήρησαν ότι τα CD34+ κύτταρα στα ΜΔΣ είναι δεσμευμέ
να στην μη ερυθρά σειρά, γεγονός που εξηγεί την χαμηλή έο:>ς μηδενική α
νάπτυξη αποικιοόν της ερυθρός σειράς από τα μυελοδυσπλαστικά προγονι
κά κύτταρα. Επίσης έχει ο^γαφερθεί ότι στα ΜΔΣ τα βλαστικά κύτταρα 
(άωρα πολυδύναμα π ρ ογονό  κύτταρα, που έχουν ικανότητα αυτοανανέ
ωσης και ανάπτυξης πολλαπλοτν αιμοποιητικών σειρο5ν), όταν επανακαλ-
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λιεργήθηκαν σε δευτερογενείς καλλιέργειες, παρουσίαζαν μειωμένη ικα
νότητα να δίνουν γένεση οε ερυθρά προγονικά κύτταρα BFU-E σε αντίθε
ση με τους φυσιολογικούς μάρτυρες271. Ο Brada και συν.274 έδειξαν με τα 
αποτελέσματα της ερευνάς τους ότι σε ένα υποπληΟυσμό ασθενών με ΜΔΣ 
η διαταραχή στην ερυΟροποίηση εντοπίζεται σε ένα πριόιμο στάδιο της ε- 
ρυΟροκυτταρικής διαφοροποίησης και σχετίζεται με την παραμονή της έκ
φρασης του CD34 αντιγόνου και σε μερικές περιπτιίκτεις με την έκφραση 
του Ενΐ-1 γονιδίου, που θεωρείται ότι σχετίζεται με διαταραχή της διαφο
ροποίησης της ερυθράς και της μυελικής σειράς.

Ένας επιπρόσθετος λόγος που συμβάλλει στην μειωμένη ανάπτυξη 
αποικιών ερυθράς σειράς είναι το γεγονός ότι η ανταπόκριση στους αυξη
τικούς παράγοντες (rh-Epo, G-CSF, GM-CSF) δεν είναι η αναμενόμενη 
στα ΜΔΣ275'27*. Η φυσιολογία της μειωμένης «πάνπμτης στην Ερο παραμέ
νει αδιευκρίνιστη και πιθανά οφείλεται σε μειωμένο αριθμό υποδοχέων, 
μειωμένη χημική συγγένεια του υποδοχέα ή διαταραχή στην μετάδοση του 
μηνύματος274. Οι Mittclman και συν.2*' δεν διαπίστωσαν διαταραχή του 
γονιδίου του υποδοχέα της Ερο στους ασθενείς με RARS. Παράλληλα οι 
Blackx και συν.2*1 απέδειξαν ότι δεν υπήρχε ποσοτική διαταραχή τιον υπο- 
δοχέιον της Ερο. Οι ίδιοι πρότειναν ότι η καταστολή της ερυθροκυτταρικής 
ανταπόκρισης πιθανά προκαλείται από διαταραχή στην μετάδοση του μη
νύματος μετά την σύνδεση με την Ερο, λόγο) λειτουργικής διαταραχής είτε 
του ίδιου του υποδοχέα ή κάποιου άλλου παράγοντα στο επίπεδο μεταβί
βασης του μηνύματος κάτωθεν του υποδοχέα. Υπέρ του τελευταίου είναι 
και η παρατήρηση τιον Hoefsloot και συν.2*2, οι οποίοι εξέτασαν 15 δείγ
ματα ασθενούν με ΜΔΣ και διαπίστωσαν ότι η ενεργοποίηση του STAT5, 
που αποτελεί σημαντικό διαβιβαστή (tranduccr) του μηνύματος και ενερ- 
γοποιητή της μεταγραφής (transcription), είναι σημαντικά μειωμένη έιος 
μηδενική μετά από διέγερση με rh-Epo. Τελευταία αποδείχθηκε ότι στην 
διαταραχή του πολλαπλασιασμού τιον προγονικών κυττάρων της ερυθράς 
σειράς συμβάλλει και η αυξημένη έκφραση του Fas/CD95, ενός διαμεμ- 
βρανικού μεσολαβητή (mediator) του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου 
στον υποπληΟυσμό των κυττάρων που είναι θετικά στην γλυκοφορίνη Α+2*\ 
Ο ρόλος των διαλυτών αναστολέων της ερυθροποίησης (TNF-a, TGF-β, ι- 
ντερφερόνες) χρήζει γενικά περαιτέρω διευκρίνισης, αλλά έχει αποδει- 
χθεί ότι ο TNF-a είναι αυξημένος σε μερικούς ασθενείς με ΜΔΣ και αντι
στρόφους ανάλογος με την τιμή της αιμοσφαιρίνης16.

Σε συμφωνία με την διεθνή βιβλιογραφία και στην παρούσα μελέτη

ί
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διαπιστώθηκε μειωμένη ανάπτυξη αποικιών ερυθρός σειράς, όταν καλ
λιεργήθηκαν κύτταρα μυελού 30 ατόμιυν με ΜΔΣ (15 άνδρες και 15 γυναί
κες), σε διάφορες συγκεντρώσεις Ερυθροποιητίνης. Η ανταπόκριση στην 
Ερο ήταν ανομοιογενής όχι μόνο μεταξύ των διαφόριυν υποτύπων, αλλά 
και μεταξύ των ασθενών του ιδίου υπότυπου πιθανά λόγω ύπαρξης ετερο
γενούς πληθυσμού κυττάρων της ερυθρός σειράς με μεγάλη ποικιλία ανω
μαλιών284,285 και επιπλέον γιατί πολλαπλοί παράγοντες ίσιος παίζουν ρόλο 
για την ανάπτυξη των αποικιών.

Στις συγκεντριυσεις Epo (1 και 2 U/ml), που συνήθως χρησιμοποιού
νται στις καλλιέργειες, 26,67% και 13,34% των ασθενών αντίστοιχα, δεν 
ανέπτυξαν καμία αποικία. Οι υπόλοιποι ασθενείς ανέπτυξαν αποικίες, λι- 
γότερες όμως των αντιστοίχων της ομάδος ελέγχου.

Από την σύγκριση των μέσιον τιμών των αποικιών του συνόλου των 
ασθενών με ΜΔΣ, με τους φυσιολογικούς μάρτυρες, χιοριστά για κάθε συ
γκέντρωση Ερο, διαπιστώθηκε ότι οι ασθενείς με ΜΔΣ υπολοίπονταν των 
φυσιολογικών ατόμων με στατιστικά έντονα σημαντική διαφορά (ρ<0,001). 
Επίσης συγκρίθηκαν οι μέσες τιμές των αποικιών κάθε υπότυπου (RA, 
RARS, RAEB, RAEB-T, CMML) χωριστά με τους φυσιολογικούς μάρτυ
ρες στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις και βρέθηκε μικρότερη ανάπτυξη των 
ασθενών του κάθε υπότυπου με στατιστικά σημαντική διαφορά (ρ<0,05).

Παρατηρήθηκε επίσης αναστροφή της σχέσης ώριμιον προς πρώιμα 
προγονικά κύτταρα της ερυθρός σειράς. Ενώ στους φυσιολογικούς μάρτυ
ρες υπερτερούσαν τα BFU-E το>ν CFU-E, στους ασθενείς η σχέση τους α
ναστρέφονταν και η πλειονότης των αποικιών ήταν CFU-E. Είναι πιθανόν 
επομένως στην αναιμία των ΜΔΣ να συμμετέχει και η μειωμένη παραγοογή 
BFU-E από τα πιο άωρα προγονικά κύτταρα286. Η αναστροφή στην ανα
λογία πρώιμων προς ώριμα προγονικά κύτταρα δείχνει πιθανή διαταραχή 
στην διεργασία ωρίμανσης αωρώτερων προγονικοί κυττάρων του μυελού 
κατά την ερυθροποίηση στα ΜΔΣ. Ανάλογα ήταν και τα ευρήματα των 
Flores-Figueroa και συν.44 που επίσης μέτρησαν τον αριθμό των ερυθρο- 
κυτταρικών προγονικών κυττάρων (CFC) BFU-E και CFU-E την 14-17 η
μέρα της καλλιέργειας και διαπίστωσαν ότι στους ασθενείς με ΜΔΣ >66% 
των αποικιών ήταν CFU-E, ενώ στα φυσιολογικά άτομα τα BFU-E ήταν 
>60%.

Από την βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι η ανεπιτυχής ερυθροποίηση 
στα ΜΔΣ δεν είναι αποτέλεσμα έλλειψης Ερο, εφόσον αρκετοί ασθενείς 
με ΜΔΣ έχουν φυσιολογικά ή αυξημένα επίπεδα Ερυθροποιητίνης στον
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ορό (s-Epo) , αν και παρατηρείται μεγάλη διακύμανση της για την ίδια 
τιμή της αιμοσφαιρίνης μεταξύ των διαφόρων ao0cvi0vw>'2wu,w. ΠιΟανολο- 
γείται παρολ’ αυτά <ίτι οι υψηλές φαρμακολογικές δόσεις της rh-Epo 0α 
μπορούσαν να ξεπεράοουν το εμπόδιο (block) στην ωρίμανιτη των προγο- 
νικιόν κυττάρων της ερυΟράς σειράς και να οδηγησουν <πην διέγερση της 
ερυΟροποίησης2*’. Δεν έχει διερευνηΟεί αν η Ερο διεγείρει τον καταπιε
σμένο φυσιολογικό κλώνο της ερυθρός σειράς, που εξακολουθεί να υπάρ
χει στον μυελό, ή αν προκαλεί διαφοροποίηση του ανιόμαλου κλιόνου. Οι

< l u i

Isnard και συν. αναφέρουν σε μία έρευνά τους ότι οι αλλαγές που παρα
τήρησαν στο μυελό και στο περιφερικό αίμα είναι περισσότερο ενδεικτι
κές για ενεργοποίηση του ανώμαλου κλιόνου.

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν αυξανόμενες δόσεις, Ερο 
στις καλλιέργειες για την ανάπτυξη αποικιιόν-ερυθρός σειράς, με στόχο να 
διερευνηΟεί πριότον αν η αύξηση της διίσης προκαλούσε αύξηση της αντα
πόκρισης και δεύτερον αν οι πολύ μεγάλες συγκεντριόσεις προκαλούσαν 
αναστολή της ανάπτυξης.

Παρατηρήθηκε αρχικά ότι ασθενείς που δεν παρουσίαζαν καμία α
νάπτυξη αποικιών στην συγκέντροκτη Ερο 1-2 U/ml με την αύξηση της συ- 
γκέντρυκτης ανέπτυξαν μικρό αριθμό αποικιών (1-7,5 /104 μονοπυρηνικά 
κύτταρα). Είναι πιθανόν επομένως ασθενείς που εμφανίζουν ανΟεκτικότη- 
τα, δηλαδή καμία ανταπόκριση στην rh-Epo in vivo, να ανταποκριΟούν με 
την αύξηση της διίσης. Η υπόθεση αυτή επιβεβαιώνεται στην βιβλιογραφί
α, όπου αναφέρεται ότι υψηλές φαρμακολογικές δόσεις rh-Epo ήταν απο
τελεσματικές σε ασθενείς, που αρχικά δεν είχαν ανταποκριΟεί σε μικρότε
ρες δόσεις2''12'1.

Η αύξηση της συγκέντρωσης της rh-Epo είχε σαν αποτέλεσμα αύξηση 
του μέσου αριθμού το»ν αποικιών μέχρι την συγκέντριυση 100 U/ml, στην 
οποία παρατηρήθηκε η μέγιστη ανιίπτυξη. Περαιτέρω αύξηση της συγκέ
ντρωσης δεν προκάλεσε αύξηση του αριθμού των αποικιιόν, αλλά αντίθετα 
μικρή μείωσή του. Στατιστικά σημαντική διαφορά παρουσίαζε μόνο η μέση 
τιμή της ιτυγκέντρωσης 100 U/m! συγκρινόμενη με την μέση τιμή ιττην συ
γκέντρωση 1 U/ml. Ανάλογα αποτελέσματα διαπιστώθηκαν και για τους 
φυσιολογικούς μάρτυρες. Σε κανέναν ασθενή, πλην ενός (No 8, μόνο στην 
συγκέντρωση 200 U/ml), ο αριθμός τοιν αποικιιόν δεν έφΟασε τα επίπεδα 
των τιμών των φυσιολογικιόν μαρτύρων. Επομένως η rh-Epo παρά τις υψη
λές συγκεντριόσεις δεν αποκατέιττησε την φυσιολογική ερυΟροποίηση 
στους ασθενείς με ΜΔΣ. Ο ι μέσες τιμές συγκεντρώσεων rh-Epo στις οποί-
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ες παρατηρήθηκαν οι μέγιστοι αριθμοί αποικιών των 4 πρώτων υποτύπων, 
καθώς και του συνόλου των ασθενών με ΜΔΣ δεν διέφεραν στατιστικά α
πό την αντίστοιχη τιμή των φυσιολογικών μαρτύρων.

Ανάλογα είναι και τα ευρήματα στην βιβλιογραφία. Στην μελέτη του 
Aoki και συν.294 παρατηρήθηκε plateau του αριθμού ττον αποικιών CFU-E 
στην συγκέντρωση 20-100 U/ml και καμία περαιτέριο αύξηση όταν η δόση 

' της Ερο αυξανόταν έως 200, 500 U/ml. Πιθανά οι υποδοχείς της Ερο στα 
προγονικά κύτταρα της ερυθρός σειράς έχουν πλήρως κορεστεί από τις 
100 U της Ερο και έτσι η περαιτέρω αύξηση της Ερο δεν οδηγεί σε αυξη
μένη ανταπόκριση. Αυτή η παρατήρηση θα μπορούσε να σημαίνει ότι στην 
κλινική πράξη δεν είναι απαραίτητες υπερβολικές δόσεις Ερυθροποιητί- 
νης. Αναφέρεται πράγματι στην βιβλιογραφία έλλειψη συσχέτισης της α
νταπόκρισης με την δόση του φαρμάκου. Μάλιστα καλύτερα αποτελέσμα
τα επιτεύχθηκαν με τις χαμηλότερες δόσεις295,296.

Οι Goy συν.297 αναφέρουν πτωχή ανάπτυξη αποικιών CFU-E στην 
δόση Ερο 2 U/ml και μικρή αύξηση του αριθμού των αποικιών, όταν η συ
γκέντρωση της Ερο αυξάνονταν έως την δόση 400 U/ml, στους 3 μόνο από 
τους 16 ασθενείς (18,75%). Η χορήγηση in vivo μεγάλων δόσεων Ερο 
(100.000 IU δύο φορές την εβδομάδα ενδοφλέβια) δεν οδήγησε σε μεγα
λύτερη ανταπόκριση απ’ ότι η συνήθως χορηγούμενη χαμηλότερη δόση, 
γιατί πιθανά η ανταπόκριση στην μικρότερη αυτή δόση αντιπροσωπεύει 
την μέγιστη δυνατή απάντηση στην rHu-Epo σ’ αυτήν την κατηγορία των 
ασθενών. Το τελευταίο εύρημα μπορεί να θεωρηθεί ανάλογο με τα in vitro 
ευρήματα της φάσης plateau.

Η αύξηση της συγκέντρωσης της Ερο από 1 έως 20 U/ml στην μελέτη 
του Isnard284 οδήγησε σε αύξηση του αριθμού των αποικιών της ερυθρός 
σειράς 0,5 έως 15 φορές σε 8 από τους 15 ασθενείς (53,3%) μεταξύ των 
δόσειον 1 και 5 U/ml. Το αποτέλεσμα αυτό της αύξησης ποικίλει από α:

I σθενή σε ασθενή.
Οι Merchav και συν.275 αναφέρουν ότι το 50% της μέγιστης ανάπτυ- 

, ξης των CFU-E και BFU-E στα ΜΔΣ παρατηρήθηκε σε 4 φορές υψηλότε-
< ρη συγκέντρωση Ερο από την απαιτούμενη για τα προγονικά κύτταρα της

| ομάδος ελέγχου. Αντίθετα με τα δικά μας ευρήματα, ενώ και αυτοί παρα-
! τήρησαν φάση plateau στην ανάπτυξη των αποικιών, η περαιτέρω αύξηση
\ της συγκέντρωσης της Ερο αέχρι 1000 U/ml μετά τον κορεσμό δεν προκά-
\ λεσε αναστολή της ανάπτυξήξ.

Λόγω της ανομοιογένειας των αποτελεσμάτων, ακόμη και σε ασθε-

* u ·.
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νείς της ίδιας υποομάδος, συγκρίθηκαν οι μέσες τιμές tojv αποικούν των 
ασθενούν του κάθε κατά FAB υπότυπου, σε κάθε συγκέντρωση χωριστά. 
Καλύτερη ανάπτυξη παρουσίαζαν οι ασθενείς με RA σε όλες τις συγκε
ντρώσεις, η διαφορά όμως ήταν στατιστικά σημαντική μόνο σε σχέση με 
τους ασθενείς με RAEB και RAEB-T και όχι με αυτούς με RARS ή CMML.

Η ανταπόκριση των ασθενών με RARS ήταν μεγαλύτερη αυτής των 
RAEB και RAEB-T, όχι όμο»ς στατιστικοί σημαντική. Ενδιαφέρον είναι το 
γεγονός ότι από τους 5 ασθενείς με RARS που μελετήθηκαν, ο ένας (No. 
9) παρουσίασε πολύ καλή ανταπόκριση ανάλογη αυτής των ασθενών με 
RA, ενώ οι υπόλοιποι 4 ασθενείς παρουσίασαν πτωχή ανάπτυξη. Μάλιστα 
οι μέσες τιμές των τελευταίων 4 ασθενιόν ήταν μικρότερες αυτιύν με RA 
(στατιστικοί σημαντική διάφοροί) και επίσης αντούν με RAEB (μη στιλιστι
κά σημαντική διάφοροί), μεγοιλύτερες όμους αυτοόν με RAEB-T. Πιθανά ε
πομένους να υποίρχει μίοι υποομάδα ασθενούν με RARS που εμορανίξουν 
καλή ανταπόκριση στην rh-Epo. Η υπόθεση αυτή έρχεται σε συμφωνία με 
τα in vivo συμπεράσματα της μετά-ανάλυσης της Hcllstrom-Lindbcrg296, 
οπήν οποία αναφέρεται ότι ενού γενικά οι ασθενείς με RARS έχουν πτωχή 
ανταπόκριση οπήν Οεροιπεία με rh-Epo έναντι αυτιύν με RA, RAEB, ανα
γνωρίζεται μία υποομάδα ασθενιόν με RARS που εμφανίζει ικανοποιητική 
απάντηση.

Οι ασθενείς με RAEB υπερτερούσαν tojv ασθενών με RAEB-T, με 
οπατιοπικά σημαντική διαφορά σε όλες τις συγκεντρώσεις πλην 20 και 500 
U/ml.

Στην μελέτη του Aoki294 σχετικά καλή ανταπόκριση στην rh-Epo in 
vitro είχαν οι ασθενείς με RA και RARS και πτο)χή αυτοί με RAEB και 
RAEB-T. Η καλύτερη ανταπόκριση tojv ασθενούν με RA και RARS έναντι 
το>ν υπολοίπου υποτύπο>ν ίσο)ς εξηγείται από την υπόθεση tojv Blackx και 
συν.291* ότι κατά την εξέλιξη από τα χαμηλού κινδύνου ΜΔΣ (RA, RARS) 
στα υψηλού κινδύνου ΜΔΣ (RAEB, RAEB-T, CMML) τα ερυθρά προγο
νικά κύτταρα χάνουν την ικανότητα ανταπόκρισης τόσο στην Ερο όσο και 
στον SCF.

Οι ασθενείς με CMML υπολοίπονταν 0Xojv, αλλά ο αριθμός tojv α
σθενούν ήταν πολύ μικρός για να εξαχθούν ασφαλή συμπεράσματα. Ανά
λογα στην βιβλιογραφία αναφέρεται εξαιρετικά μεγάλη ελάττωση ή και 
απουσία tojv αποικιούν ερυθρός σειράς σε ασθενείς με CMML^^99··™

Σε αρκετές μελέτες έχει διερευνηθεί η σχέση της ανάπτυξης των α
ποικιών ερυθρός σειράς στα ΜΔΣ με την αιμοσφαιρίνη (Hb) των ασθε-
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νών. Οι Masters και συν.299 διαπίστωσαν θετική συσχέτιση μεταξύ των επι
πέδων αιμοσφαιρίνης και του συνολικού αριθμού των αποικιών της ερυ
θρός σειράς υπό την επίδραση μόνο Ερο καθώς και συνδυασμού Ερο και 
SCF (Stem cell factor). Επίσης οι Piacibcllo και συν/01 ανέφεραν σημαντι
κή συσχέτιση μεταξύ της αύξησης του αριθμού των BFU-E υπό την επί
δραση Ερο και SCF και του επιπέδου της αιμοσφαιρίνης στους ασθενείς 
τους με ΜΔΣ. Σχετικά είναι και τα αποτελέσματα της έρευνας τιον Brada 
και συν.274 που έδειξαν ότι η εξάρτηση από τις μεταγγίσεις συχνά σχετίζε
ται με διαταραχή της διαφοροποίησης της ερυθρός σειράς in vitro.

Ανάλογα με τα παραπάνω βιβλιογραφικά δεδομένα ήταν και τα συ
μπεράσματα στην παρούσα μελέτη. Συγκρίναμε χρησιμοποιώντας τον συ
ντέλεση] συσχέτισης κατά τάξεις του Spearman, n]v αιμοσφαιρίνη του α
σθενούς αφενός με τον μέγιστο αριθμό τιον αποικκυν η]ς ερυθρός σειράς 
που ανέπτυσσε υπό τψ  επίδραση Ερο και αφετέρου με τον αριθμό τιον α
ποικιών στην συγκέντρωση 100 U/ml. Κατ’ αναλογία με τους προαναφερ- 
θέντες ερευνητές διαπιστώσαμε έντονα θετική συσχέτιση, δηλαδή οι ασθε
νείς με τις υψηλότερες τιμές αιμοσφαιρίνης παρουσίαζαν και τον μεγαλύ
τερο αριθμό CFU-E+BFU-E και στις δύο συγκρίσεις. Η καλή ανάπτυξη 
ερυθροκυτταρικών αποικιών πιθανά δείχνει τον βαθμό στον οποίο η ερυ- 
θροποίηση παραμένει ακέραιη σ’ αυτούς τους ασθενείς. Οι ασθενείς με 
ΜΔΣ που έχουν ήπια αναιμία και επομένως διατηρούν κάποιον βαθμό 
φυσιολογικής ερυθροποίησης είναι αυτοί έχουν και τις περισσότερες πι
θανότητες να απαντήσουν στη ερυθροποιητίνη. Αντίθετα οι ασθενείς που 
έχουν σοβαρότερη αναιμία και κατά συνέπεια και ανάγκη μεταγγίσεων έ
χουν λιγότερες πιθανότητες να ανταποκριθούν, ίσως γιατί η ωρίμανση τιον 
κυττάρων είναι πιο ελαττωματική ή γιατί υπάρχουν λιγότερα κύτταρα ευ
αίσθητα στην Ερο.

Αντίστοιχα στην κλινική πράξη πολλές μελέτες αναφέρουν ότι οι α
σθενείς με ΜΔΣ ανταποκρίνονται καλύτερα στην θεραπεία με Ερο, όταν η 
αιμοσφαιρίνη είναι υψηλότερη ή δεν έχουν ανάγκη μεταγγίσεων. Ση]ν με- 
τά-ανάλυση της Hellstrom-Lindebcrg29ft για η]ν αποτελεσματικότητα της 
χορήγησης Ερο στα ΜΔΣ αποδείχθηκε ότι ένας από τους καλούς προγνω
στικούς δείκτες ανταπόκρισης στην θεραπεία με rh-Epo ήταν η έλλειψη α
νάγκης για μετάγγιση. 1

Παράλληλα διερευνήβηκε αν υπήρχε κάποια σχέση ανάπτυξης ερυ
θροκυτταρικών αποικιών >ίάΙ φύλου. Δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημα
ντική συσχέτιση (ρ=0,37), αν και υπήρχε μία μικρή υπεροχή των ανδρών
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μεταξύ ttov ασθενών με καλή ανάπτυξη αποικιών.
Σύμφωνα με την βιβλιογραφία η αποτελεσματικότητα της χορήγησης 

rh-Epo είναι γενικά μικρή, το κόστος υψηλό και κατά συνέπεια η σχέση 
κόστους /ωφέλειας πολύ υψηλή. Επομένως είναι αναγκαίο να αναγνωρι
στούν ομάδες ασθενών με αποδεκτή ανταπόκριση. Καλοί προγνωστικοί 
δείκτες μέχρι τώρα θεωρούνται η έλλειψη ανάγκης για μετάγγιση, χαμηλή 
ερυΟροποιητίνη ορού, υποομάδα FAB (άλλη πλην RARS). Οι παράγοντες 
αυτοί συνδυάστηκαν σε ένα μοντέλο πού παρέχει πληροφορίες για την πι- 
Οανότητα ανταπόκρισης σε διάφορες ομάδες ασΟενιόν με ΜΔΣ  ̂ . Στην 
παρούσα μελέτη εξετάσαμε αν η ανάπτυξη in vitro αποικιιόν ερυθρός σει
ράς θα μπορούσε να αποτελέσει ακόμη ένα προγνυκπικό δείκτη.

Από την βιβλιογραφία οι Goy και συν.207 αναφέρουν ότι δεν διαπί
στωσαν συοχέτιση μεταξύ της in vitro ανταπόκρισης των προγονικών κυτ
τάρων της ερυθράς σειράς (CFU-E) σε αυξανόμενες δόσεις Ερο (0,5 έως 
400 U/ml) και της in vivo ανταπόκρισης στην ενδοφλέβια χορήγηση rHu- 
Epo. Αναλυτικά 3 από τους 16 ασθενείς με ΜΔΣ που παρουσίασαν αύξη
ση των αποικιιόν τους in vitro δεν ανταποκρίθηκαν καθόλου in vivo. Οι 
Isnard και συν.2*4 επίσης δεν βρήκαν σημαντική στατιστικά συσχέτιση της 
in vivo με την in vitro ανταπόκριση στην Ερο. Υπέθεσαν ως αιτία για αυτό 
το απογοητευτικό αποτέλεσμα είτε ότι η δράση της Ερο ασκείται in vivo σε 
ένα μεταγενέστερο στάδιο διαφοροποίησης, είτε ότι η in vivo ανταπόκριση 
είναι εξαρτιόμενη από μία συνεχή διέγερση της ερυθράς σειράς για μεγά
λο χρονικό διάστημα. Επίσης οι Schoutcn και συν δεν βρήκαν καμία συ
σχέτιση των in vitro καλλιεργειιόν και και της in vivo ανταπόκρισης102.

Αντίθετα με τα παραπάνω είναι τα ευρήματα των Bowen και συν 
(BJH 1991)101 και Greenberg (1992)21W>, οι οποίοι αναφέρουν ότι η πιθανό
τητα ανταπόκρισης των ασθενών στην θεραπεία με rh-Epo είναι υψηλότε
ρη όταν έχουν καλή in vitro ανάπτυξη ερυθροκυτταρικών προγονικών κυτ
τάρου.

Στην παρούσα μελέτη δεν διαπιστώθηκε συσχέτιση της in vivo και της 
in vitro ανταπόκρισης. Ανταποκρίθηκαν στην θεραπεία με rh-Epo 25% 
των ασθενιόν που είχαν καλή ανάπτυξη ερυθροκυτταρικών αποικιών και 
26,3% των ασθενών με μικρή ανάπτυξη in vitro.

Αρκετές μελέτες αναφέρονται στην θεραπεία ασθενών με ΜΔΣ με 
rh-Epo μόνο. Η συνολική ανταπόκριση κυμαίνεται μεταξύ 15% και 30%. 
Σε αντιστοιχία με τα βιβλιογραφικά δεδομένα βρίσκονται και τα αποτελέ
σματα αυτής της μελέτης, στην οποία παρατηρήθηκε ανταπόκριση 25,9%

·» · 4
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του συνόλου των ασθενών που υποβλήθηκαν σε θεραπεία με rh-Epo. Στην 
μελέτη της Rose και συν;104 ανταποκρίθηκαν 28% των ασθενών, ενώ στην 
μετά ανάλυση της Hellstrom-Lindberg και συν.296 που περιελάμβανε 205 
ασθενείς από 17 μελέτες το ποσοστό ανταπόκρισης ήταν μικρότερο και 
μόλις 16%.

Αναλυτικά στην παρούσα μελέτη, ανάλογα με τον κατά FAB υπότυ- 
πο, απάντησαν 37,5% των ασθενών με RA, 25% των ασθ. με RARS, 30% 
των ασθ. με RAEB και κανείς από τους ασθενείς με RAEB-T και CMML. 
Είναι γενικά παραδεκτό σε όλες τις μελέτες ότι οι ασθενείς με RA αντα- 
ποκρίνονται καλύτερα από όλες τις άλλες υποομάδες των ΜΔΣ γεγονός 
που επιβεβαιώθηκε και στην παρούσα έρευνα. Οι ασθενείς με RARS α
νταποκρίθηκαν ικανοποιητικά, σε μικρότερο όμως ποσοστό σε σχέση με 
τους ασθενείς με RA και RAEB. Στην μετά ανάλυση των Hellstrom και 
συν.296 η ανταπόκριση των ασθενών με RARS υπολοίπονταν σημαντικά 
των RA και RAEB (7,5%, 21,8% και 22,7% αντίστοιχα) και μάλιστα ο υ- 
πότυπος RARS θεωρήθηκε κακός προγνωστικός δείκτης.

Καλύτερα αποτελέσματα για τους ασθενείς με RARS παρατηρήθη
καν σε άλλες μελέτες, όπως η μελέτη της Ιταλικής συνεργατικής ομάδος 
για την rh-Epo στα ΜΔΣ, στην οποία ανταποκρίθηκαν 37,5% των ασθενών 
με RARS105.

Μεγαλύτερο ποσοστό ανταπόκρισης παρουσίασαν οι ασθενείς με 
RAEB σε σχέση με τους ασθενείς με RARS και μικρότερο από αυτούς με 
RA τόσο σε αυτήν την μελέτη όσο και στην βιβλιογραφία. Ειδικά στην με
τά ανάλυση των Rodriguez και συν:106 το ποσοστό ανταπόκρισης ήταν ι
διαίτερα υψηλό 50% για  τους ασθενείς με RAEB και μεγαλύτερο των RA 
και RARS (22%, 18,4% αντίστοιχα).

Κανένας από τους ασθενείς με RAEB-T και CMML δεν ανταποκρί- 
θηκε, σε συμφωνία με την διεθνή βιβλιογραφία.

Ανεπιθύμητες ενέργειες της rh-Epo δεν παρατηρήθηκαν.



Σ Υ Μ Π Ε Ρ Α Σ Μ Α Τ Α

1. Οι ασθενείς με ΜΔΣ τόσο στο σύνολό τους όσο και κάθε υπότυπου 
χωριστά υπολοιπονταν των φυσιολογικών μαρτύρων στην ανάπτυξη α
ποικιών ερυθρός σειράς, σε όλες τις συγκεντρώσεις rh-Epo που εξε
τάστηκαν, με στατιστικά ση μαντική διαφορά.

2. Σε καμία συγκέντρωση η rh-Epo δεν αποκατέστησε την φυσιολογική 
ερυθροποίηση.

3. Παρατηρήθηκε μεγάλη ανομοιογένεια αποτελεσμάτων, όχι μόνο με
ταξύ των διαφόρων κατά FAB υποτύπων, αλλά και μεταξύ των ασθε
νών του ιδίου υπότυπου.

4. Κατά την αύξηση της συγκέντρωσης της rh-Epo παρατηρήθηκε αύξηση 
της μέσης τιμής του αριθμού των αποικιών της ερυθρός σειράς ασθε
νών και φυσιολογικών μαρτύρων σταδιακά μέχρι μία μέγιστη τιμή 
στην συγκέντρωση rh-Epo 100 U/ml και μετά μείωση στις συγκεντρώ
σεις 200 U/ml και 500 U/ml. Στατιστικά σημαντική ήταν η διαφορά της 
μέσης τιμής των αποικιών της ερυθρός σειράς των ασθενών με ΜΔΣ 
στην συγκέντρωση 100 U/ml, όταν συγκρίνονταν με αυτήν στην συγκέ
ντρωση 1 U/ml.

5. Οι ασθενείς οι οποίοι δεν παρουσίαζαν καμία ανάπτυξη αποικιών ε
ρυθρός σειράς στην συγκέντρωση rh-Epo 1 U/ml (26,6%) και 2 U/ml 
(13,3%) με την αύξηση της συγκέντρωσης ανέπτυξαν μικρό έστω α
ριθμό αποικιών.

6. Παρατηρήθηκε αναστροφή της σχέσης ώριμων προς πρώιμα προγονι
κά κύτταρα της ερυθρός σειράς. Την 14η ημέρα της καλλιέργειας 
στους φυσιολογικούς μάρτυρες υπερτερούσαν τα BFU-E των CFU-E, 
ενώ στους ασθενείς η πλειονότης των αποικιών ήταν CFU-E.

7. Καλύτερη ανάπτυξη αποικιών παρουσίασαν οι ασθενείς με RA, σε 
σχέση με τους υπόλοιπους υπότυπους (στατιστικά σημαντική διαφορά 
μόνο σε σχέση με RAB&, RAEB-T και όχι με RARS) σε όλες τις συ
γκεντρώσεις της rh-Epo.
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8. Ο ι ασθενείς με RARS υπερείχαν των ασθενών με RAEB και RAEB- 
Τ, χο)ρίς στατιστική σημαντικστητα.

9. Οι ασθενείς με RAEB υπερείχαν των ασθενιόν με RAEB-T και η δια
φορά ήταν στατιστικά σημαντική σε άλες τις συγκεντρώσεις πλην 20 
και 500 U/ml.

10. Οι ασθενείς με CMML παρουσίαζαν την μικρότερη ανάπτυξη από ό
λους τους υπόλοιπους υπότυπους, ο αριθμός όμως των ασθενών ήταν 
μικρός για να εξαχθούν στατιστικά σημαντικά συμπεράσματα.

11. Δεν διαπιστιόθηκε συσχέτιση της in vitro ανάπτυξης αποικιών ερυθρός 
σειράς με το φύλο των ασθενιόν με ΜΔΣ.

12. Παρατηρήθηκε θετική συσχέτιση της αιμοσφαιρίνης (gr/dl) τόσο με 
τον μέγιστο αριθμό αποικιιόν ερυθρός σειράς που ανέπτυξε κάθε ασ
θενής, όσο και με τον αριθμό των αποραών στην συγκέντρωση 100 
U/ml.

13. Μικρό ποσοστό ασθενιόν ανταποκρίθηκε στην θεραπεία με rh-Epo in 
vivo (25,9%). Καλύτερη ήταν η απάντηση των ασθενιόν με RA (37,5%) 
και RAEB (30%) σε σχέση με αυτους με RARS (25%), ενώ δεν παρα
τηρήθηκε καμία ανταπόκριση το>ν ασθενιόν με RAEB-T και CMML.

14. Δεν διαπιστώθηκε σχέση των in vitro με τα in vivo αποτελέσματα, επο
μένως η ανάπτυξη αποικιών ερυθρός σειράς σε ημίρρευστες καλλιέρ
γειες δεν αποτελούν προγνωστικό δείκτη ανταπόκρισης στην θεραπεία 
με rh-Epo.



Π Ε Ρ ΙΛ Η Ψ Η

Τα Μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα (ΜΔΣ) αποτελούν μία ομάδα κλω- 
νικών διαταραχών του πολυδύναμου αρχέγονου αιμοποιητικού κυττάρου 
και χαρακτηρίζονται από διαταραχές ωρίμανσης των κυττάριον του μυελού 
που οδηγούν σε περιφερικές κυτταροπενίες και αυξημένο κίνδυνο μετα
τροπής σε οξεία λευχαιμία. Η Γαλλική-Αμερικανική-Βρεττανική (French- 
American-British, FAB) ταξινόμηση (Bennett et al, 1982) αναγνώρισε πέ
ντε υπότυπους Μυελοδυσπλαστικιυν Συνδρόμου: Ανθεκτική αναιμία (Re
fractory anaemia, RA), Ανθεκτική αναιμία με δακτυλιοειδείς σιδηροβλά- 
στες (Refractory anaemia with ringed sideroblasts, RARS), Ανθεκτική α
ναιμία με περίσσεια βλαστών (Refractory anaemia with excess of blasts, 
RAEB), Ανθεκτική αναιμία με περίσσεια βλαστιυν σε μετατροπή (Refra
ctory anaemia with excess of blasts in transformation, RAEB-T) και Χρό
νια Μυελομονοκυτταρική λευχαιμία (Chronic Myelomonocytic leukemia, 
CMML).

Η ανεπιτυχής ερυθροποίηση λόγω μειωμένης ανταπόκρισης στην Ε- 
ρυθροποιητίνη αποτελεί μία σημαντική διαταραχή στα ΜΔΣ. Περίπου 
90% τιυν ασθενών με ΜΔΣ εμφανίζουν αναιμία κατά την διάγνωση. Για 
την θεραπεία της χρησιμοποιούνται τόσο οι μεταγγίσεις αίματος όσο και η 
ανασυνδυασμένη ανθρώπινη Ερυθροποιητίνη (rh-Epo).

Σκοπός της παρούσης εργασίας ήταν: α) Η μελέτη της ερυθροποίησης 
ασθενών με ΜΔΣ σε καλλιέργειες βραχείας διάρκειας (ημίρρευστες καλ
λιέργειες) υπό την επίδραση διαφόρων συγκεντρώσεων ανασυνδυασμένης 
ανθρώπινης Ερυθροποιητίνης (rh-Epo) και η συσχέτιση της ανάπτυξης ε- 
ρυθροκυτταρικών αποικούν με παραμέτρους όπως το φύλο και η αιμο
σφαιρίνη του ασθενούς, η συγκέντρωση της rh-Epo και ο κατά FAB υπό- 
τυπος, και β) Η διερεύνηση της in vivo ανταπόκρισης στην θεραπεία με rh- 
Epo των ασθενών με ΜΔΣ κ$ΐ της συσχέτισής της με την in vitro ανάπτυξη 
αποικιών ερυθράς σειράς, στα πλαίσια της προσπάθειας ανεύρεσης προ-
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γνωστικιόν δεικτιόν ανταπόκρισης στην θεραπεία με Ερυθροποιητίνη.
Μελετήθηκε σε ημίρρευστες καλλιέργειες μυελού η ανάπτυξη αποι

κιών ερυθρός σειράς, που ουσιαστικά ανππροσιοπεύουν τα προγονικά 
κύτταρα της ερυθρός σειράς CFU-E και BFU-E, από 30 ασθενείς με ΜΔΣ 
(RA:8, RARS:5, RAEB:10, RAEB-T:5 και CMML:2) σε αυξανόμενες δό
σεις ανθριόπινης ανασυνδυασμένης ΕρυΟροποιητίνης (rh-Epo) 1, 2, 5, 20, 
100, 200, 500 U/ml. Τα αποτελέσματα συγκρίΟηκαν με ανά).ογες καλλιέρ
γειες μυελού 10 φυσιολογικιόν ατόμιον στις ίδιες συγκεντρώσεις. Επίσης 
σε 27 από τους 30 ασθενείς χορηγήθηκε rh-Epo σε δόση 150 U/kgr βάρους 
σώματος, τρεις φορές την εβδομάδα, υποδόρια για 2 μήνες και ελέγχθηκε 
η ανταπόκρισή τους.

Η μελέτη έδειξε ότι οι ασθενείς με ΜΔΣ τόσο στο σύνολό τους όσο 
και κάθε υπότυπου χωριστά υπολοίπονταν των φυσιολογικιόν μαρτύρων 
στην ανάπτυξη αποικιών ερυθρός σειράς, σε όλες τις συγκεντριόσεις rh- 
Epo που εξετάστηκαν, με στατιστικά σημαντική διαφορά. Η rh-Epo σε κα
μία συγκέντρωση δεν αποκατέστησε την φυσιολογική ερυθροποίηση.

Παρατηρήθηκε μεγάλη ανομοιογένεια αποτελεσμάτων, όχι μόνο με
ταξύ τιον διαφόρων κατά FAB υποτύπιυν, αλλά και μεταξύ τιυν ασθενών 
του ιδίου υπότυπου.

Κατά την αύξηση της συγκέντρωσης της rh-Epo παρατηρήθηκε αύξη
ση της μέσης τιμής του αριθμού των αποικιών της ερυθρός σειράς ασθενών 
και φυσιολογικιόν μαρτύρων σταδιακά μέχρι μία μεγίστη τιμή στην συγκέ- 
ντριυση rh-Epo 100 U/ml και μετά μείωση στις συγκεντρώσεις 200 U/ml 
και 500 U/ml. Στατιστικά σημαντική ήταν η διαφορά της μέσης τιμής των 
αποικιών της ερυθρός σειράς τιυν ασθενών με ΜΔΣ στην συγκέντρωση 
100 U/ml, όταν συγκρίνονταν με αυτήν στην συγκέντρωση 1 U/ml.

Οι ασθενείς οι οποίοι δεν παρουσίαζαν καμία ανάπτυξη αποικιών ε
ρυθρός σειράς στην συγκέντρωση rh-Epo 1 U/ml (26,6%) και 2 U/ml 
(13,3%) με την αύξηση της συγκέντρωσης ανέπτυξαν μικρό έστω αριθμό 
αποικιών.

Παρατηρήθηκε αναστροφή της σχέσης ώριμων προς πρώιμα προγο
νικά κύτταρα της ερυθρός σειράς. Την 14η ημέρα της καλλιέργειας στους 
φυσιολογικούς μάρτυρες υπερτερούσαν τα BFU-E των CFU-E, ενώ στους 
ασθενείς η πλειονότης των αποικιών ήταν CFU-E.

'; Καλύτερη ανάπτυξη αποικιών παρουσίασαν οι ασθενείς με RA, σε
I; σχέση με τους υπόλοιπους υπότυπους (στατιστικά σημαντική διαφορά μό-
|;· νο σε σχέση με RAEB, RAEB-T και όχι με RARS) σε όλες τις συγκε-
jI{ ·



119

ντρώσεις της rh-Epo. Οι ασθενείς με RARS υπερείχαν των ασθενών με 
RAEB και RAEB-T, χωρίς στατιστική σημαντικότητα. Οι ασθενείς με 
RAEB υπερείχαν των ασθενών με RAEB-T και η διαφορά ήταν στατιστι
κά σημαντική σε όλες τις συγκεντρώσεις πλην 20 και 500 U/ml. Οι ασθε
νείς με CMML παρουσίαζαν την μικρότερη ανάπτυξη από όλους τους υ
πόλοιπους υπότυπους, ο αριθμός όμως των ασθενών ήταν μικρός για να ε
ξαχθούν στατιστικά σημαντικά συμπεράσματα.

Δεν διαπιστώθηκε συσχέτιση της in vitro ανάπτυξης αποικιών ερυ
θρός σειράς με το φύλο των ασθενών με ΜΔΣ. Αντίθετα παρατηρήθηκε 
θετική συσχέτιση της αιμοσφαιρίνης (gr/dl) τόσο με τον μέγιστο αριθμό α
ποικιών ερυθρός σειράς που ανέπτυξε κάθε ασθενής, όσο και με τον α
ριθμό των αποικιών στην συγκέντρωση 100 U/ml.

Μικρό ποσοστό ασθενών ανταποκρίθηκε στην θεραπεία με rh-Epo in 
vivo (25,9%). Καλύτερη ήταν η απάντηση των ασθενούν με RA (37,5%) και 
RAEB (30%) σε σχέση με αυτούς με RARS (25%), ενώ δεν παρατηρήθη
κε καμία ανταπόκριση των ασθενών με RAEB-T και CMML.

Δεν διαπιστώθηκε η ύπαρξη συσχέτισης των in vitro με τα in vivo α
ποτελέσματα, επομένως η ανάπτυξη αποικιών ερυθρός σειράς σε ημίρ- 
ρευστες καλλιέργειες δεν αποτελούν προγνωστικό δείκτη ανταπόκρισης 
στην θεραπεία με rh-Epo.
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The myelodysplastic syndromes (MDS) constitute a heterogeneous 
group of clonal disorders of the pluripotent haemopoietic stem cell, charac
terized by maturational defects of bone marrow cells resulting in peripheral 
blood cytopenias and an increased risk for transformation to acute myelo
genous leukaemia. The French-American-British (FAB) classification 
(Bennett et al, 1982) recognized five MDS subtypes: Refractory anaemia 
(RA), Refractory anaemia with ringed sideroblasts (RARS), Refractory 
anaemia with excess of blasts (RAEB), Refractory anaemia with excess of 
blasts in transformation (RAEB-T), and Chronic Myelomonocytic leuke
mia (CMML).

Ineffective erythropoiesis due to an impaired response to Erythro
poietin is a prominent abnormality in MDS. Approximately 90% of MDS 
patients present with anaemia at the diagnosis. Blood transfusions as well 
as recombinant Human Erythropoietin (rh-Epo) are used for the treatment 
of anaemia.

The aim of this study was: a) to evaluate erythropoiesis in MDS pa: 
tients in vitro, in short term cultures (semisolid cultures), under the influ
ence of various concentrations of recombinant Human Erythropoietin and 
to investigate the relation between erythroid colony growth and parameters 
as the sex and the haemoglobin of the patient, the concentration of rh-Epo 
used in cultures and the FAB subtype, and b) to investigate the in vivo re
sponse to treatment with rh-Epo of MDS patients and its relation with the 
in vitro erythroid colony growth, in an attempt to find an additional prog
nostic factor of response tcf^jeatment with Erythropoietin.

We studied in semisolid cultures the growth of erythroid colonies, rep-
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resenting crythroid progenitor cells CFU-E and BFU-E, from the bone 
marrow of 30 patients with MDS (RA:8, RARS:5, RAEB: 10, RAEB-T.5 
and CMML:2) under the influence of increasing concentrations of rh-Epo 
1, 2, 5, 20, 100, 200, 500 U/ml. The results were compared with the same 
kind of cultures from 10 normal donors. In addition 27 out of the 30 pa
tients were treated with rh-Epo, at a dose of 150 U/kgr, three times weekly, 
subcutaneously, for at least two months and their response was evaluated.

This study showed that patients with MDS as a whole and patients of 
each subtype of MDS separately, demonstrated lower crythroid colony 
growth than normal controls, at every concentration of rh-Epo used. The 
difference was statistically significant. Recombinant Human Erythropoietin 
did not restore normal crythropoiesis at any concentration.

A great heterogeneity of the results was observed, not only between 
patients of different FAB subtypes, but even between patients of the same 
subtype.

As the concentration of the rh-Epo was increased from 1 to 500 U/ml, 
we observed an increase in the mean values of the crythroid colonies of pa
tients and normal controls gradually till the concentration of 100 U/ml and 
then a small reduction at the concentrations of 200 U/ml and 500 U/ml. A 
statistically significant difference was observed between the mean values of 
the crythroid colonics of MDS patients at the concentrations 100 U/ml and 
1 U/ml.

Patients who developed no crythroid colony growth at the concentra
tion of rh-Epo 1 U/ml (26.6% of the patients) and 2 U/ml (13.3%), pre
sented a small number of crythroid colony growth when the concentration 
of rh-Epo was increased.

A reversal of the relation between early (BFU-E) and late (CFU-E) 
erythroid progenitors was noticed. On day 14th of culture in normal per
sons BFU-E were more than CFU-E, while in patients most of the colonies 
were CFU-E.

Patients with RA had the best erythroid colony growth compared with 
the rest of MDS subtypes (statistically significant difference only when 
compared with RAEB and RAEB-T but not RARS) at all the concentra
tions of rh-Epo. Patients with RARS presented a better erythroid colony 
growth than RAEB and RAEB-T, but the difference was not statistically 
important. Patients with RAEB had better growth than patients with 
RAEB-T, the difference being statistically significant at all concentrations
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except 20 and 500 U/ml. Patients with CMML had the worst growth of all 
the other MDS subtypes, but the number of the patients was too small to 
have any statistically significant conclusions.

No correlation was found between the in vitro growth of the erythroid 
colonies and the sex of MDS patients. On the contrary a positive correla
tion was found between the Haemoglobin value (gr/dl) and the maximum 
erythroid colony growth, as well as the erythroid colony growth at the con
centration of 100 U/ml of each patient.

A small percentage of patients with MDS responded to the treatment 
with rh-Epo in vivo (25.9%). Patients with RA and RAEB responded better 
than those with RARS, response rates being 37.5%, 30%, 25% respectively, 
while no patient with RAEB-T and CMML responded at all.

No correlation was found between the in vitro and the in vivo results 
of response to rh-Epo, so it is concluded that the erythroid colony growth in 
short term cultures can not be used as a predicting factor for the response 
to treatment with rh-Epo in MDS patients.
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