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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Το διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-κύτταρα (Diffuse Large B-cell Lymphoma, 

DLBCL) είναι ο πιο συχνός τύπος μη-Hodgkin λεμφώματος στο δυτικό κόσμο και αντιστοιχεί 

στο 30-40% των μη- Hodgkin λεμφωμάτων. Εμφανίζει σημαντική ετερογονία όσον αφορά τα 

μορφολογικά, ανοσοφαινοτυπικά, κυτταρογενετικά, μοριακά και κλινικά χαρακτηριστικά. 

Μολονότι οι περισσότεροι ασθενείς ανταποκρίνονται αρχικά στη χημειοθεραπεία, το ήμισυ 

περίπου αυτών καταλήγουν από τη νόσο.

Πρόσφατες μελέτες cDNA και ολιγονουκλεοτιδικών μικροσυστοιχειών (oligonucleotid 

microarrays) ανέδειξαν τρεις μοριακά διακριτούς υπότυπους DLBCL : α) DLBCL με γονιδιακή 

έκφραση προσομοιάζουσα με αυτή των φυσιολογικών Β-λεμφοκυττάρων του βλαστικού 

κέντρου (Germinal center B-cell like DLBCL, GCB-DLBCL), β) DLBCL με γονιδιακή έκφραση 

προσομοιάζουσα με αυτή in vitro ενεργοποιημένων Β-λεμφοκυττάρων του περιφερικού 

αίματος (activated B-cell like DLBCL, ABC-DLBCL), και γ) τύπου 3 ( type 3 DLBCL) το οποίο 

δεν εκφράζει σε υψηλά επίπεδα γονίδια των δύο προηγούμενων υπότυπων. Ασθενείς με 

DLBCL του πρώτου μοριακού υπότυπου παρουσιάζουν ευνοϊκότερη πρόγνωση σε σχέση με 

αυτούς που ανήκουν στους δύο άλλους υπότυπους.

Μεταγενέστερες ανοσοιστοχημικές και κλινικές μελέτες έδειξαν ότι ο 

ανόσοφαινότυπος Β-κυτταρικής διαφοροποίησης Bcl6/CD10/MUM1/CD138 μπορεί να 

προβλέψει την μοριακή ταξινόμηση των DLBCL σε σημαντικό ποσοστό περιπτώσεων. 

Επιπλέον, ευρήματα μοριακών και ανοσοιστοχημικών μελετών έδειξαν ότι η έκφραση 

γονιδίων Β-κυτταρικής διαφοροποίησης επηρεάζει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την 

απόπτωση των DLBCL και ότι ο ιστολογικός αυτός τύπος λεμφώματος είναι ένα καλό 

μοντέλο μελέτης της λεμφωματογένεσης.

Έχοντας ως σκοπό την διερεύνηση των παθογενετικών μηχανισμών των 

ιστογενετικών υποτύπων των DLBCL, στη παρούσα εργασία αναλύθηκε ο ανοσοφαινότυπος 

της Β-λεμφοκυτταρικής διαφοροποίησης Bcl6/CD10/MUM1/CD138 σε σχέση με την 

απόπτωση, τον κυτταρικό κύκλο, την αγγειογένεση, και τη πιθανή παρουσία δομικών ή/και 

αριθμητικών χρωμοσωμικών ανωμαλιών.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ



ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ
1.1.1 Ορισμός

Το διάχυτο Β-λέμφωμα από μεγάλα κύτταρα (Diffuse Large B-cell Lymphoma, 

DLBCL) ορίζεται σύμφωνα με την ταξινόμηση της WHO (World Health Organization), ως ο 

διάχυτος πολλαπλασιασμός μεγάλου μεγέθους νεοπλασματικών Β-λεμφοκυττάρων με 

μέγεθος πυρήνα ίσο ή και μεγαλύτερο από αυτό των φυσιολογικών μακροφάγων, ή 

μεγαλύτερο από το διπλάσιο ενός φυσιολογικού λεμφοκυττάρου. Οι πυρήνες των 

νεοπλασματικών κυττάρων παρουσιάζουν σημαντική ποικιλομορφία γενικά όμως 

χαρακτηρίζονται από φυσαλιδώδη χρωματίνη και εμφανή πυρήνα ενώ το κυτταρόπλασμα 

παρουσιάζει έντονη βασεοφιλία. To DLBCL παρουσιάζει συνήθως υψηλό δείκτη 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού και είναι ετερογενές όσο αναφορά τα μορφολογικά, 

μοριακά και γενετικά χαρακτηριστικά, τον ανοσοφαινότυπο, την κλινική εικόνα, και τη 

πρόγνωση.

1.1.2 Επιδημιολογία

To DLBCL είναι ο πιο συχνός τύπος μη-Hodgkin λεμφώματος στο δυτικό κόσμο, 

και αντιστοιχεί στο 30-40% των μη-Hodgkin λεμφωμάτων. Στις αναπτυσσόμενες χώρες το 

ποσοστό αυτό φαίνεται να είναι υψηλότερο. Έχει διαπιστωθεί ότι η συχνότητα εμφάνισης 

νέων περιστατικών έχει αυξηθεί την τελευταία δεκαετία. Σύμφωνα με τα τελευταία 

δεδομένα της WHO, στην Ευρώπη σε απόλυτους αριθμούς το ποσοστό αυτό αντιστοιχεί 

σε 30.000 νέες περιπτώσεις ανά έτος. Η μέση ηλικία εμφάνισης της νόσου είναι η έβδομη 

δεκαετία ενώ η εμφάνιση της νόσου στη παιδική ηλικία δεν είναι σπάνια.

1.1.3 Εντόπιση και Κλινική Εικόνα

To DLBCL μπορεί να εμφανίζει λεμφαδενική ή έξωλεμφαδενική (40% των 

περιπτώσεων) εντόπιση κατά την διάγνωση. Η πιο συχνή έξωλεμφαδενική εντόπιση 

είναι το γαστρεντερικό (στόμαχος ή ειλεοτυφλική περιοχή), ενώ οποιαδήποτε 

έξωλεμφαδενική θέση μπορεί να αποτελεί πρωτοπαθή εστία ανάπτυξης του λεμφώματος 

συμπεριλαμβανομένων του δέρματος, του κεντρικού νευρικού συστήματος, των οστών, 

των όρχεων, των μαλακών μορίων, των πνευμόνων, του ήπατος, του δακτυλίου του 

Waldeyer, και του σπληνός.
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ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Οι περισσότεροι ασθενείς εμφανίζουν διόγκωση λεμφαδένα ή ταχέως 

αναπτυσσόμενη εξωλεμφαδενική μάζα, παρότι κατά τη διαδικασία της σταδιοποίησης 

διαπιστώνεται ότι οι περισσότεροι από αυτούς έχουν γενικευμένη νόσο.

To DLBCL εμφανίζει επιθετική βιολογική συμπεριφορά αλλά είναι δυνητικά 

θεραπεύσιμη νόσος. Το 50% των ασθενών ανταποκρίνεται αρχικά σε χημειοθεραπευτικά 

σχήματα. Για τον καθορισμό της πρόγνωσης χρησιμοποιείτε το σύστημα ΙΡΙ (International 

Prognostic Index), το οποίο στηρίζεται κυρίως σε κλινικές παραμέτρους . Έχει 

υπολογισθεί ότι το DLBCL ευθύνεται για 12.000 θανάτους ετησίως στην Ευρώπη

1.1.4 Αιτιολογία

Ο αιτιολογικός παράγοντας του DLBCL παραμένει αδιευκρίνιστος. Η νόσος 

εμφανίζεται συνήθως de novo (πρωτοπαθές λέμφωμα), ενώ σε ορισμένες περιπτώσεις 

μπορεί να αποτελεί τη μετάπτωση λιγότερο επιθετικών λεμφωμάτων (δευτεροπαθές 

λέμφωμα), όπως της χρόνιας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας/λεμφώματος μικρών 

λεμφοκυττάρων, του θυλακιώδους λεμφώματος, του Β-λεμφώματος οριακής ζώνης, και 

του οζώδους λεμφοεπικρατικού τύπου του Hodgkin λεμφώματος. Η ανοσοανεπάρκεια 

είναι σημαντικός παράγοντας κινδύνου ενώ ο ιός Epstein-Barr ανιχνεύεται στα 

νεοπλασματικά κύτταρα του όγκου κυρίως σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς.

1.1.5 Μορφολογικά χαρακτηριστικά και μορφολογικές ποικιλίες

To DLBCL αποτελείται από μεγάλου μεγέθους μεταμορφωμένα Β-λεμφοκύτταρα 

(μέση διάμετρος £ 20μπι) με βασεόφιλο κυτταρόπλασμα και υποστρόγγυλους πυρήνες με 

εμφανή μονήρη ή πολλαπλά πυρήνεια. Τα νεοπλασματικά κύτταρα συνήθως 

αναπτύσσονται διάχυτα και εμφανίζουν υψηλό μιτωτικό δείκτη. Η κατάργηση της 

αρχιτεκτονικής δομής του λεμφαδένα μπορεί να είναι πλήρης, μερική, ενδοθυλακιώδης, ή 

λιγότερο συχνά ενδοκολπική, ενώ ο περιλεμφαδενικός ιστός είναι συχνά διηθημένος.

Σύμφωνα με την ταξινόμηση της WHO υπάρχουν τέσσερις μορφολογικές ποικιλίες 

διάχυτου Β-λεμφώματος από μεγάλα κύτταρα: το κεντροβλαστικό, το ανοσοβλαστικό, με 

άφθονα Τ-λεμφοκύτταρα/ιστιοκύτταρα, και το αναπλαστικό.

Η μορφολογική ποικιλία του κεντροβλαστικού DLBCL αποτελείται από 

κεντροβλάστες (μεγάλου μεγέθους Β-λεμφοκύτταρα με ωοειδής ή υποστρόγγυλους 

πυρήνες, λεπτοκοκκιώδη χρωματίνη και 2-4 πυρήνεια προσκολλημένα στη πυρηνική 

μεμβράνη). Σε ορισμένες περιπτώσεις οι κεντροβλάστες έχουν πολυλοβωτούς πυρήνες 

(πολυλοβωτές κεντροβλάστες). Το λέμφωμα μπορεί να είναι μονόμορφο ή πολύμορφο, 

δηλαδή να αποτελείται αποκλειστικά από κεντροβλάστες ή να συνυπάρχουν και 

ανοσοβλαστες.
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Η μορφολογική ποικιλία του ανοσοβλαστικού λεμφώματος αποτελείται κυρίως 

(>90%) από ανοσοβλάστες (μεγάλου μεγέθους Β-λεμφοκύτταρα με ωοειδής ή 

υποστρόγγυλους πυρήνες και μονήρη κεντρικά τοποθετημένα πυρήνεια). Ανοσοβλάστες 

και κύτταρα με πλασματοκυτταροειδή διαφοροποίηση είναι δυνατόν να συνυπάρχουν.

Η μορφολογική ποικιλία του DLBCL με άφθονα Τ-λεμφοκύτταρα/ιστιοκύτταρα 

χαρακτηρίζεται από τη παρουσία πολυάριθμων μη νεοπλασματικών Τ-λεμφοκυττάρων και 

ιστιοκυττάρων, ενώ ο νεοπλασματικός πληθυσμός αντιστοιχεί σε ποσοστό μικρότερο του 

10% του συνόλου των κυττάρων. Τα νεοπλασματικά Β-λεμφοκύτταρα είναι μεγάλου 

μεγέθους, έχουν μορφολογικά χαρακτηριστικά κεντροβλαστών και ανοσοβλαστών και σε 

ορισμένες περιπτώσεις προσομοιάζουν μορφολογικά με κύτταρα Reed-Sternberg. Η 

κατάργηση της αρχιτεκτονικής δομής είναι συνήθως διάχυτη, σε σπάνιες όμως 

περιπτώσεις αυτή μπορεί να είναι οζώδης.

Η μορφολογική ποικιλία του αναπλαστικού DLBCL χαρακτηρίζεται από τη 

παρουσία μεγάλου μεγέθους υποστρόγγυλων ή πολυγωνικών νεοπλασματικών Β- 

λεμφοκυττάρων με πλειόμορφους πυρήνες που συχνά προσομοιάζουν αυτούς των 

κυττάρων Reed-Sternberg του λεμφώματος Hodgkin.

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η μορφολογική ταξινόμηση του DLBCL παρουσιάζει 

χαμηλή αναπαραγωγιμότητα και δεν συσχετίζεται με ανοσοφαινοτυπικές ή γενετικές 

παραμέτρους

1.1.6 Ανοσοφαινότυπος

Τα ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά του DLBCL έχουν αποτέλεσει αντικείμενο 

πολλών μελετών. Πλήθος πρωτεϊνών που εμπλέκονται σε διάφορα βιολογικά μονοπάτια 

έχουν μελετηθεί σε αυτό τον τύπο λεμφώματος όπως πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την απόπτωση, πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη 

μεταγωγή σημάτων, μεταγραφικοί παράγοντες, προσκολυτικά μόρια καθώς και δείκτες Β- 

κυτταρικής διαφοροποίησης.

Τα νεοπλασματικά κύτταρα του DLBCL συνήθως εκφράζουν τον δείκτη CD45 

(κοινό λεμφοκυτταρικό αντιγόνο) και δείκτες Β-κυτταρικής διαφοροποίησης όπως CD19, 

CD20, CD22, Pax5 και CD79a. Έχει περιγράφει απώλεια ενός ή περισσότερων Β- 

κυτταρικών δεικτών, όπως απώλεια του CD20 αντιγόνου σε DLBCL με ανοσοβλαστική ή 

πλασμαβλαστική διαφοροποίηση. Σε ιστολογικές τομές παραφίνης ως δείκτες Β- 

κυτταρικής διαφοροποίησης χρησιμοποιούνται κυρίως τα αντισώματα L26 (anti-CD20), 

JCB117 (anti-79a), και Pax5/BSAP (B-cell Specific Activator Protein).

Επιφανειακές ή/και κυτταροπλασματικές ανοσοσφαιρίνες (immunoglobins, lg) 

ανιχνεύονται στο 50% των περιπτώσεων (IgM > IgG και IgA). Οι περιπτώσεις των DLBCL
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με αναπλαστική μορφολογία συχνά εκφράζουν το δείκτη CD30, ενώ σε ορισμένες 

περιπτώσεις παρατηρείται επιπρόσθετα έκφραση και άλλων δεικτών Β-κυτταρικής 

διαφοροποίησης όπως CD5, CD10, Bcl-6, και CD138. Οι πρωτεΐνες Bcl-2 και Ρ53 

εκφράζονται σε ποσοστό 30-50% και 30-40%, των DLBCL, αντίστοιχα. Ο δείκτης 

πολλαπλασιασμού ΚΪ67/ΜΙΒ1 εκφράζεται σε ποσοστό μεγαλύτερο του 40% των 

νεοπλασματικών κυττάρων.

1.1.7 Φυσιολογικός ρόλος και έκφραση των πρωτεϊνών Β-κυτταρικής 

διαφοροποίησης BCL-6, CD10, MUM1, και CD138 σε φυσιολογικά και 

νεοπλασματικά Β-λεμφοκύτταρα

Οι πρωτεΐνες Bcl-6, CD10, MUM1, και CD138 εμπλέκονται στη φυσιολογική Β- 

κυτταρική διαφοροποίηση και στη παθογένεση διάφορων τύπων Β-λεμφωμάτων.

Η πρωτεΐνη Bcl-6 είναι ένας POZ/Zinic Finger 

μεταγραφικός καταστολές που εμπλέκεται στην ενεργοποίηση, 

στην διαφοροποίηση, τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την 

απόπτωση και τη μετανάστευση των λεμφοκυττάρων. Η 

απαραίτητη για την δημιουργία του βλαστικού κέντρου, την 

διαφοροποίηση των πλασματοκυττάρων, και την Th2 ανοσοαπάντηση (69,71). Μελέτες 

έδειξαν ότι σε ποντικούς με ανεπάρκεια της πρωτεΐνης Bcl-6 αποτυγχάνει η ανάπτυξη και 

η διαμόρφωση φυσιολογικών βλαστικών κέντρων ενώ παράλληλα παρατηρείται μειωμένη 

ενεργοποίηση της Τ-εξαρτώμενης παραγωγής αντισωμάτων (146). Επιπλέον Bcl-6 (-/-)
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ποντικοί αναπτύσσουν, σε διάφορα όργανα, έντονη φλεγμονώδη αντίδραση 

χαρακτηριζόμενη από ηωσινόφιλα λευκοκύτταρα και υπερπαραγωγή IgE, στοιχεία τυπικά 

μιας υπερβολικής Th2 ανοσοαπάντησης (146). Τα ευρήματα αυτά είναι υπαινικτικά ενός 

αρνητικού ρόλου της Bcl-6 πρωτεΐνης στη ρύθμιση Th2 ανοσοαπάντησης. Η πρωτεΐνη 

Bcl-6 δρώντας ως μεταγραφικός παράγοντας διαφόρων γονιδίων στόχων μεταβάλει τη 

μεταγωγή σήματος της IL-4, του Β-κυτταρικού υποδοχέα, και του CD40L κατά τη 

φυσιολογική ανάπτυξη των Β-λεμφοκυττάρων. Επιπλέον, η πρωτεΐνη Bcl-6 αναστέλλει 

την λεμφοκυτταρική ενεργοποίηση μέσω αναστολής της έκφρασης των μορίων CD69 και 

CD44, καθώς και την διαφοροποίηση των Β-λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου προς 

πλασματοκύτταρα αναστέλλοντας την έκφραση του γονιδίου Blimp-1. Το τελευταίο είναι 

ένας μεταγραφικός καταστολέας με σημαντικό ρόλο στη πλασματοκυτταρική 

διαφοροποίηση. Η πρωτεΐνη Bcl-6 καταστέλλει μια ομάδα γονιδίων (cyclin D2 και ρ27) 

που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου (108). Μελέτες σε Bcl-6 (-/-) 

ποντικούς έδειξαν ότι η πρωτεΐνη δρα ως αρνητικός ρυθμιστής της φλεγμονής 

καταστέλλοντας την έκφρασης συγκεκριμένων χημειοκινών (108).

Δομικές αλλαγές της γονιδιακής περιοχής του εκκινητή του Bcl-6, 

συμπεριλαμβανομένων χρωμοσωμικών διαμεταθέσεων και σωματικών υπερμεταλλάξεων 

παρατηρούνται συχνά σε μη-Hodgkin λεμφώματα, και ειδικά σε DLBCL (3,9,108). Στο 

40% των περιπτώσεων των DLBCL, και στο 10%-15% των περιπτώσεων των 

θυλακιωδών Β-λεμφωμάτων η 5’ μη κωδικοποιούσα περιοχή του Bcl-6 εντοπίζεται 

μετατεθειμένη καθοδικά διαφόρων ισχυρών προαγωγών (συνήθως στους γονιδιακούς 

τόπους της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών) (71,72-78). Μεταλλάξεις της 5’ μη 

κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου Bcl-6 παρατηρούνται συχνά σε φυσιολογικά 

κύτταρα του βλαστικού κέντρου, σε DLBCL τα οποία προέρχονται ιστογενετικά από τα 

κύτταρα του βλαστικού κέντρου, σε θυλακιώδή λεμφώματα και σε λεμφώματα Burkitt 

(115-118). Έκφραση της Bcl-6 πρωτεΐνης παρατηρείται σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις 

των θυλακιωδών Β-λεμφωμάτων, στο 50% των περιπτώσεων των DLBCL και σε 

σημαντικό ποσοστό Burkitt λεμφωμάτων. Οι μεταλλάξεις του γονιδίου Bcl-6 φαίνεται να 

μην σχετίζονται με τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης (78,82).

Η πρωτεΐνη CD10 είναι μια μεμβρανική μεταλοπρωτεινάση 

(φυσική ενδοπεπτιδάση EC 3.4.24.11) η οποία δρα μειώνοντας την 

κυτταρική αντίδραση/απάντηση σε πεπτιδικές ορμόνες (82). Η 

πρωτεΐνη εκφράζεται σε Β και Τ-λεμφοβλάστες, και σε διάφορα 

στρωματικά και επιθηλιακά κύτταρα (82). Όσο αναφορά τα 

δευτερογενή λεμφικά όργανα η πρωτεΐνη CD10 εκφράζεται σχεδόν αποκλειστικά στα Β- 

λεμφοκύτταρα του βλαστικού κέντρου των δευτερογενών λεμφοζιδίων. Έκφραση της
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πρωτεΐνης CD10 παρατηρείται σε όλα τα λεμφοβλαστικά λεμφώματα, τα Burkitt 

λεμφώματα, και τα θυλακιώδη λεμφώματα, ενώ δεν εκφράζεται σε άλλα Β-λεμφώματα 

από μικρά κύτταρα. Ανοσοιστοχημικές μελέτες σε ιστολογικές τομές παραφίνης ανέδειξαν 

έκφραση της πρωτεΐνης CD10 στο 30-40% των DLBCL. Η ανοσοιστοχημική χρώση είναι 

κυρίως μεμβρανική. Διάφορες μελέτες έχουν συσχετίσει την έκφραση της πρωτεΐνης 

CD10 με προγνωστικούς δείκτες, όμως τα αποτελέσματα αυτών των μελετών είναι

Η πρωτεΐνη MUM1/IRF4 (multiple myeloma-associated 

oncogene/interferon regulatory factor 4) είναι μέλος της πρωτεϊνικής 

οικογένειας των IRF (interferon regulatory factors) μεταγραφικών 

παραγόντων. Εμπλέκεται στη ρύθμιση της έκφρασης γονιδίων 

μεταγωγής σήματος μετά από ενεργοποίηση με κυττοκίνες. Η 

πρωτεΐνη MUM1/IRF4 κωδικοποιείται από το γονίδιο το σχετιζόμενο με το πολλαπλούν 

μυέλωμα (multiple myeloma-associated oncogene). Το γονίδιο αυτό ενεργοποιείται σε 

μεταγραφικό επίπεδο ως αποτέλεσμα της χρωμοσωμικής διαμετάθεσης t(6;14) (p25;q32) 

και της τοποθέτησης του στην 3’περιοχή του υποκινητή του γονιδίου της βαριάς αλυσίδας 

της ανοσοσφαιρίνης (IgH) (9,125). Η πρωτεΐνη MUM1/IRF4 εμπλέκεται στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό, στην κυτταρική επιβίωση και στην ανθεκτικότητα των κυττάρων σε 

ιογενείς λοιμώξεις. (3,5,6,9,125) και εκφράζεται στο τελικό στάδιο διαφοροποίησης του Β- 

λεμφοκυττάρου του βλαστικού κέντρου καθώς και στα επόμενα στάδια διαφοροποίησης 

του προς πλασματοκύτταρο (3,5,6,9). Στο φυσιολογικό λεμφικό ιστό ανοσοιστοχημική 

έκφραση της πρωτεΐνης ανιχνεύεται σε μικρό αριθμό Β-λεμφοκυττάρων του βλαστικού 

κέντρου (εξωτερικής περιοχής της διαυγούς ζώνης) καθώς επίσης σε πλασματοκύτταρο 

και σε ορισμένα ενεργοποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα. Έκφραση της πρωτεΐνης MUM1/IRF4 

παρατηρείται στο 50-75% των DLBCL, ενώ το θυλακιώδες λέμφωμα και το λέμφωμα του 

κυττάρου του μανδύα είναι ΜΙ)Μ1/^Ρ4-αρνητικά (3,5,6,9,125-128).

Η πρωτεΐνη CD138 είναι μια διαμεμβρανική 

πρωτεογλυκάνη, ανήκει στη οικογένεια των συνδεκανών, και 

χρησιμεύει ως συνδέτης του κυττάρου με διάφορες πρωτεΐνες του 

υποστρώματος (129). Η πρωτεΐνη αυτή εκφράζεται στα προγονικά 

(precursors) Β-λεμφοκύτταρα του μυελού των οστών, είναι απούσα στα παρθένα (naive) 

Β-κύτταρα και στα κύτταρα του βλαστικού κέντρου, ενώ επανεκφράζεται στα Β-κύτταρα 

που εξέρχονται από το βλαστικό κέντρο και οδεύουν προς πλασματοκυτταρική 

διαφοροποίηση. Οσον αφορά τα Β-λεμφώματα η πρωτεΐνη CD138 εκφράζεται στο 

λέμφωμα Hodgkin, στο πολλαπλούν μυέλωμα και σε ορισμένα HIV-σχετιζόμενα 

λεμφώματα ενώ τα DLBCL είναι σπάνια Οϋ138-θετικά (5,6,129,130).

αντιφατικά
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1.1.8 Ιστογένεση του DLBCL.

Η γονιδιακή έκφραση του DLBCL μελετήθηκε πρόσφατα με τις μεθόδους των 

cDNA και των ολιγονουκλεοτιδικών μικροσυστοιχιών (66,67). Ο Alizedeh και συν (66) 

ταυτοποίησαν δυο μοριακά διακριτούς ιστογενετικούς υπότυπους DLBCL: α) DLBCL με 

γονιδιακή έκφραση ομοιάζουσα με αυτήν των Β-λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου 

(Germinal Center B-cell like GCB-DLBCL), και β) DLBCL με γονιδιακή έκφραση 

ομοιάζουσα με αυτή in vitro ενεργοποιημένων περιφερικών Β-λεμφοκυττάρων (activated 

periferal blood B-cell like DLBCL (ABL-DLBCL). Ο διαχωρισμός των DLBCL σε δυο 

ιστογενετικούς υπότυπους επιβεβαιώθηκε και από τις μελέτες του Rosenwald και συν 

(67), οι οποίοι περιέγραψαν και έναν τρίτο υπότυπο, το τύπου 3 DLBCL. Η γονιδιακή 

έκφραση του πρώτου ιστογενετικού υπότυπου χαρακτηρίζεται από την παρουσία 

ορισμένων ήδη γνωστών γονιδίων που εμπλέκονται στη διαφοροποίηση των Β- 

λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου όπως Bcl-6, CD10 και CD138 καθώς επίσης και 

μερικών άλλων γονιδίων όπως BCL-7A και LM02 (66,67). Η γονιδιακή έκφραση του 

δεύτερου ιστογενετικού υπότυπου χαρακτηρίζεται από την επαγωγή του γονιδίου IRF4 

(MUM1/LSIRF) το οποίο συχνά μετατίθεται σε λεμφώματα καθώς επίσης και από την 

επαγωγή δυο γονιδίων με σημαντικό ρόλο στην απόπτωση, των γονιδίων FLIP και bcl-2 

(66,67). Στους μοριακούς υπότυπους των DLBCL εμπλέκονται διαφορετικοί μηχανισμοί 

κακοήθους εξαλλαγής γεγονός που ενισχύει την άποψη ότι αυτά αντιστοιχούν σε διακριτές 

παθογενετικές οντότητες. Πράγματι, η διαμετάθεση t(14;18), στη οποία εμπλέκεται το 

γονίδιο Bcl-2, η ενίσχυση του γονιδιακού τόπου του c-rel στο χρωμόσωμα 2ρ, και 

συρρέουσες (ongoing) σωματικές μεταλλάξεις των ανοσοσφαιρινών, παρατηρούνται στα 

GCB-DLBCL αλλά όχι στο ABL-DLBCL (80, 83). Αντίθετα, τα τελευταία χαρακτηρίζονται 

από ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NFkB και από υψηλά επίπεδα έκφρασης 

των NFkB γονιδίων στόχων, συμπεριλαμβανομένων εκείνων που κωδικοποιούν το 

ρυθμιστικό παράγοντα 4 της ιντερφερόνης (IRF4/MUM1), το μόριο προσκόλλησης CD44, 

τα αντί-αποπτωτικά γονίδια, c-FLIP, Bcl-2, bcl-xl, TRAF1, TRAF2, C-IAP1 και C-IAP2 

καθώς και το γονίδιο της κυκλίνης D2 (78-80). Τα ευρήματα αυτά δείχνουν συσχέτιση 

μεταξύ της Β-λεμφοκυτταρικής διαφοροποίησης, της απόπτωσης και του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού στα DLBCL. Όσο αναφορά τη συσχέτιση της κλινικής πορείας των 

ασθενών με την ιστογενετική ταξινόμηση των DLBCL, προέκυψε ότι οι ασθενείς με DLBCL 

που εκφράζουν γονίδια Β-λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου έχουν ευνοϊκότερη 

κλινική πορεία από εκείνους με λεμφώματα που εκφράζουν γονίδια ενεργοποιημένων 

περιφερικών Β-λεμφοκυττάρων ή τύπου 3 λεμφώματα (79-81).

Δεδομένου ότι η τεχνολογία των μικροσυστοιχειών είναι δαπανηρή και δεν είναι 

ευρέως διαθέσιμη, πολλές μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει επιτυχώς την ανοσοιστοχημική
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ανάλυση σε τομές παραφίνης προκειμένου να ταξινομήσουν ιστογενετικά τα DLBCL (3-6, 

9,10,36-40,57,60-62,84-87). Άξια αναφοράς είναι η μελέτη του Hans και συν (57) οι 

οποίοι συσχέτισαν τα αποτελέσματα των cDNA μικροσυστοιχιών με ανοσοιστοχημικά 

ευρήματα προκειμένου να μελετήσουν την δυνατότητα ιστογενετικής ταυτοποίησης των 

DLBCL μέσω της έκφρασης δεικτών Β-κυτταρικής διαφοροποίησης και συγκεκριμένα του 

ανοσοφαινότυπου Bcl-6/CD10/MUM1. Η μελέτη του Hans και συν (57) έδειξε ότι η 

ανοσοιστοχημική ταξινόμηση των DLBCL με βάση τον ανοσοφαινότυπο Bcl- 

6/CD10/MUM1/CD138 έχει προγνωστική αξία και προβλέπει την ταξινόμηση των 

μικροσυστοιχιών σε ποσοστό 71% όσον αφορά τον πρώτο ιστογενετικά υπότυπο και 88% 

όσον αφορά τον δεύτερο και τον τρίτο υπότυπο του DLBCL(57).
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1.2 ΑΠΟΠΤΩΣΗ
Η απόπτωση είναι μία μορφή κυτταρικού θανάτου κατά την οποία εγγενείς 

μηχανισμοί ή εξωγενή ερεθίσματα ενεργοποιούν μία σειρά από γενετικά 

προγραμματισμένα γεγονότα τα οποία οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο. Στους 

πολυκύτταρους οργανισμούς η απόπτωση παίζει σημαντικό ρόλο στην εμβρυογένεση, 

στην ιστική ομοιόσταση, στην ανοσοεπίβλεψη και στον περιορισμό των λοιμώξεων. 

Διαταραχές στη ρύθμιση του φαινομένου της απόπτωσης εμπλέκονται στη παθογένεση 

κακοήθων νεοπλασμάτων, αυτοάνοσων νοσημάτων και εκφυλιστικών παθήσεων.

Τα τελευταία χρόνια η συστηματική μελέτη του φαινομένου της απόπτωσης από 

πολλές και σημαντικές ερευνητικές ομάδες οδήγησε στην αναγνώριση δύο βασικών 

εναλλακτικών αποπτωτικών μονοπατιών ενεργοποίησης του φαινομένου της απόπτωσης: 

α) του εξωγενούς (extrinsic) μονοπατιού το οποίο διαμεσολαβείται από τους υποδοχείς 

θανάτου της κυτταρικής επιφάνειας και β) του ενδογενούς (intrinsic) μονοπατιού το οποίο 

διαμεσολαβείται από τα μιτοχόνδρια. Και στα δύο μονοπάτια ενεργοποιούνται οι 

κυστείνο-ασπάρτι-πρωτεάσες (cystein-aspartyl specific proteases) γνωστές και ως 

κασπάσες οι οποίες διασπούν διάφορα κυτταρικά υποστρώματα οδηγώντας το κύτταρο 

στις χαρακτηριστικές μορφολογικές και βιοχημικές μεταβολές της απόπτωσης.

Οι κασπάσες λειτουργούν ως αποδέκτες προ-αποπτωτικών σημάτων και ως 

εκτελεστές της απόπτωσης. Ακολουθούν τον μηχανισμό ενζυμικής κατάλυσης των 

ασπαρτασών δηλαδή αναγνωρίζουν τετραπεπτιδικές δομές και πρωτεολύουν το 

πρωτεϊνικό τους υπόστρωμα στη καρβόξυ πλευρά του ασπαρτικού υπολείμματος. Ο 

ακριβής τρόπος δράσης τους έχει μερικώς κατανοηθεί και οι κάτωθι λειτουργίες έχουν ήδη 

καταγραφεί: α) απενεργοποίηση πρωτεϊνών που προστατεύουν τα κύτταρα π.χ.όπως 

ICAD/DFF45, β) αποδόμηση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2, γ) αποδόμηση των 

πυρηνικών λαμινών και δ) απορύθμιση ή απενεργοποίηση πρωτεϊνών που ενέχονται στην 

επιδιόρθωση του DNA (DNA-PK), στην ωρίμανση του mRNA (U1-70k) και στην αντιγραφή 

του DNA (αντιγραφικός παράγοντας C). Η ρύθμιση της δράσης των κασπασών γίνεται με 

ένα πολύπλοκο πρωτεολυτικό σύστημα που περιλαμβάνει ρυθμιστικές πρωτεΐνες και 

ανάδρομη ρύθμιση (feedback). Προς το παρόν 14 κασπάσες είναι γνωστές και με βάση τα 

φυλογενετικά κριτήρια διαιρούνται σε 3 κατηγορίες: α) οικογένεια CASP-1: κασπάσες 1, 4, 

5, 11, 12, 13, 14 β) οικογένεια CASP-3: κασπάσες 3, 6, 7, 8, 10 και γ) οι κασπάσες 2 και

9.

1.2.1 Εξωγενές μονοπάτι της απόπτωσης
Το εξωγενές αποπτωτικό μονοπάτι διαμεσολαβείται από επιφανειακούς υποδοχείς 

θανάτου οι οποίοι ανήκουν στην οικογένεια των υποδοχέων κυτταρικού θανάτου (TNF-R,
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Tumor Necrosis Factor-Receptor) όπως είναι οι TNF-R, Fas/CD95 και οι υποδοχείς 

θανάτου (Death Receptor, DR) DR3, DR4, DR5 και DR6. Οι υποδοχείς αυτοί 

αποτελούνται από μια εξωκυττάρια περιοχή πλούσια σε κυστείνες και μια ενδοκυττάρια

περιοχή θανάτου (DD, Death Domain) που εμπλέκεται στη μεταγωγή του αποπτωτικού 

σήματος από την επιφάνεια του κυττάρου προς το κυτταρόπλασμα. Οι ειδικοί συνδέτες 

των TNF-R ανήκουν στη πρωτεϊνική οικογένεια TNF η οποία περιλαμβάνει τους TNFa, 

Fas-συνδέτης, λεμφοτοξίνη (LT) -α, apo-3-συνδέτης και TRAIL (TNF related apoptosis 

inducing ligand). Η σύνδεση του ειδικού συνδέτη με τον φυσικό του υποδοχέα, επάγει την 

ενεργοποίηση του υποδοχέα θανάτου μέσω της διαδικασίας του ομοτριμερισμού. Μετά 

την ενεργοποίηση οι υποδοχείς θανάτου στρατολογούν πρωτεϊνικά μόρια δομικής 

προσαρμογής (adaptor proteins), [π.χ. Fas associated death domain (FADD) για τον 

υποδοχέα Fas/CD95] χρησιμοποιώντας την δυνατότητα αλληλεπίδρασης των περιοχών 

θανάτου (DD) του ενδοκυτταριου μέρους των υποδοχέων και των περιοχών θανάτου (DD) 

των πρωτεϊνών προσαρμογής. Οι πρωτεΐνες προσαρμογής περιέχουν στο μόριο τους μια 

περιοχή εκτέλεσης θανάτου (death effector domain, DED) που αλληλεπιδρά με τη DED 

περιοχή του αποπτωτικού ενζύμου προ-κασπάση 8. Το σχηματιζόμενο σύμπλεγμα που 

απαρτίζεται από το τριμερές υποδοχέας θανάτου (π.χ. Fas/CD95), πρωτεΐνη 

προσαρμογής (π.χ. FADD) και προ-κασπάση 8 ονομάζεται σύμπλεγμα μεταγωγής 

αποπτωτικού ερεθίσματος (death inducing signalling complex, DISK). Εν συνεχεία, η προ- 

κασπάση 8 αυτοπρωτεολύεται σε ενεργοποιημένη κασπάση 8 και ενεργοποιεί τις 

εκτελεστικές κασπάσες 3, 6 και 7.

ΕΞΩΓΕΝΕΣ ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΟ ΜΟΝΟΠΑΤΙ

sum tote
CLEAVAGE 

ΦΜΚΗΚ 
PaullinTilin, 
H R a, ΡΑ11Γ 

STAT-I. 
Ces|Hise>

Εικόνα 2. To εξωγενές αποπτωτικό μονοπάτι (Cell signaling Inc.)
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Ορισμένα μέλη της πρωτεϊνικής οικογένεια των TNFR έχουν τη δυνατότητα να 

ενεργοποιούν τους μεταγραφικούς ρυθμιστές NFkB και Jun κινάση. Η μεταγωγή του 

σήματος μέσω των πρωτεϊνικών μορίων TRADD, RIP, NFkB, IkB κινάση (IKK), και ΙΚΚβ 

συμμετέχει στη φωσφωριλύωση και την αποδόμηση των NFkB αναστολέων της ΙκΒ

OPOL
RANKL TRAIL TVVLAK LTo/

Εικόνα 3. Τα μέλη της πρωτεϊνικής υπέρ-οικογένειας TNF (Nature 2000)

πρωτεϊνικής οικογένειας. Ο βιολογικός μηχανισμός με τον οποίο η μεταγωγή σήματος 

μέσω, των μορίων TRAF ενεργοποιεί την πρωτεΐνη JNK παραμένει άγνωστος. Πρόσφατα 

πειράματα σε ποντικούς με ανεπάρκεια στις πρωτεΐνες RIP και/ή TNF receptor-associated 

factor 2, (TRAF2) έδειξαν ότι η μεταγωγή σήματος επάγει την κυτταρική επιβίωση και 

αναστέλλει την απόπτωση, γεγονός που συμφωνεί με τον αντί-αποπτωτικό ρόλο των 

πρωτεϊνικών μονοπατιών NFkB και JNK. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός 

ότι η πρωτεΐνη FADD δεν εμπλέκεται μόνο στην απόπτωση που επάγεται από τους 

υποδοχείς θανάτου αλλά συμμετέχει επίσης και στην επαγωγή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού των Τ-λεμφοκυττάρων μέσω μιτογόνων ερεθισμάτων. Ο μηχανισμός 

με τον οποίο η πρωτεΐνη FADD επάγει τον πολλαπλασιασμό των Τ-λεμφοκυττάρων δεν 

έχει πλήρως διευκρινιστεί.

1.2.2 Ενδογενές ή μιτοχονδριακό μονοπάτι της απόπτωσης
Το ενδογενές ή μιτοχονδριακό μονοπάτι επάγεται ως επί το πλείστον από 

στρεσογόνα ερεθίσματα, όπως βλάβη του γενετικού υλικού, χημειοθεραπευτικοί 

παράγοντες, UV και γ-ακτινοβολία, ή ακόμα μετά από αιφνίδια στέρηση του κυττάρου από 

σήματα επιβίωσης όπως αυξητικοί παράγοντες, κυτταροκίνες, και ορμόνες. Το ενδογενές 

μονοπάτι της απόπτωσης ενεργοποιείται μετά από διέγερση των μιτοχονδριακών 

μεμβρανών από πρωτεϊνικά μόρια (πρωτεΐνες της Bcl-2 οικογένειας) ή μετά από τη
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μεταβολή του ιοντικού φορτίου (ιόντα σιδήρου, ασβεστιού, ψευδαργύρου) και κατ’ 

επέκταση του δυναμικού της επιφάνεια των μεμβρανών. Αποτέλεσμα της μεταβολής 

αυτής είναι η δημιουργία διαμεμβρανικών μιτοχονδριακών καναλιών που επιτρέπουν την 

μετακίνηση των πρωτεϊνών από τον διαμεμβρανικό χώρο προς το κυτταρόπλασμα όπως

Mitochondrial Control of Apoptosis

Εικόνα 4. To ενδονενές αποπτωτικό μονοπάτι (Cell sianalinq Inc.)

συμβαίνει με το κυτόχρωμα c, την ενδονουκλεάση G, τις πρωτεΐνες Smac και Diablo και 

τον παράγοντα AIF (Apoptosis Inducing Factor). Στο κυτταρόπλασμα το κυτόχρωμα c 

στρατολογεί τον παράγοντα Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), την προ- 

κασπάση 9 και μόρια ΑΤΡ και σχηματίζεται ένα σύμπλεγμα πρωτεϊνών που ονομάζεται 

αποπτώσωμα. Η προ-κασπάση 9 ενεργοποιείται μετά από αυτοπρωτεόλυση στο 

ενζυμικά δραστικό μόριο της κασπάση 9 το οποίο εν συνεχεία ενεργοποιεί το πρωτεϊνικό 

καταράκτη των εκτελεστικών κασπασών (κασπάσες 3, 6 και 7).

Έχει παρατηρηθεί ότι σε ορισμένα είδη κυττάρων (π.χ. κύτταρα τύπου I) η 

ενδοκυττάρια συγκέντρωση της ενεργοποιημένης κασπάσης 8 είναι επαρκής για να 

οδηγήσει το κύτταρο σε απόπτωση μέσω της εξωγενούς αποπτωτικής οδού, ενώ σε άλλα 

είδη κυττάρων (π.χ. κύτταρα τύπου II), όπως επίσης και σε κάποια αποπτωτικά 

ερεθίσματα (π.χ. οξειδωτικό στρες και ιστική υποξία) η συγκέντρωση των 

ενεργοποιημένων μορίων κασπάσης 8 δεν επαρκεί για να ενεργοποιήσει τον καταρράκτη 

των εκτελεστικών κασπασών. Στις περιπτώσεις αυτές η ενεργοποιημένη κασπάση 8 

ενεργοποιεί την πρωτεΐνη Bid που ανήκει στην οικογένεια των ΒΗ3 πρωτεϊνών και 

ενεργοποιείται το ενδογενές αποπτωτικό μονοπάτι. Η tBid (trancutted Bid) επάγει τον

12



ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΕΙΣΑΓΩΓΗ

ομοδιμερισμό των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bak και Bax που με τη σειρά τους 

διαταράσσουν τη δομή της μιτοχονδριακή μεμβράνη δημιουργώντας διαύλους 

μετακίνησης πρωτεϊνών που εμπλέκονται στη απόπτωση.

1.2.3 Ρύθμιση της απόπτωσης
Η απόπτωση ρυθμίζεται από διάφορες πρωτεΐνες σε διαφορετικά επίπεδα. 

Σημαντικός είναι ο ρόλος των πρωτεϊνών FLIP (FADD-like interleukin-1 β-converting 

enzyme-like protease [ FLICE/caspase 8]-inhibitary proteins), η οικογένεια των πρωτεϊνών 

Bcl-2 και οι πρωτεΐνες ΙΑΡ (inhibitor of apoptosis proteins). Οι πρωτεΐνες FLIP 

επεμβαίνουν στο μονοπάτι των υποδοχέων θανάτου, συνδέονται στο DISC και 

ανασταλούν την ενεργοποίηση της κασπάσης 8. Η οικογένεια των πρωτεϊνών Bcl-2 

αποτελείται από προ και αντί-αποπτωτικές πρωτεΐνες. Η λειτουργική ισορροπία μεταξύ 

προ και αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών καθορίζει τη τελική ευαισθησία του κυττάρου στην 

απόπτωση. Οι πρωτεΐνες της οικογένειας ΙΑΡ (π.χ. ΧΙΑΡ, C-IAP1, C-IAP2, ΝΙΑΡ, ML- 

ΙΑΡ, ILP2, surviving) προσδένονται στις κασπάσες και ανασταλούν τη δράση τους, ή 

δρουν σαν Ε3-ουμπικουιτίνη συνδέτες προκαλώντας αποδόμηση των κασπασών.

1.2.4 Οικογένεια πρωτεϊνών Bcl-2
Μελέτες των μηχανισμών του αποπτωτικού θανάτου οδήγησαν στην ανίχνευση 

πρωτεϊνών της ευρύτερης πρωτεϊνικής οικογένειας Bcl-2, ορισμένες από τις οποίες 

αναστέλλουν, ενώ άλλες επάγουν την απόπτωση. Η οικογένεια των πρωτεϊνών Bcl-2 

περιλαμβάνει 20 τουλάχιστον μέλη με ομολογία σε μία τουλάχιστον ΒΗ περιοχή (Bcl-2 

homology domain, ΒΗ domain). Η οικογένεια Bcl-2 διαιρείται σε τρεις υπο-ομάδες 

πρωτεϊνών: α) την Bcl-2 β) την Bax και γ) την BH3-only. Η BCL-2 υπό-ομάδα 

περιλαμβάνει τις αντί-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Α1 και Bcl-w, ενώ οι 

Bax και BH3-only τις προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bax, Bak, Bok και Bim, Bik, Bid, Bad, 

Bmf, Hrk, Noxa, Puma, αντίστοιχα. Για την έναρξη της απόπτωσης απαιτούνται και οι δύο 

υπο-ομάδες των προ-αποπτωτικών πρωτείων. Οι πρωτεΐνες BH3-only πιθανών να 

δρουν ως αισθητήρες (sensors) της απόπτωσης και ως άμεσοι ανταγωνιστές των 

ανταγωνίζονται άμεσα τις αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών ενώ οι πρωτεΐνες της οικογένειας 

Bax πιθανών να δρουν χαμηλότερα (downstream) στο αποπτωτικό μονοπάτι.

Η αντί-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 είναι ένα από τα 

περισσότερο μελετημένα πρωτεϊνικά μόρια. Η αλληλουχία του 

ανθρώπινου γονιδίου Bcl-2 (υπεύθυνου για την σύνθεση της 

ομώνυμης πρωτεΐνης) ανευρέθη αρχικά στο γενετικό υλικό του 

σκώληκα C. Elegans και ονομάστηκε γονίδιο CED-9. Ο
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προσδιορισμός της πρωτεΐνης Bcl-2 σε ανθρώπινα κύτταρα έγινε αρχικά σε περιπτώσεις 

λεμφωμάτων. Συγκεκριμένα διαπιστώθηκε υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 στο 85% 

των θυλακιωδών (follicular) λεμφωμάτων και στο 20% άλλων Β-λεμφωμάτων τα οποία 

έφεραν την χαρακτηριστική χρωμοσωμική διαμετάθεση t(14;18). Οι μελέτες της 

επίδρασης της πρωτεΐνης Bcl-2, πέρα των αρχικών πειραμάτων του παρεμφερούς 

γονιδίου CED-9 στο C. Elegans, έγιναν με πειράματα υβριδισμού σε πειραματόζωα. Στις 

μελέτες αυτές ανευρέθηκε ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 στα Β- λεμφοκύτταρα 

οδηγεί στην ανάπτυξη λεμφοζιδιακής υπερπλασίας, η οποία ενίοτε εξελίσσεται σε 

επιθετικό λέμφωμα. Όταν η υπερέκφραση αφορούσε Τ-λεμφοκύτταρα περίπου το ένα 

τρίτο των πειραματόζωων ανέπτυξε περιφερικά Τ-λεμφώματα (74). Το γεγονός βέβαια ότι 

δεν εξελίσσονται όλες οι υπερπλασίες σε λεμφώματα και στις περιπτώσεις που τελικά 

αυτό συμβαίνει μεσολαβεί μία μακρά χρονική περίοδος, δείχνει ότι στην κακοήθη 

εξαλλαγή πλην της πρωτεΐνης Bcl-2 συμμετέχουν και άλλοι ογκογόνοι παράγοντες.

Άλλα ενδιαφέροντα πειραματικά δεδομένα για τον ρόλο της πρωτεΐνης Bcl-2 

προέρχονται από τη διαμόλυνση κυτταροκαλλιεργειών από ιούς, π.χ. ο αδενοϊός 

αναστέλλει την απόπτωση του κυττάρου ξενιστή μέσω της έκφρασης της πρωτεΐνης Ε1Β 

αλλά και τη υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2. Οι πρωτεΐνες Bcl-2 και Ε1Β 

επιτυγχάνουν τον στόχο τους, δηλαδή την αντί-αποπτωτική τους δράση, 

εξουδετερώνοντας το ειδικό αποπτωτικό γονίδιο του ιού Ε1Α αλλά και την πρωτεΐνη ρ53 

του κυττάρου ξενιστή (5).

Ανοσοϊστοχημεικές μελέτες και μελέτες ανοσοφθορισμού έδειξαν ότι η πρωτεΐνη 

Bcl-2 εντοπίζεται στον ενδοκυττάριο χώρο. Συγκεκριμένα ανευρίσκεται κατά κύριο λόγο 

στην μεμβράνη των μιτοχονδρίων και σπανιότερα στις μεμβράνες του λείου 

ενδοπλασματικού δικτύου και στην πυρηνική μεμβράνη. Όπως προκύπτει από in vitro 

μελέτες μιτοχονδρίων, η πρωτεΐνη Bcl-2 είναι προσκολλημένη με το καρβοξυτελικό της 

άκρο στην εξωτερική επιφάνεια του μιτοχονδρίου. Με τον τρόπο αυτό το μεγαλύτερο 

μέρος της πρωτεΐνης Bcl-2 βρίσκεται ελεύθερο εντός του κυτταροπλάσματος έτσι ώστε να 

αλληλεπιδρά με τις πρωτεάσες και τα άλλα κυτταροπλασματικά ένζυμα. Η μετακίνηση της 

πρωτεΐνης Bcl-2 στην εσωτερική πλευρά της μιτοχονδριακής μεμβράνης, μέσω σύνδεσης 

με την ειδική μεμβρανική πρωτεΐνη Map 70ρ, προκαλεί σχεδόν πλήρη αναστολή της αντί- 

αποπτωτικής δράσης της πρωτεΐνης Bcl-2. Από τα παραπάνω γίνεται κατανοητό ότι η 

λειτουργία της πρωτεΐνης Bcl-2 δεν εξαρτάται μόνο από την ακεραιότητα της δομής του 

μορίου της, αλλά και από την θέση της στην μιτοχονδριακή μεμβράνη (2).

Ο μηχανισμός δράσης της πρωτεΐνης Bcl-2 δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί, 

πιθανών η πρωτεΐνη να δρα στην ενδοκυττάρια ομοιόσταση των ιόντων ασβεστίου. Έχει 

αποδειχθεί ότι η αύξηση της συγκεντρώσεως του ασβεστίου εντός του μιτοχονδρίου
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προκαλεί απελευθέρωση του κυτοχρώματος c, το οποίο εντοπίζεται εντός της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης. Επιπρόσθετα το ασβέστιο προάγει την απόπτωση και με 

άλλους μηχανισμούς όπως την ενεργοποίηση του συστήματος των ενδοκυττάριων 

κασπασών καθώς και της ενδογενούς ΩΝΑάσης. Η τελευταία αποτελεί τον καθοριστικό 

παράγοντα έναρξης της απόπτωσης, καθότι διασπά το πυρηνικό DNA. Η πρωτεΐνη Bcl-2 

μπορεί να αναστείλει τις διαδικασίες έναρξης της απόπτωσης εμποδίζοντας την αύξηση 

του ενδοκυττάριου ασβεστίου. Το τελευταίο επιτυγχάνεται, σύμφωνα με τις υπάρχουσες 

ενδείξεις, μέσω της αναστολής της διέλευσης του ασβεστίου διαμέσου των 

ενδοπλασματικών μεμβρανών (2).

Η πρωτεΐνη Bcl-2, είναι πιθανό να αναστέλλει την απόπτωση που οφείλεται σε 

οξειδωτικό stress. Η εξωτερική επιφάνεια της μιτοχονδριακής μεμβράνης, οι μεμβράνες 

του λείου ενδοπλασματικού δικτύου καθώς επίσης και η πυρηνική μεμβράνη αποτελούν 

θέσεις που άμεσα ή έμμεσα σχετίζονται με την παραγωγή ενεργών παραγώγων του 

οξυγόνου (ROS, reactive oxygen species). Η εντόπιση της πρωτεΐνης Bcl-2 στα 

συγκεκριμένα αυτά σημεία οδήγησε τους ερευνητές στην αναζήτηση τυχόν σχέσεων 

μεταξύ της απελευθέρωσης των ενεργών παραγώγων οξυγόνου και της απόπτωσης. Η 

παρουσία παραγώγων του οξυγόνου, όπως το υπεροξείδιο του οξυγόνου, οι ελεύθερες 

ρίζες οξυγόνου και το t-butyl hydroperoxide σε χαμηλές συγκεντρώσεις προκαλούν ήπιο 

οξειδωτικό stress που μπορεί να οδηγήσει το κύτταρο σε απόπτωση. Είναι πιθανό η 

πρωτεΐνη Bcl-2 να αναστείλει την επαγώμενη από οξειδωτικό στρες απόπτωση. Παρόμοια 

δράση μπορεί να έχουν και άλλοι παράγοντες, όπως η Ν-ακετυλοκυστεΐνη, η 

γλουταθειόνη και η δεσφεριοξαμίνη. Όταν διαταράσσεται η λειτουργία του κύριου 

ενδοκυττάριου αντιοξειδωτικού συστήματος, δηλαδή της γλουταθειόνης, η πρωτεΐνη Bcl-2 

μπορεί να αναλάβει το ρόλο του "προστάτη" του κυττάρου σε ένα πιθανό ενδοκυττάριο 

οξειδωτικό stress. Ως πιθανός τρόπος της προστατευτικής αυτής δράσης προτείνεται η 

αναστολή της οξείδωσης των ενδοκυττάριων λιπιδίων που μπορούν να οδηγήσουν σε 

οξειδωτικές βλάβες. Άλλες μελέτες βέβαια δεν αποδέχονται την δυνατότητα της Bcl-2 να 

προστατεύει από το οξειδωτικό stress ή ακόμη αμφιβάλλουν για την σημασία και τον ρόλο 

των ενεργών παραγώγων οξυγόνου στις διαδικασίες έναρξης της απόπτωσης (3). 

Ενδιαφέρουσες είναι οι παρατηρούμενες φαινοτυπικές ανωμαλίες σε πειραματόζωα, στα 

οποία με γενετικές μεθόδους εμποδίζεται πλήρως η έκφραση της αντί-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bcl-2. Τα πειραματόζωα αυτά εμφανίζουν πολυκυστικούς νεφρούς και διάταση 

του πυελοκαλυκικού τους συστήματος που οδηγεί σε σύντομο χρονικό διάστημα στην 

ανάπτυξη νεφρικής ανεπάρκειας. Ιστοπαθολογική μελέτη του νεφρικού παρεγχύματος 

των εμβρύων πειραματόζωων και των ζώντων πειραματόζωων που δεν παρουσίαζαν 

έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 έδειξε ότι στα τελευταία παρατηρείται σημαντική μείωση του
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αριθμού των νεφρώνων και αυξημένη έκφραση αποπτωτικών πρωτεϊνών (6). Ο λεμφικός 

ιστός των πειραματόζωων, συγκεκριμένα ο σπλήνας και ο θύμος, δεν παρουσιάζουν 

εμφανείς διαταραχές κατά την γέννηση των πειραματόζωων (6). Τόσο τα θυμοκύτταρα 

όσο και τα περιφερικά Β και Τ-λεμφοκύτταρα εμφανίζουν αρχικώς φυσιολογική δομή και 

λειτουργία. Παρόλα αυτά, 4 έως 8 εβδομάδες αργότερα τα όργανα του λεμφικού ιστού 

παρουσιάζουν μαζική απόπτωση και είναι ανίκανα να διατηρήσουν μια ομοιόσταση των Β 

και Τ-λεμφοκυττάρων (6). Επιπρόσθετα τα πειραματόζωα εμφανίζουν, σε σύντομο 

χρονικό διάστημα, αποχρωματισμό του δέρματός τους. Ο φαινότυπος αυτός πιθανόν 

οφείλεται σε αυξημένη απόπτωση των μελανοκυττάρων και σε ανεπαρκή προστασία τους 

από τα αποπτωτικά σήματα τα προερχόμενα από οξειδωτικές ουσίες που παράγονταν 

κατά την ενδοκυττάρια σύνθεση της μελανίνης (6).

Η πρωτεΐνη Bcl-X παρουσιάζει στο 44% τις ίδιες αλληλουχίες 

αμινοξέων με την πρωτεΐνη Bcl-2. Υπάρχουν τρεις ισομορφές της 

πρωτεΐνης α) η ισομορφή Bcl-XL (230 αμινοξέα) δείχνει μεγάλη 

ομολογία με τη πρωτεΐνη Bcl-2 και αναστέλλει την απόπτωση, β) η 

ισομορφή Bcl-Xs (170 αμινοξέα) επάγει την απόπτωση ακόμη και επί 

παρουσίας της Bcl-2, και γ) η ισομορφή Bcl-Xp η οποία στερείται της υδρόφοβης καρβόξυ- 

τελικής περιοχής που έχουν οι Bcl-XL και Bcl-Xs και αναστέλλει την απόπτωση που 

επάγεται από αυξητικούς παράγοντες. Η πρωτεΐνη Bcl-XL δύναται να σχηματίσει 

ετεροδιμερή με την πρωτεΐνη Bak παρουσιάζοντας μια μετά-μεταφραστική ικανότητα 

αναστολής της απόπτωσης παρόμοια με αυτή της πρωτεΐνης Bcl-2. Ιδιαίτερα ενδιαφέρον 

παρουσιάζει ο μηχανισμός ρύθμισης της έκφρασης της πρωτεΐνης από γνωστούς 

μεταγραφικούς παράγοντες όπως NFkB, Jnk και την πρωτεΐνη Bcl-6. . Μελέτες σε 

πειραματόζωα έδειξαν ότι η πλήρης απουσία της πρωτεΐνης Bcl-xL προκαλεί πολύ 

σοβαρές αλλοιώσεις και αύξηση της θνησιμότητας των πειραματοζώων. Συγκεκριμένα 

παρατηρείται μαζική απόπτωση στον εγκέφαλο και στο νωτιαίο μυελό όπου κυρίως 

εκφράζεται η συγκεκριμένη πρωτεΐνη (5).

Οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες ΒΗ3 φαίνεται πως δρουν ως αισθητήρες (sensors) 

της απόπτωσης ενεργοποιούν τις Bax και Bak προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες, 

ανταγωνίζονται τις αντί-αποπτωτικές πρωτεΐνες και συμμετέχουν στη μεταβολή της 

διαπερατότητας της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης, ενώ η ομάδα των Bax 

πρωτεϊνών είναι άμεσοι ανταγωνιστές των αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών και είναι 

υπεύθυνες για τις διαταραχές της διαπερατότητας της εξωτερικής μιτοχονδριακής 

μεμβράνης και τη δημιουργία των διαμεμβρανικών μιτοχονδριακών καναλιών. Οι ΒΗ3- 

only πρωτεΐνες δεν οδηγούν το κύτταρο σε απόπτωση απουσία των πρωτεϊνών Bax και 

Bak.
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Η ττρο-αποπτωτική πρωτεΐνη Bax θεωρείται ότι μπορεί, 

τουλάχιστον εν μέρει, να επηρεάσει τη δράση της πρωτεΐνης Bcl-2. Η 

πρωτεΐνη Βαχ έχει μοριακό βάρος 21 Kd, και παρουσιάζει δύο 

ομόλογες ομάδες αμινοξέων με την πρωτεΐνη Bcl-2, τις περιοχές ΒΗ1 

και ΒΗ2. Μέσω των περιοχών αυτών η πρωτεΐνη Bax σχηματίζει είτε 

ετεροδιμερή με την πρωτεΐνη Bcl-2. Όταν η πρωτεΐνη Bcl-2 

υπερεκφράζεται σε ένα κύτταρο τα μόρια της σχηματίζουν διμερή μεταξύ τους αλλά και με 

τις υπάρχουσες ποσότητες πρωτεΐνης Bax. Με τον τρόπο αυτό αναστέλλεται η 

απόπτωση και παρατείνεται η επιβίωση του κυττάρου. Η απουσία έκφρασης της Bcl-2 σε 

ένα κύτταρο, συνεπεία ενδογενών ή εξωγενών παραγόντων, έχει ως αποτέλεσμα οι 

υπάρχουσες ποσότητες της πρωτεΐνης Bax να σχηματίζουν μόνον ομοδιμερή, 

προάγοντας έτσι την απόπτωση. Η πρωτεΐνη Bax εντοπίζεται κυρίως στην μιτοχονδριακή 

μεμβράνη με την οποία συνδέεται με το υδρόφοβο καρβοξυτελικό της άκρο. Σχηματίζει 

ετεροδιμερή και με άλλες πρωτεΐνες εκτός της πρωτεΐνης Bcl-2, συγκεκριμένα με τις Bcl- 

xL, MCL1 και Α1, επομένως φαίνεται ότι η δράση της είναι ιδιαίτερα σύνθετη. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει ο μηχανισμός ρύθμισης της έκφρασης της πρωτεΐνης Bax από 

γνωστούς μεταγραφικούς παράγοντες όπως ο ρ53 και ο Jnk καθώς επίσης και η 

παρατήρηση ότι πειραματόζωα με πλήρη έλλειψη της πρωτεΐνης Bax δεν παρουσιάζουν 

ιδιαίτερες διαταραχές (6).

Η προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bak είναι μέλος της οικογένειας 

των πρωτεϊνών Bax. Ο κύριος ρόλο της είναι η δημιουργία 

διαμεμβρανικών μιτοχονδριακών διαύλων. Η ενεργοποίηση της και 

κατά συνέπεια η δράση της εξαρτάται πλήρως από την ενεργοποίηση 

της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bid. Μετά την ενεργοποίηση της από την πρωτεΐνη Bid 

η πρωτεΐνη Bak σχηματίζει ομοδιμερή που προσδένονται στη κυτταροπλασματική πλευρά 

της μιτοχονδριακής μεμβράνης και σχηματίζουν τα μιτοχονδριακά πρωτεϊνικά κανάλια. 

Πειραματόζωα με πλήρη έλλειψη της πρωτεΐνης Bak δεν παρουσιάζουν σημαντικές 

διαταραχές γεγονός που υποδηλώνει την σαφώς υποδεέστερη και πιθανότατα μόνο 

βοηθητική συμβολή της πρωτεΐνης στην απόπτωση.

Η προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bid, μέλος της οικογένειας των 

πρωτεϊνών BH3-only έχει μια σύνθετη και ουσιαστική δράση στη 

ρύθμιση της απόπτωσης. Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Bid είναι 

απαραίτητη για την ενεργοποίηση άλλων προ-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών. Ιδιαίτερα σημαντική είναι η συμβολή της πρωτεΐνης στη συνδυασμένη δράση 

των δύο βασικών αποπτωτικών μονοπατιών (εξωγενούς και ενδογενούς). Συγκεκριμένα 

πολλά και διαφορετικά αποπτωτικά ερεθίσματα είναι ικανά να ενεργοποιήσουν τη

ομοδιμερή είτε
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πρωτεΐνη Bid. Η λύση των λυσοσωμάτων έχει σαν αποτέλεσμα την απελευθέρωση της 

πρωτεΐνης καθεψίνη-L  Η καθεψίνη-L δρώντας ως ενδοπεπτιδάση έχει την ικανότητα να 

πρωτεολύει το μόριο της πρωτεΐνης Bid και κατά συνέπεια να το ενεργοποιεί. Επίσης η 

ενεργοποίηση του αποπτωτικού καταρράκτη των κασπασών μέσω των TNFR υποδοχέων 

έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της πρωτεάσης κασπάση 8 η οποία με τη σειρά 

της πρωτεολύει και ενεργοποιεί τη πρωτεΐνη Bid. Ο κύριως ρόλος της πρωτεΐνης Bid είναι 

η ενεργοποίηση άλλων προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών όπως οι πρωτεΐνες Bak και Bax, 

και στο να σχηματίζει ετεροδιμερή με αντί-αποπτωτικές πρωτεΐνες όπως είναι η πρωτεΐνη 

Bcl-xL αναστέλλοντας έτσι την αντί-αποπτωτική τους δράση.

Τέλος οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Noxa και Puma, μέλη της οικογένειας 

πρωτεϊνών BH3-only, ασκούν ουσιαστική ανασταλτική δράση στη αντί-αποπτωτική 

πρωτεΐνη Bcl-2. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η έκφραση των 

γονιδίων Noxa και Puma ρυθμίζεται σε μεγάλο βαθμό από τον μεταγραφικό παράγοντα 

ρ53 και ότι ο μηχανισμός αυτός ρύθμισης της απόπτωσης αποτελεί τον καθοριστικότερο 

παράγοντα αναστολής της κυτταρικής επιβίωσης σε περιπτώσεις γενοτοξικού στρες.

1»
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1.3 ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΚΥΚΛΟΣ

Εικόνα 5. Κυτταρικός κύκλος (Cell signaling Inc.)

Ο κυτταρικός κύκλος ρυθμίζεται από πολλά ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια σήματα. 

Σήμερα θεωρείται ότι η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου επιτυγχάνεται κυρίως από μια 

ομάδα ομόλογων σερίνο-θρεονίνο-κινασών οι οποίες καλούνται κυκλινοεξαρτώμενες 

κινάσες (Cyclin Dependent Kinase, CDK). Οι καταλυτικές υπομονάδες αυτών των 

κινασών είναι ενεργείς μόνον όταν σχηματίσουν συμπλέγματα με μέλη μιας ομάδας 

ασταθών ρυθμιστικών μορίων, τα επίπεδα των οποίων μεταβάλλονται κατά την διάρκεια 

του κυτταρικού κύκλου τις καλούμενες κυκλίνες (cyclins). Έχουν απομονωθεί επτά 

διαφορετικές CDKs και τέσσερις ομάδες κυκλινών (D, Ε, Α και Β). Τα ενεργά 

συμπλέγματα κυκλίνης-CDK δρουν σε συγκεκριμένες φάσεις του κυτταρικού κύκλου, κατά 

τις οποίες φωσφορυλιώνουν κατάλληλα υποστρώματα. Υπάρχουν δύο κύριες οικογένειες 

κυκλινών. Η οικογένεια G1 περιλαμβάνει τις κυκλίνες C, D1-3 και Ε που μεσολαβούν τη 

δίοδο του κυττάρου μέσω της G1-φάσης και την είσοδο στη S-φάση. Η άλλη οικογένεια 

περιλαμβάνει τις κυκλίνες A, Β1 και Β2. Η κυκλίνη Α εμπλέκεται στην αντιγραφή του DNA 

και στην συμπλήρωση και προετοιμασία για την μετάβαση στη μίτωση. Οι κυκλίνες Β1 και 

Β2 ρυθμίζουν τη μη αναστρέψιμη είσοδο του κυττάρου στη μίτωση και τη συμπλήρωση 

της (1,2,5-9).
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Η έναρξη του κυτταρικού κύκλου του φυσιολογικού κυττάρου συνήθως 

πυροδοτείται από ένα εξωκυττάριο μιτογόνο ερέθισμα (π.χ. αυξητικό παράγοντα), το 

οποίο ενεργοποιεί μία σειρά από ενδοκυττάριες βιοχημικές μεταβολές, που καλούνται 

«οδός μεταγωγής του σήματος^ϊρηθΙ transduction pathway). Το κύτταρο δέχεται 

εξωκυττάρια μιτογόνα σήματα στη πρώιμη G1 φάσης του κυτταρικού κύκλου. Αποδέκτες 

αυτών των σημάτων είναι τα συμπλέγματα κυκλίνη D/CDK4 ή κυκλίνη D/CDK 6 τα οποία

/*>. Αιοδόμησητης
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Εικόνα 6. Φάσεις του κυτταρικός κύκλου (Darnell et al, 1998)

προς το τέλος της G1 φάσης με άγνωστο μηχανισμό ενεργοποιούν τη κυκλίνη E/CDK2. 

Τα συμπλέγματα κυκλίνη D/CDK4 ή κυκλίνη D/CDK 6 πιστεύεται ότι εμπλέκονται στη 

ρύθμιση του περιοριστικού σημείου που ρυθμίζει τη μετάβαση διαμέσου της 

προχωρημένης G1 φάσης του κυτταρικού κύκλου. Το σύμπλεγμα κυκλίνης E/CDK2 δρα 

στο όριο των φάσεων G1 και S. Τα δύο αυτά συμπλέγματα κυκλινών/CDKs έχουν σαν 

κύριο στόχο το σύμπλεγμα pRb/E2F-DP. Η φωσφορυλίωση του τελευταίου 

απελευθερώνει τους μεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας E2F-DP, οι οποίοι με την 

σειρά τους ενεργοποιούν, μεταξύ των άλλων, μόρια που εμπλέκονται στην αντιγραφική 

όπως, πολυμεράση-α, δενδροφολλική αναγωγάση (DHFR), ORC1 (Origin Replication 

Complex) και MCM. Η φωσφορυλίωση του συμπλέγματος pRb/E2F/DP σηματοδοτεί το 

σημείο χωρίς επιστροφή προς την S φάση του κυτταρικού κύκλου (1,2,5-9).

Η αντιγραφή του DNA στα ευκαρυωτικά κύτταρα ξεκινά από πολλά και διαφορετικά 

σημεία (Origins of replication ). Αυτό συμβαίνει γιατί εάν υπήρχε ένα μόνο σημείο
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έναρξης της αντιγραφής, η διάρκεια της S φάσης θα ήταν υπερβολικά μεγάλη και οι 

πιθανότητες λάθους αυξημένες. Υπολογίζεται ότι στο ανθρώπινο γονιδίωμα υπάρχουν 

106 ανεξάρτητα σημεία έναρξης της αντιγραφής. Στα σημεία αυτά σχηματίζεται προς το 

τέλος της G1 φάσης το προ-αντιγραφικό σύμπλεγμα (pre-replication complex, pre-RC), το 

οποίο είναι απαραίτητο για την δράση των CDKs της S φάσης. Σημαντική είναι η δράση 

του συμπλέγματος κυκλίνη A/CDK2, το οποίο όχι μόνο πυροδοτεί την έναρξη της 

αντιγραφής αλλά εμποδίζει τον εκ νέου σχηματισμό προ-αντιγραφικών συμπλεγμάτων. Ο 

τρόπος με τον οποίο τα προ-αντιγραφικά συμπλέγματα καταλύουν την αντιγραφή δεν 

είναι γνωστός. Μόλις το κύτταρο εισέλθει στην S-φάση, η κυκλίνη Ε φωσφορυλιώνεται 

από την CDK2 και αποικοδομείται μέσω της πρωτεολυτικής οδού της ουμπικουϊτίνης 

(ubiquitin-dependent proteolysis). Κατά την αντιγραφή, οι επιμέρους πρωτεΐνες cdc6 και 

MCM των προ-αντιγραφικών συμπλεγμάτων απομακρύνονται αφήνοντας την ORC, να 

σχηματίσει στις νεοσχηματισμένες αδελφές χρωματίδες το μετά-αντιγραφικό σύμπλεγμα 

(post-RCs) (1,2,5-9). Εφόσον ολοκληρωθεί η αντιγραφή, το κύτταρο αρχίζει να παράγει 

σταδιακά κατά την διάρκεια της G2 φάσης κυκλίνη Β, η οποία συνδέεται με την CDK1. Το 

σύμπλεγμα αυτό αποτελεί τον παράγοντα που προάγει την μίτωση (mitosis-promoting 

factor, MPF) και η δράση του οποίου θεωρείται απαραίτητη για την έναρξη της μίτωσης. 

Στην συνέχεια η CDK1 φωσφορυλιώνεται στην θέση Τ161 από την κινάση που 

ενεργοποιεί τις CDKs (CDK-activating Kinase, CAK). Ακολουθεί ανασταλτική 

φωσφορυλίωση από την κινάση Weel στην Τ14, η οποία στο όριο G2-M ακολουθείται 

από μία τελική φωσφορυλίωση ενεργοποίησης στην Υ15. Η πλήρως πλέον 

ενεργοποιημένη CDK1 φωσφορυλιώνει μία σειρά από δομικές πρωτεΐνες όπως την ιστόνη 

Η1, πυρηνικές λαμίνες, βιμεντίνη και καλδεσμόνη (caldesmon), οι οποίες παίζουν 

σημαντικό ρόλο στη συσπείρωση των μεταφασικών χρωμοσωμάτων, την αποδιάταξη 

των πυρηνικών λαμινών, την αποδιάταξη των ενδιαμέσων ινιδίων, και την αναδιάταξη των 

μικροϊνιδίων, αντίστοιχα. Τα βιοχημικά αυτά γεγονότα είναι καθοριστικά για την μετάβαση 

στην Μ φάση. Η μίτωση αρχίζει με την πρόφαση, η οποία ακολουθείται από το 

σχηματισμό της μιτωτικής ατράκτου και του μεταφασικού δίσκου (μετάφαση). Στο στάδιο 

αυτό οι μιτωτικές CDKs ενεργοποιούν το πρωτεϊνικό σύμπλεγμα που προάγει την 

ανάφαση (Anaphase Promoting Complex, APC), το οποίο καταλύει την πρωτεόλυση 

μέσω της οδού της ουμπικουϊτίνης, των αναστολέων της ανάφασης PDS1 και CUT2. Το 

APC επίσης πρωτεολύει την κυκλίνη Β, στάδιο απαραίτητο για την έξοδο του κυττάρου 

από την τελόφαση (1,2,5-9). Οι μηχανισμοί που αναφέρθηκαν πιο πάνω εξασφαλίζουν 

την αντιγραφή και την κατανομή του γενετικού υλικού αλλά δεν διασφαλίζουν την 

πιστότητα της αντιγραφής και της ισοκατανομής του. Επίσης οι μηχανισμοί αυτοί 

ευοδώνουν τον πολλαπλασιασμό, αλλά δεν δίνουν την δυνατότητα μετά-μιτωτικής
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διαφοροποίησης στο κύτταρο. Έτσι , το κύτταρο έχει αναπτύξει αρνητικούς μηχανισμούς 

ρύθμισης και ελέγχου (checkpoints) του κυτταρικού κύκλου οι οποίοι του επιτρέπουν, 

αφενός μεν κάτω από ορισμένες συνθήκες να διαφοροποιηθεί, αφετέρου δε να αμυνθεί 

στο γενοτοξικό stress του περιβάλλοντος, το οποίο μπορεί να προκαλέσει είτε βλάβη του 

DNA, είτε διαταραχή στο σχηματισμό της μιτωτικής ατράκτου. Η δράση των κινασών στα 

συμπλέγματα κυκλινών και CDKs ρυθμίζεται αρνητικά από τους αναστολείς των 

κυκλινοεξαρτώμενων κινασών (Cyclin Dependent Kinase Inhibitors, CDKs). Υπάρχουν 

δύο οικογένειες CDKIs. Η πρώτη οικογένεια καλείται ΙΝΚ4Α, περιλαμβάνει τα γονίδια ρ16, 

ρ15, ρ18 και p14/ARF και αναστέλλει κυρίως τις CDKs 4 και 6, προλαμβάνοντας την 

σύνδεση των. Η δεύτερη οικογένεια καλείται Cip/Kip περιλαμβάνει τα γονίδια p21/Cip1, 

Ρ27/Κϊρ1, ρ57Κίρ2 και αναστέλλει κυρίως τις CDKs 2, 4 και 6. Ειδικότερα η p21/Cip1 

αναστέλλει τις CDKs 1,2,4,5 και 6, ενώ Ρ27/Κίρ1 τις CDKs 2,4,5 και 6.

Εικόνα 7. Ο ρόλος του ρ53 στο κυτταρικό κύκλο (Darnell et al, 1998).)

Ένα κλασσικό παράδειγμα της δράσης των αρνητικών ρυθμιστών του κυτταρικού 

κύκλου αποτελεί η ενεργοποίηση του άξονα ATM (Ataxia-Telegestasia-Mutated) -  ρ53, η 

οποία οφείλεται σε βλάβη του DNA και οδηγεί σε G1 σταμάτημα (G1 arrest) μέσω της 

πρωτεΐνης p21/WAF1. Εάν οι μηχανισμοί της επιδιόρθωσης του DNA αποκαταστήσουν 

την βλάβη, τότε η ρ53 ενεργοποιεί την MDM2 η οποία με την σειρά της αίρει την 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου, μέσω ενός μηχανισμού αρνητικής παλίνδρομης 

ρύθμισης. Η ρύθμιση της αλληλοεπίδρασης p53/mdm2 πραγματοποιείται α) ως 

αποτέλεσμα φυσικής αντίδρασης πρωτεΐνης / πρωτεΐνης μεταξύ ρ53 και mdm2 και β) ως 

δυνατότητα της mdm2 πρωτεΐνης να μειώνει τη μεταγραφική δράση της ρ53 και να 

προκαλεί την αποδόμηση της ρ53. Αναλυτικότερα, πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι α) 

φωσφορυλίωση της ρ53 επαγόμενη από βλάβη του DNA μειώνει την αλληλεπίδραση 

p53/mdm2 και β) το προϊόν του εναλλακτικού πλαισίου ανάγνωσης (ARF) που εντοπίζεται 

στο γονιδιακό τόπο Ρ16 μπορεί να συνδέεται με την mdm2 και μειώνει την mdm2- 

επαγόμενη αποδόμηση της πρωτεΐνης ρ53. Σε περίπτωση αποτυχίας της επιδιόρθωσης 

του DNA ενεργοποιείται ο μηχανισμός του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. 

Ανάλογοι ρυθμιστικοί μηχανισμοί έχουν αναπτυχθεί και στην Μ φάση του κυτταρικού 

κύκλου. Η διαταραχή στο σχηματισμό της μιτωτικής ατράκτου ενεργοποιεί τις πρωτεΐνες
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Bub, Mad και Mps1, οι οποίες αναστέλλουν μέσω της cdc20 την APC και την μετάφαση 

(Metaphase arrest) (1,2,5-9).

Το δίκτυο ρύθμισης ρ53 (p14-Hdm2-p53-p21) ρυθμίζει τη παύση του κυτταρικού 

κύκλου στις φάσεις G1 και G2. Η ρ53-εξαρτώμενη G1/S στάση μεσολαβείτε από την ρ53- 

εξαρτώμενη επαγωγή της πρωτεΐνης ρ21 ενώ η ρ53-εξαρτώμενη στάση στη G2/M φάση 

μεσολαβείτε από την αναστολή του προαγωγού της κυκλινής Β1 και της CDK1 (cyclin 

depentened kinasel). Η δραστικότητα και η σταθεροποίηση της πρωτεΐνης ρ53 

ρυθμίζεται μέσω αλληλεπιδράσεως της με πρωτεΐνες όπως η mdm2 η οποία επιτρέπει τη 

στόχευση της πρωτεΐνης ρ53 από το πρωτεολυτικό δίκτυο της ουμπικουιτίνης. Το 

μονοπάτι της πρωτεΐνης Rb (ρ16-κυκλίνη D/CDK4-Rb) ρυθμίζει το σημείο περιορισμού 

του κυτταρικού κύκλου αναστέλλοντας τη μεταγραφή γονιδίων απαραίτητων για τη 

μετάβαση του από την G1 στην S φάση. Βασικό ρόλο στο δύκτιο Rb έχει η 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Rb (pRb). Η pRb είναι μέλος της πρωτεϊνικής οικογένειας 

των “pocket-protein" που συμπεριλαμβάνει και τις πρωτεΐνες p130/pRb2 και ρ107. Η

υπό-φωσφορυλιωμένη pRb δεσμεύει και απενεργοποιεί το μεταγραφικό παράγοντα E2F1 

που είναι απαραίτητος για τη μετάβαση του κυτταρικού κύκλου από την G1 στην S φάση. 

Όταν η pRb είναι φωσφορυλιωμένη απελευθερώνεται ο μεταγραφικός παράγοντας E2F1.

. Η φωσφορυλίωση της pRb ενεργοποιείται από το σύμπλοκο κυκλίνη D-CDK4/6 και 

αναστέλλεται από τα μόρια ρ16, ρ27 και από άλλους αναστολείς των CDKs. Τα δύο 

δίκτυά ρύθμισης (ρ53 και ρ27) συνδέονται μέσω του γονιδιακού τόπου 9ρ21 όπου 

βρίσκονται τα γονίδια των δύο CDK, CDKN2A και CDKN2B. Το γονίδιο CDKN2A 

κωδικοποιεί τη πρωτεΐνη ρ16 που εμπλέκεται στο δύκτιο ρύθμισης Rb1 όπου η πρωτεΐνη 

p14/ARF δεσμεύει τη Hdm2 και επάγει την αποδόμηση της προλαμβάνοντας έτσι την 

Ηάπι2-επιτελούμενη διάσπαση της πρωτεΐνης ρ53. Κεντρικό ρόλο στο δίκτυο ρύθμισης

Εικόνα 8. Ο ρόλος του Rb στο κυτταρικό κύκλο (Darnell et al, 1998).)

ρ27 (ρ27-κυκλίνη E-CDK2) έχει η CDKI ρ27, η οποία σταματάι τον κυτταρικό κύκλο στην 

G1 φάση. Η πρωτεΐνη ρ27 φωσφορυλιώνεται από το σύμπλοκο κυκλινή E-CDK2 οπότε
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και ενεργοποιείται η πρωτεοσωμική αποδόμηση της από την ουμπικουιτίνη. Η πρωτεΐνη 

SKP2 δρα ως λιγάση της ουμπικουιτίνης κατά την διαδικασία της αποδόμησης της ρ27.

Ιδιαίτερα σημαντική είναι η αλληλεξάρτηση κυτταρικού κύκλου και απόπτωσης 

(2,11,12). Έχει βρεθεί ότι το γονίδιο ρ53 καταστέλλει την έκφραση του bcl-2 γονιδίου και 

ενεργοποιεί την έκφραση του bax γονιδίου. Υψηλά επίπεδα της bcl-2 πρωτεΐνης ευνοούν 

την κυτταρική επιβίωση, ενώ υψηλά επίπεδα της ρ53 πρωτεΐνης οδηγούν σε αύξηση της 

bax και ελάττωση της bcl-2, οδηγώντας το κύτταρο σε απόπτωση. Επιπλέον υπάρχουν 

πολλές ενδείξεις ότι το γονίδιο Rb μπορεί να καταστείλει την απόπτωση καθότι δρα ως 

καταστολέας σε αποπτωτικές διαδικασίες που επάγει το γονίδιο ρ53 (2-4). Επιπλέον, η 

αποδόμηση της pRb από τις κασπάσες φαίνεται να είναι σημαντική για την 

αποτελεσματική επαγωγή της απόπτωσης από τις πρωτεΐνες TNF και CD95 (2-4).
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1.4 Β-ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗ, ΑΠΟΠΤΩΣΗ ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ 

ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ ΣΤΟ DLBCL.
Βασικός σκοπός των μελετών που αναλύουν το πρότυπο της γονιδιακής 

έκφρασης της Β-κυτταρικής διαφοροποίησης των λεμφωμάτων είναι η ταυτοποίηση του 

κυττάρου προέλευσης ενός συγκεκριμένου Β-λεμφώματος. Επομένως, το κύτταρο 

προέλευσης ενός Β-λεμφώματος παραπέμπει στη σχέση μεταξύ του προτύπου 

γονιδιακής έκφρασης του λεμφώματος, τη κλινική εμφάνιση της νόσου και το στάδιο της Β- 

κυτταρικής διαφοροποίησης. Η σχέση αυτή συνήθως καθορίζεται μετά από συνδυασμένη 

αξιολόγηση της ιστολογικής εικόνας, του ανοσοφαινότυπου, και ορισμένων γενετικών 

χαρακτηριστικών.

Πρόσφατες μελέτες ανάλυσης του συνδυασμένου προτύπυ της γονιδιακής 

έκφρασης των DLBCL με τη μέθοδο των cDNA και των ολιγονουκλεοτιδιακών 

μικροσυστοιχιών πρόσθεσαν σημαντικές πληροφορίες όσο αναφορά: α) τη σχέση του 

προτύπου της γονιδιακής έκφρασης των DLBCL και του προτύπου της γονιδιακής 

έκφρασης της Β-λεμφοκυτταρικής διαφοροποίησης και β) τη σχέση του προτύπου της 

γονιδιακής έκφρασης της Β-κυτταρικής διαφοροποίησης και την έκφραση των γονιδίων 

της απόπτωσης και του κυτταρικού πολλαπλασιασμού.

Η μέθοδος των cDNA και ολιγονουκλεοτιδιακών μικροσυστοιχιών παρέχει τη 

δυνατότητα ταυτόχρονης ποσοτικής ανάλυσης των επιπέδων του mRNA εκατοντάδων ή 

χιλιάδων γονιδίων. Συγκεκριμένα στις cDNA μικροσυστοιχίες το προϊόν της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυμεράσης (polymerase chain reaction, PCR) σημαίνεται πάνω σε 

φίλτρα ή σε αντικειμενοφόρους πλάκες. Στη περίπτωση των ολιγονουκλεοτιδικών 

μικροσυστοιχιών οι ολιγονουκλεοτιδικοί ιχνηθέτες τοποθετούνται ή συντίθενται απευθείας 

στην επιφάνεια πλακιδίων σιλικόνης. Τα αποτελέσματα δύνανται να αναλυθούν με δύο

DLBCL ί
Subgroup
Distinction

Genes

Fold
Relative Β · · ® · · · · · · · · · · ·

Expression 0 25 0.50 1.00 2 00 4 00

Εικόνα 9. cDNA μικροσυστοιχίες σε DLBCL (Rosenwald et al, 2002)
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μεθόδους την επιτηρούμενη (supervised learning method) ή την μη-επιτηρούμενη μέθοδο 

(unsupervised learning method). Η δεύτερη μέθοδος κατηγοριοποιεί τα δείγματα σε 

ομάδες με βάση την γονιδιακή τους έκφραση χωρίς να λαμβάνει υπόψιν εκ των προτέρων 

γνωστές συσχετίσεις, ενώ η πρώτη μέθοδος κατηγοριοποιεί τα δείγματα λαμβάνοντας υπ’ 

όψιν γνωστές διαφορές (όπως π.χ. ίαση έναντι θανατηφόρου έκβασης) και παράγει τα 

μεταγραφικά πρότυπα καθορισμένων ομάδων.

Η μεθοδολογία των cDNA μικροσυστοιχιών χρησιμοποιήθηκε από τον Alizadeh και 

συν (66), και τον Rosenwald και συν (67). Ο Alizadeh και συν (66) έδειξαν ότι υπάρχει 

ποικιλία στο πρότυπο γονιδιακής έκφρασης των DLBCL η οποία προφανώς παραπέμπει 

στην ποικιλία της έκφρασης γονιδίων του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της αντίδρασης 

του ξενιστή και του σταδίου της Β-κυτταρικής διαφοροποίησης του λεμφώματος. Με βάση 

το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων διαφοροποίησης των Β-λεμφοκυττάρων και 

χρησιμοποιώντας τη μη-επιτηρούμενη μέθοδο (ιεραρχική ομαδοποίηση) ο Alizadeh και 

συν (66) αναγνώρισαν δύο μοριακά διακριτές υποομάδες DLBCL, α) αυτά που έχουν 

πρότυπο γονιδιακής έκφραση προσομοιάζων με αυτό των Β-λεμφοκυττάρων του 

βλαστικού κέντρου (Germinal Center B-cell like-Diffuse Large B-cell Lymphoma, GCBL- 

DLBCL) και β) αυτά που έχουν πρότυπο γονιδιακής έκφραση όμοιο με αυτό in vitro 

ενεργοποιημένων Β-λεμφοκυττάρων του περιφερικού αίματος (Activated B-cell Like- 

Diffuse Large B-Cell Lymphoma, ABL-DLBCL). Διαπιστώθηκε ότι το GCBL-DLBCL 

χαρακτηρίζεται από την έκφραση γονιδίων των φυσιολογικών Β-κυττάρων του βλαστικού 

κέντρου (π.χ. Bcl-6, CD10, CD38) ενώ το ABL-DLBCL χαρακτηρίζεται από την έκφραση 

γονιδίων τα οποία επάγονται φυσιολογικά κατά την διάρκεια της in vitro ενεργοποίησης 

περιφερικών Β-λεμφοκυττάρων. Επιπρόσθετα, το πρότυπο γονιδιακής έκφρασης των 

GCBL-DLBCL περιλαμβάνει ένα πλήθος πρόσφατα αναγνωρισμένων γονιδίων όπως τα 

γονίδια Bcl-7A και LM02. Το γονίδιο BCL-7A κλωνοποιήθηκε ως μέρος μίας σύνθετης 

διαμετάθεσης που εμφανίστηκε σε σταθερές κυτταρικές σειρές λεμφωμάτων Burkitt και 

διάχυτων Β-λεμφωμάτων του μεσοθωρακίου. Το γονίδιο LM02 μετατίθεται και 

υπερεκφράζεται σε μία υποομάδα Τ-λεμφοβλαστικής λευχαιμίας και πιθανότατα 

συμμετέχει στην αναστολή της Β-κυτταρικής διαφοροποίησης. Επιπλέον, το πρότυπο 

γονιδιακής έκφρασης του ABL-DLBCL περιλαμβάνει το γονίδιο IRF4/MUM1 και τα αντί- 

αποπτωτικά γονίδια c-FLIP και Bcl-2. Το γονίδιο cFLIP είναι η αρνητική ισομορφή του 

γονιδίου της κασπάσης 8 και έχει την δυνατότητα να αναστέλλει την απόπτωση την 

επαγόμενη από το Fas και τους άλλους υποδοχείς θανάτου. Όσον αφορά τη συσχέτιση 

της κλινική πορείας και της μοριακής ταξινόμησης των DLBCL, προέκυψε ότι οι ασθενείς 

με GCB-DLBCL είχαν ευνοϊκότερη κλινική έκβαση από εκείνους με ABL-DLBCL (79-81).
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Τα ευρήματα του Alizadeh και συν (66) επιβεβαιώθηκαν από τον Rosenwald και 

συν (66,67) οι οποίοι δημιούργησαν ένα μοριακό μοντέλο πρόγνωσης βασιζόμενο σε 

γονίδια που σχετίζονται με την επιβίωση. Ο Rosenwald και συν (67) περιέγραψε τρεις 

μοριακούς υποτύπους DLBCL: α) GCB-DLBCL, (germinal center B-cell like DLBCL), β) 

ABL-DLBCL (activated B-cell like DLBCL) και γ) ένα τρίτο υπότυπο τα τύπου 3 DLBCL. 

Οι ασθενείς με GCB-DLBCL είχαν το υψηλότερο ποσοστό πενταετούς επιβίωσης. 

Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι οι περιπτώσεις GCB-DLBCL χαρακτηρίζονται από τη 

μετάθεση t(14;18) (στην οποία εμπλέκεται το γονίδιο Bcl-2), την ενίσχυση του γονιδιακού 

τόπου του c-rel στο χρωμόσωμα 2ρ, και συρρέουσες σωματικές μεταλλάξεις των γονιδίων 

των ανοσοσφαιρινών. To c-rel γονίδιο κωδικοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα NFkB 

που αποτελείται από διμερή υπομονάδων που ανήκουν στην πρωτεϊνική οικογένεια 

REL/NFkB (cREL, p65/RELA, RELB, p50/p105, και p52/p100.). Τα διμερή συνδέονται σε 

μία κοινή αλληλουχία γνωστή ως σημείο πρόσδεσης του NFkB. Η μεταγραφική δράση του 

NFkB ρυθμίζεται από την πρωτεϊνική οικογένεια των ΙκΒ αναστολέων οι οποίοι δεσμεύουν 

τα NFkB διμερή και τα διατηρούν στο κυτταρόπλασμα. Η έκθεση των λεμφοκυττάρων σε 

πλήθος εξωκυττάριων ερεθισμάτων (π.χ. προφλεγμονώδη κυτταροκίνες) ενεργοποιεί το 

σύμπλοκο των IkB κινασών που φοσφορυλιώνει την προσκολλημένη ΙκΒ υπομονάδα 

. απελευθερώνοντας τον NFkB που με την σειρά του μετατοπίζεται στο πυρήνα. Ανάλογα 

με το εξωκυττάριο ερέθισμα και την ενδοκυττάρια διεργασία ο NFkB ενεργοποιεί προ- 

αποπτωτικά γονίδια όπως CD95, CD95L, και TRAIL, αντί-αποπτωτικά γονίδια όπως c- 

FLIP, Bcl-2, Bcl-xL, C-IAP1 και C-IAP2 και γονίδια του κυτταρικού κύκλου όπως κυκλίνη 

D1, κυκλίνη D2, και c-myc. Οι πρωτεΐνες REL/NFkB συμμετέχουν στη φυσιολογική Β- 

κυτταρική διαφοροποίηση, το κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την επιβίωση. Η 

ενεργοποίηση της μεταγωγής σήματος του Rel/NFKB μονοπατιού έχει συσχετισθεί με 

αρκετές νεοπλασίες και ανοσολογικές απαντήσεις.

Πέρα από τον διαχωρισμό των DLBCL σε τρεις βασικές μοριακές υποκατηγορίες ο 

Rosenwald και συν (66) διαπίστωσαν ότι η έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων σχετίζεται 

με την επιβίωση. Τα περισσότερα από αυτά τα γονίδια εκφράζονται στα Β-λεμφοκυττάρων 

του βλαστικού κέντρου, σε πολλαπλασιαζόμενα κύττάρα, σε αντιδραστικά λεμφοκύτταρα 

και σε κύτταρα του στρώματος του φυσιολογικού λεμφαδένα, καθώς επίσης και σε 

κύτταρα που φέρουν στην επιφάνεια τους αντιγόνα του μείζονος συστήματος 

ιστοσυμβατότητας τάξης II.

Ο Shipp και οι συν (69) χρησιμοποίησαν μια διαφορετική πειραματική προσέγγιση 

για την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης των DLBCL. Συγκεκριμένα, ανέλυσαν τα 

αποτελέσματα των ολιγονουκλεοτιδικών μικροσυστοιχειών χρησιμοποιώντας την 

επιτηρούμενη μέθοδο πρόβλεψης και ανέδειξαν το πρότυπο γονιδιακής έκφρασης των
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DLBCL με βάση τη κλινική πορεία της νόσου (ίαση έναντι θανατηφόρου έκβασης και 

υποτροπιάζουσας νόσου). Ο αλγόριθμος που προέκυψε ανέδειξε δύο υποομάδες 

ασθενών με στατιστικώς σημαντική διαφορά όσον αφορά την δετή επιβίωση (70% έναντι 

12%). Επιπλέον διαπιστώθηκε ότι τα ευρήματα του Shipp και συν (69) σχετίζονται με τον 

διεθνή προγνωστικό δείκτη ΙΡΙ (international prognostic index) προβλέποντας παράλληλα 

τη πιθανότητα ίασης και κατάληξης από τη νόσο. Τα γονίδια τα οποία συσχετίστηκαν με τη 

κλινική πορεία των ασθενών ήταν γονίδια που εμπλέκονται: α) στη ρύθμιση της 

μεταγωγής σήματος του Β-κυτταρικού υποδοχέα (BCR), β) στο μονοπάτι της 

φωσφορυλίωσης της σερίνης/θρεονίνης και γ) στην απόπτωση.

Οι Wright και συν (67) χρησιμοποίησαν για την ανάλυση των αποτελεσμάτων μια 

νέα στατιστική μέθοδο ταξινόμησης (statistical predictor) η οποία βασίζεται στην έκφραση 

των γονιδίων που βοηθούν στη διάκριση μεταξύ GCB-DLBCL και ABL-DLBCL. Με τη 

μέθοδο αυτή υπολογίστηκε η πιθανότητα ταξινόμησης ενός DLBCL σε μία από τις δύο 

υποομάδες ανεξάρτητα από την πειραματική προσέγγιση που ακολουθήθείται (cDNA ή 

ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες). Η συσχέτιση της νέας αυτής μεθόδου με τη δετή 

επιβίωση έδειξε ότι η υποομάδα GCB-DLBCL παρουσιάζει δετή επιβίωση 62% ενώ η 

υποομάδα των ABL-DLBCL παρουσιάζει δετή επιβίωση 26% (67). Επιπλέον ο Wright και 

συν (67) έδειξαν ότι τα ABL-DLBCL εκφράζουν μία ομάδα γονιδίων που εμπλέκονται στη 

πλασματοκυτταρική διαφοροποίηση και ιδιαίτερα γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

του ενδοπλασματικού δικτύου και της συσκευής του Colgi που εμπλέκονται στην 

απέκκριση μορίων όπως η πρωτεΐνη ΧΒΡ-1 που είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας 

που ρυθμίζει την τριτοταγή δομή των πρωτεϊνών του ενδοπλασματικού δικτύου.

Σε μία άλλη μελέτη ο Davis και συν (1δδ) έδειξαν ότι τα ABL-DLBCL 

χαρακτηρίζονται από τη συνεχή και αυτόνομη ενεργοποίηση του NFkB και από υψηλά 

επίπεδα έκφρασης των NFk-B γονιδιακών στόχων, συμπεριλαμβανομένων εκείνων που 

κωδικοποιούν το ρυθμιστικό παράγοντα 4 της ιντερφερόνης (IRF4/MUM1), το μόριο 

προσκόλλησης CD44, τα αντί-αποπτωτικά γονίδια, c-FLIP, BcI-2, bcl-xl, TRAF1, TRAF2, 

C-IAP1 και C-IAP2 και το γονίδιο της κυκλίνης D2 που εμπλέκεται στο κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό (78-80, 1δδ).

Σε μελέτη των Davis και συν (155) σε δύο σταθερές κυτταρικές σειρές ABL-DLBCL 

βρέθηκε ότι ο πρωτεϊνικός καταρράκτης του συμπλόκου REL/NFkB είναι 

ενεργοποιημένος. Η ΙκΒ κινάση (IkBk) παρουσιάζει αυτόνομη και συνεχή ενεργοποίηση 

και η ΙκΒα παρουσιάζει ταχεία αποδόμηση οπότε ο μεταγραφικός παράγοντας NFkB 

μετακινείται στο πυρήνα όπου και ρυθμίζει τη μεταγραφή των γονιδιακών του στόχων 

συμπεριλαμβανομένων και των γονιδίων TRAF. Σε κυτταρικές σειρές GCB-DLBCL δεν 

παρατηρήθηκε ενεργοποίηση του συμπλόκου REL/NFkB. Επιπλέον, η ερευνητική ομάδα
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Εικόνα 10. (a) Ανοσοιστοχημικός
αλγόριθμος του Hans και συνεργατών για 
την ομαδοποίηση των DLBCL σε 
ττρογνοστικές υποομάδες (b) 
Εναλλακτικός ανοσοιστοχημικός
αλγόριθμος για την ομαδοποίηση των 
DLBCL σε προγνωστικά ευμενής (group 
1) και μή (group 2) ομάδες (Muris et a!.).

του Davis έδειξε ότι η ρετροιική επαγωγή της 

πρωτεΐνης Ικβ που είναι ο υπεραναστολέας της 

πρωτεΐνης ΙκΒα είναι τοξική για τα κύτταρα του 

ABL-DLBCL ενώ αντιθέτως τα κύτταρα του GCB- 

DLBCL έμειναν ανεπηρέαστα. Στην ίδια μελέτη η 

μορφολογική ανάλυση της δομής του DNA έδειξε 

ότι η αναστολή του παράγοντα NFkB προκαλεί 

διακοπή του κυτταρικού κύκλου στη G1 φάση και 

κυτταρικό θάνατο.

Ο Houldsworth και συν (163) έδωσαν 

περισσότερες πληροφορίες για τον ρόλο που 

διαδραματίζει το δίκτυο ρύθμισης του παράγοντα 

NFkB στα DLBCL. Συγκεκριμένα ανέλυσαν τη 

σχέση μεταξύ REL ενίσχυση και REL 

λειτουργικότητας και του προτύπου γονιδιακής 

έκφρασης των GCB-DLBCL και των ABL-DLBCL. 

Η μελέτη αυτή έδειξε ότι η ενίσχυση του γονιδιακού 

τόπου του REL (2ρ12-16) δεν σχετίζεται με την

πυρηνική συσσώρευση την ενεργοποιημένης 

μορφής της πρωτεΐνης. Η ενίσχυση του γονιδιακού τόπου του REL ανιχνεύθηκε και στις 

δύο ιστογενετικές υποομάδες των DLBCL (GCB-DLBCL και ABL-DLBCL) μολονότι η 

μετατόπιση της πρωτεΐνης στον πυρήνα ήταν σημαντικά συχνότερη στα ABL-DLBCL. Τα 

παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι η γονιδιακή ενίσχυση 2ρ12-16 δεν οδηγεί σε 

ανώμαλη ενεργοποίηση του γονιδίου REL γεγονός που δείχνει ότι το γονίδιο δεν 

επηρεάζεται λειτουργικά από την γενωμική ενίσχυση.

Δεδομένου ότι η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών είναι δαπανηρή και δεν είναι 

ευρέως διαθέσιμη, πολλές μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει επιτυχώς την ανοσοιστοχημική 

ανάλυση σε τομές παραφίνης προκειμένου να ταξινομήσουν ιστογενετικά τα DLBCL. Αξια 

αναφοράς είναι η μελέτη του Hans και συν (57,164) οι οποίοι συσχέτισαν τα 

αποτελέσματα των cDNA μικροσυστοιχιών και της ανοσοιστοχημικής ανάλυσης 

προκειμένου να μελετήσουν την δυνατότητα ιστογενετικής ταξινόμησης των DLBCL μέσω 

της έκφρασης δεικτών Β-κυτταρικής διαφοροποίησης και συγκεκριμένα του 

ανοσοφαινότυπου Bcl-6/CD10/MUM1. Η μελέτη των Hans και συνεργατών έδειξε ότι η 

ανοσοιστοχημική ταξινόμηση των DLBCL με βάση τον ανοσοφαινότυπο Bcl- 

6/CD10/MUM1 σε GCB_DLBCL και nonGCB-DLBCL έχει προγνωστική αξία και
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προβλέπει την ταξινόμηση των μικροσυστοιχιών σε ποσοστό 71% για το πρώτο 

ιστογενετικό υπότυπο και 88% για τον δεύτερο (57).

Πρόσφατες μελέτες in vitro έδειξαν ένα διπλό ρόλο της πρωτεΐνης Bcl-6 στην 

απόπτωση και στο κυτταρικό κύκλο, και επιπλέον μελέτες in vitro και in vivo έδειξαν 

συσχέτιση μεταξύ της πρωτεΐνης CD10, της απόπτωσης και του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού.

Όσο αναφορά τη σχέση της πρωτεΐνης Bcl-6 με την απόπτωση τα βιβλιογραφικά 

δεδομένα δείχνουν ότι η πρωτεΐνη μπορεί να επάγει ή να αναστέλλει την απόπτωση και 

ότι η δράση της εξαρτάται από το είδος του κυττάρου και την πειραματική προσέγγιση που 

ακολουθήθηκε. Ορισμένες μελέτες αναφέρουν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 μπορεί να 

προστατεύει τα κύτταρα από την απόπτωση. Ο Kumagai και συν (76) χρησιμοποίησαν 

μία διαφοροποιούμενη μυογενή (myogenic) κυτταρική σειρά ποντικών (C2C12) και 

έδειξαν ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 μέσω αδενοιών σχετίζεται με τη τελική 

διαφοροποίηση και την αύξηση της ζωτικότητα των διαφοροποιούμενων μυοκυττάρων 

προλαμβάνοντας την απόπτωση. Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι η αναστολή της έκφρασης 

της πρωτεΐνης Bcl-6 μέσω της διαμόλυνσης των κυττάρων με antisense Bcl-6 mRNA 

οδηγεί τα κύτταρα σε απόπτωση, ενώ η επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-6 

μέσω της διαμόλυνσης των κυττάρων με sense Bcl-6 mRNA αναστελεί την απόπτωση. 

Στη μελέτη αυτή ο Kumagai και συν (76) υποστηρίζουν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 πιθανώς να 

προστατεύει τα μυοκύτταρα από ειδικούς στρεσογόνους παράγοντες (π.χ. στέρηση ορού).

Ο Kojima και συν (80) μελέτησαν τη σπερματογένεση σε ποντικούς με ανεπάρκεια 

της Bcl-6 πρωτεΐνης (Bcl-6 (-/-), Bcl-6 ετεροζυγότες (+/-), και Bcl-6 (+/+) ποντικούς), και 

έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 μπορεί να παίξει σημαντικό ρόλο στη προστασία των 

σπερματοκυττάρων από την απόπτωση που επάγεται από στρεσογόνους παράγοντες 

όπως είναι το θερμικό σοκ (heat shock induced apoptosis).

O Baron και συν (81) χρησιμοποίησαν τη κυτταρική σειρά BJAB (EBV-αρνητικό 

λέμφωμα Burkit) η οποία εκφράζει σε υψηλά επίπεδα την πρωτεΐνης Bcl-6 και βρήκαν ότι 

το γονίδιο PDCD2 (human programmed cell-death 2) το οποίο σχετίζεται με την 

απόπτωση ανώριμων θυμοκυττάρων, είναι μεταγραφικός στόχος της αρνητικής δράσης 

της πρωτεΐνης Bcl-6. Επιπλέον, μετά από ανοσοιστοχημικές μελέτες σε ανθρώπινες 

αμυγδαλές, έδειξαν ότι στα κύτταρα του βλαστικού κέντρου και του μανδύα η εντόπιση της 

έκφρασης της πρωτεΐνης PDCD2 σχετίζεται αντιστρόφως ανάλογα με την έκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-6. Βασιζόμενοι στα ευρήματα αυτά ο Baron και συν (81) υποστήριξαν ότι η 

πρωτεΐνη Bcl-6 μπορεί να αναστείλει την απόπτωση μέσω της κατασταλτικής 

μεταγραφικής δράσης που ασκεί στο γονίδιο PDCD2.
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Επιπλέον ο Korusu και συν (90) χρησιμοποίησαν τις κυτταρικές σειρές Daudi και 

Raji (κυτταρικές σειρές Β-λεμφωμάτων) οι οποίες υπερεκφράζουν τη φυσιολογική 

πρωτεΐνη Bcl-6 ή τη μεταλλαγμένη μορφή της πρωτεΐνης, την Bcl-6-Ala333/343, και 

έδειξαν ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 δεν επηρεάζει σημαντικά τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και επιπλέον προστατεύει τα κύτταρα από την αύξηση των ελευθέρων 

ριζών οξυγόνου και την απόπτωση που επάγεται από χημειοθεραπευτικούς παράγοντες 

όπως το ετοποσίδιο.

Ωστόσο, σε ορισμένες άλλες μελέτες υποστηρίζεται ότι η υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-6 μπορεί να επάγει την απόπτωση. Ο Zhang και συν (91) χρησιμοποίησαν 

τη σταθερή κυτταρική σειρά ποντικών ΝΙΗ3Τ3 και βρήκαν ότι η υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-6 επάγει την απόπτωση των ινοβλαστών. Επιπλέον οι ίδιοι ερευνητές 

έδειξαν ότι μια αλληλουχία 17 αμινοξέων που βρίσκεται στο κέντρο της πρωτεΐνης είναι 

υπεύθυνη για την επαγωγή της απόπτωσης.

Ο Albagli και συν (92) χρησιμοποίησαν μια κυτταρική σειρά ανθρώπινου 

οστεοσαρκώματος (U20S) η οποία ρυθμίζεται από τετρακυκλίνες και είναι σταθερά 

επιμολυσμένη με το γονίδιο Bcl-6. Στη μελέτη αυτή διαπιστώθηκε ότι η μείωση της 

τετρακυκλίνης επάγει την έκφραση του γονιδίου ενώ η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 

επάγει τη δόσο-εξαρτώμενη αναστολή της ανάπτυξης των κυττάρων, επιβραδύνει την S- 

φάσης του κυτταρικού κύκλου και ενεργοποιεί την απόπτωση.

Σε πρόσφατη μελέτη ο Yamoshi και συν (93) έδειξαν ότι κύτταρα CV1 και HeLa 

επιμολυσμένα με ανασυνδυασμένο αδενοιό τα οποία εξέφραζαν υψηλά επίπεδα της 

πρωτεΐνης Bcl-6 παρέμειναν στη υπό-GI και G2/M φάση του κυτταρικού κύκλου ενώ στα 

αποπτωτικά κύτταρα προηγήθηκε μεγάλη μείωση των επιπέδων έκφρασης των 

πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-xL. Βασισμένοι στα παραπάνω ευρήματα οι Yamoshi και συν 

(93) υποστήριξαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 πιθανών να ρυθμίζει την έκφραση των αντί- 

αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-xL.

Ο Tang και συν (94) περιέγραψαν ένα νέο προ-αποπτωτικό μηχανισμό που 

ενεργοποιείται από τη πυρηνική μετατόπιση του μεταγραφικού παράγοντα AFX και στον 

οποίο εμπλέκεται το Bcl-6 και το αντί-αποπτωτικό γονίδιο Bcl-xL. Στη μελέτη αυτή οι 

ερευνητές υποστηρίζουν ότι υπάρχει περιοχή άμεσης πρόσδεσης της πρωτεΐνης Bcl-6 

στον υποκινητή του γονιδίου Bcl-xL.

Όσον αφορά την έκφραση της πρωτεΐνης CD10, πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι η 

έκφραση της πρωτεΐνης συσχετίζεται θετικά με την απόπτωση και τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό σε φυσιολογικά και νεοπλασματικά Β-λεμφοκύτταρα. Πράγματι: α) τα 

κύπαρα του βλαστικού κέντρου τα οποία παρουσιάζουν αυξημένο κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και έχουν την δυνατότητα να αποπέσουν επάγουν την έκφραση της
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πρωτεΐνης CD10 ενώ στα ώριμα Β-λεμφοκύτταρα τα οποία δεν έχουν αυτή την 

αποπτωτική δυναμική η πρωτεΐνη δεν ανιχνεύεται (28), β) τα κύτταρα του λεμφώματος 

Burkitt τα οποία παρουσιάζουν υψηλό δείκτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού και 

απόπτωσης εκφράζουν σταθερά τη πρωτεΐνη CD10, γ) τα κύτταρα της CD10-θετικής Β- 

λεμφοβλαστικής λευχαιμίας είναι κύτταρα που βρίσκονται σε κυτταρικό κύκλο και έχουν 

την δυνατότητα να αποπέσουν ενώ αντίθετα τα κύτταρα της CDIO-αρνητικής Β- 

λεμφοβλαστικής λευχαιμίας παρουσιάζουν χαμηλή ικανότητα κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού και είναι ανθεκτικά στην απόπτωση και δ) τα κύτταρα της Β- 

λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας αποπίπτουν in vivo και in vitro ανεξάρτητα από την έκφραση 

του μορίου CD10. Τα ανωτέρω ευρήματα σε φυσιολογικά και κακοήθη Β-λεμφοκύτταρα 

συμφωνούν με τα ευρήματα μελετών των Cutrona και συν (75) που περιέγραψαν ότι τα 

ανθρώπινα Τ-λεμφοκύτταρα (προ-θυμικού και θυμικού σταδίου διαφοροποίησης) 

εκφράζουν το μόριο CD10 όταν οδεύουν προς απόπτωση. Όσον αφορά τη σχέση της 

πρωτεΐνης CD10 με την απόπτωση έχει προταθεί ότι η συγκεκριμένη πρωτεΐνη μπορεί να 

κατατμήσει κυτταροκίνες που έχουν προστατευτικό ρόλο στην απόπτωση των Β και Τ- 

λεμφοκυττάρων. Η ιδιότητα αυτή συνδυάζεται με την ικανότητα της πρωτεΐνης CD10 να 

υδρολύει πλήθος ενεργών πεπτιδίων συμπεριλαμβανομένων αυξητικών και 

χημειοτακτικών παραγόντων. Επομένως η πρωτεΐνη CD10 πιθανών να εμπλέκεται στη 

διαδικασία επιλογής των Β-λεμφοκυττάρων στα βλαστικά κέντρα των λεμφοζιδίων και των 

Τ-λεμφοκυττάρων στο θύμο αδένα αυξάνοντας το όριο των κυτταροκινών που 

απαιτούνται για την αναστολή την απόπτωση των Β και Τ-λεμφοκυττάρων.

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η σχέση που ανευρέθηκε μεταξύ των επιπέδων 

έκφρασης του αντί-αποπτωτικού γονιδίου Bcl-2 και της έκφρασης γονιδίων Β-κυτταρικής 

διαφοροποίησης στα DLBCL. Πράγματι, σε πρόσφατες μελέτες cDNA μικροσυστοιχιών 

αυξημένη έκφραση του γονιδίου Bcl-2 συσχετίστηκε με το πρότυπο γονιδιακής έκφρασης 

των ABL-DLBCL. Πρόσφατες ανοσοιστοχημικές μελέτες που συνέκριναν τη έκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-2 με τον ανοσοφαινότυπο BCL-6/CD10/MUM1 δεν επιβεβαίωσαν τα 

αποτελέσματα των cDNA μικροσυστοιχιών. Συγκεκριμένα ο Hans και συν (86) έδειξαν ότι 

έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 παρατηρείται στο 59% των GCB-DLBCL και στο 43% των 

nonGCB-DLBCL (ABL-DLBCL και τύπου 3 DLBCL). Επιπλέον ο Colomo και συν (88) 

βρήκαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-2 εκφράζεται στο 67% των Bcl-6+/CD10+ GCB-DLBCL, στο 

50% των Bcl-6(+)/CD10(-) GCB-DLBCL, και στο 62% των DLBCL σταδίου 

διαφοροποίησης μετά το βλαστικό κέντρο. Τέλος, ο Larocca και συν (95) έδειξαν ότι στις 

περισσότερες περιπτώσεις πρωτοπαθών DLBCL του κεντρικού νευρικού συστήματος με 

αυξημένη έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 δεν ανιχνεύεται έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2.
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1.5 ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΕΣ ΑΝΩΜΑΛΙΕΣ ΣΤΟ DLBCL

Τα τελευταία χρόνια η εφαρμογή της τεχνικής του φθορίζοντος in situ υβριδισμού 

(FISH: Fluorescence in situ hybridization) γνωρίζει ραγδαία ανάπτυξη τόσο σε ερευνητικό 

όσο και σε διαγνωστικό επίπεδο (126-147). Η τεχνική του FISH αποτελεί κυτταρογενετική 

τεχνική, εναλλακτική του κλασικού καρυοτύπου, βασίζεται στον in situ υβριδισμό 

γονιδιακών ή μειζόνων χρωμοσωματικών αλληλουχιών του DNA και αποκαλύπτει τις 

περιοχές που καταλαμβάνουν στον πυρήνα και ειδικότερα τις θέσεις των χρωμοσωμάτων 

στα οποία εδράζονται. Ο φθορίζον in situ υβριδισμός είναι μία ευαίσθητη τεχνική με 

υψηλή ευκρίνεια λαμβανόμενου σήματος και επιτρέπει την ταυτόχρονη ανίχνευση πολλών 

γονιδιακών περιοχών στόχων. Η τεχνική του FISH επιτρέπει την ανίχνευση γενετικών 

αλλοιώσεων σε κύτταρα που βρίσκονται στη μετάφαση και σε μονήρες κυτταρικό επίπεδο 

καθιστώντας με αυτό το τρόπο εφικτή τη συσχέτιση της μορφολογίας και του 

ανοσοφαινότυπου με τα χρωμοσωμικές ανωμαλίες. Για την εφαρμογή της τεχνικής 

χρησιμοποιούνται DNA ιχνηθέτες σημασμένοι με φθορίζουσες ουσίες. Οι τελομεριδιακοί 

ιχνηθέτες ανιχνεύουν τελομεριδιακές αλληλουχίες που συγκροτούνται από 

επαναλαμβανόμενες εξαμερείς αλληλουχίες και είναι ίδιες σε όλα τα χρωμοσώματα αλλά 

διαφέρουν σε κάθε είδος σπονδυλωτού οργανισμού. Οι κεντρομεριδιακοί α- και β- 

δορυφορικοί δείκτες ανιχνεύουν συγκεκριμένες κεντρομεριδιακές αλληλουχίες που είναι 

χαρακτηριστικές για κάθε χρωμόσωμα. Οι κλασική δορυφορικοί ιχνηθέτες αναγνωρίζουν 

συγκεκριμένες βραχείες περικεντρομεριδιακές αλληλουχίες των χρωμοσωμάτων 1, 9, 15, 

16 και του μακρού σκέλους του χρωμοσώματος Υ. Οι κεντρομεριδιακοί και κλασικοί
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δορυφορικοί ιχνηθέτες δίδουν πληροφορίες για τον αριθμό των αντιγράφων κάθε 

χρωμοσώματος και επομένως για την πλοειδία του DNA. Οι ειδικοί γονιδιακοί ιχνηθέτες 

(locus spesific probes) ανιχνεύουν μοναδικές αλληλουχίες νουκλεοτιδίων συγκεκριμένων 

γονιδίων. Οι χρωμοσωματικοί ιχνηθέτες είναι ομόλογοι με τμήμα ή ολόκληρο το DNA 

χρωμοσώματος. Εφαρμόζονται σε κύτταρα που βρίσκονται στη μετάφαση και βοηθούν 

στην εύκολη αναγνώριση ενός χρωμοσώματος. Ο συνδυασμός διαφόρων φθοριζόντων 

χρωστικών παρέχει τη δυνατότητα αναγνώρισης όλων των χρωμοσωμάτων σε ένα μόνο 

πλακίδιο. Οι χρωμοσωμικοί ιχνηθέτες σε συνδυασμό με κεντρομεριδιακούς ή ειδικούς 

γονιδιακούς ιχνηθέτες χρησιμοποιούνται για τη μελέτη μεταλλάξεων, μετατοπίσεων, 

μερικών ή ολικών χρωμοσωμικών απωλειών. Χρησιμοποιώντας τη μέθοδο του 

φθορίζοντος in situ υβριδισμού έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες σε Β-λεμφώματα χαμηλής 

και υψηλής κακοήθειας, λεμφαδενικής και εξωλεμφαδενικής εντόπισης και έχει καταγραφεί 

η παρουσία χρωμοσωμικών ανωμαλιών, όπως πολυσωμία χρωμοσώματος 12 και 7, 

τρισωμία 3, απαλείψεις 6q, 11q, 13q, 22q, 2p, 12p, διπλασιασμός 14q32, και απάλειψη 

των γονιδιακών τόπων των γονιδίων Rb-1, ρ53, και CDKN2 και σε κάποιες από αυτές τις 

μελέτες έχουν γίνει συσχετίσεις με κλινικές παραμέτρους (όπως ο συνολικός χρόνος 

επιβίωσης, το διάστημα μέχρι την πρώτη υποτροπή και η σταδιοποίηση της νόσου) (126- 

147). Ιδιαίτερα σημαντική είναι η αξιοποίηση της τεχνικής του FISH για την ανίχνευση 

χρωμοσωμικών ανωμαλιών σε λεμφώματα (147), όπως απώλειες και ενισχύσεις 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων και ογκογονιδίων, αντίστοιχα, που ενέχονται στους 

μηχανισμούς απορύθμισης του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης (2,8). 

Για παράδειγμα η ενίσχυση του C-myc πρωτοογκογονιδίου στη χρωμοσωμική περιοχή 

8q24 ανευρέθηκε σε ένα ποσοστό DLBCL (74). Επιπλέον, ετερόζυγη απάλειψη του 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου Rb-1 που βρίσκεται στη χρωμοσωμική περιοχή 13q14 

ανευρέθηκε στο 20% των περιπτώσεων Β-χρόνιας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας και στο 

20% των περιπτώσεων DLBCL (133,134). Είναι αξιοσημείωτο ότι ομόζυγη απάλειψη του 

Rb-1 είναι σπάνια και κυρίως σ ’αυτές τις περιπτώσεις υπάρχει σημαντική απώλεια 

ανοσοϊστοχημικής έκφρασης της πρωτεΐνης σε DLBCL (133). Επιπρόσθετα, ετερόζυγη 

απάλειψη του ογκοκατασταλτικού γονιδίου ρ53 που βρίσκεται στη χρωμοσωμική περιοχή 

17ρ13 ανευρέθηκε στο 20% των περιπτώσεων DLBCL και συνδυάστηκε με επιθετικά 

λεμφώματα και πτωχή πρόγνωση (133,134). Εν τούτης υπάρχουν αντιφατικά στοιχεία 

όσον αφορά την επίδραση της παρουσίας ετερόζυγων απωλειών του γονιδίου Ρ53 στην 

πρόγνωση διότι σε μία άλλη μελέτη δεν φαίνεται να υπάρχει επίδραση. Ο συνήθης 

μηχανισμός απενεργοποίησης του γονιδίου ρ53 γενικά είναι ο συνδυασμός απάλειψης στο 

ένα αλλήλιο και μετάλλαξη στο άλλο (18). Αυτά τα δεδομένα όμως ανευρίσκονται σε ένα 

μικρό ποσοστό DLBCL και κυρίως κατά την μετάπτωση χαμηλής κακοήθειας λεμφωμάτων
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σε DLBCL. Επίσης στις περιπτώσεις αυτές ανευρίσκεται αυξημένη ανοσοϊστοχημική 

έκφραση της πρωτεΐνης ρ53 η οποία συνδυάζεται με πτωχή πρόγνωση (18). Από μια 

άλλη πλευρά από τους μηχανισμούς απενεργοποίησης του γονιδίου ρ16 όπως μετάλλαξη, 

απάλειψη και μεθυλίωση, ο τελευταίος φαίνεται να είναι ο πλέον σημαντικός στα DLBCL. 

Μεθυλίωση του Ρ16 παρατηρείται συχνά σε περιπτώσείς μετάπτωσης από χαμηλής 

κακοήθειας όγκους σε DLBCL και συνοδεύεται από απώλεια της ανοσοϊστοχημικής 

έκφρασης της πρωτεΐνης (20,32). Είναι αξιοσημείωτο ότι οι κυτταρογενετικές ανωμαλίες 

είναι ως ένα βαθμό διαφορετικές στα εξωλεμφαδενικά λεμφώματα σε σύγκριση με τα 

λεμφαδενικά. Μία σημαντική μελέτη σε DLBCL από μεγάλα κύτταρα του γαστρεντερικού 

συστήματος ανέδειξε χρωμοσωμικές ανωμαλίες σε μεγάλο ποσοστό όγκων, όπως 

απόκτηση όλου ή τμήματος των χρωμοσωμάτων 11, 12, 1q, και 3q και απώλεια τμήματος 

των χρωμοσωμάτων 6q και 17ρ (141). Αυτές οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες συνδυάστηκαν

Εικόνα 11. Χρωμοσωμικές ανωμαλίες στα DLBCL (Clin. Inveslig. 2006) 

με πτωχή πρόγνωση. Τα ευρήματα σε DLBCL του βλεννογονοεξαρτώμενου λεμφικού 

ιστού (MALT) ήταν διαφορετικά και αφορούσαν τα χρωμοσώματα 7, 12 και 18 και κυρίως 

το χρωμόσωμα 3 στο οποίο παρατηρήθηκε τρισωμία στο 60% των περιπτώσεων (144). 

Ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα είναι πρόσφατη μελέτη με συνδυασμό πολλαπλής χρώσης και 

συμβατικού FISH (148,149) στην οποία αναφέρεται ότι οι συχνότερες κυτταρογενετικές 

ανωμαλίες στα DLBCL είναι αυτές των γονιδίων bcl-2 και bcl-6.

Ένα από τα πιο σημαντικά επιχειρήματα που ενισχύει την άποψη ότι οι 

ιστογενετικοί υπότυποι των DLBCL αποτελούν διακριτές παθολογικές οντότητες είναι το 

γεγονός ότι χαρακτηρίζονται από διαφορετικούς ογκογενετικούς μηχανισμούς. Η 

διαμετάθεση 1(14; 18) απορυθμίζει το γονίδιο Bcl-2 τοποθετώντας το κοντά στα ενισχυτικά 

στοιχεία (enhancer elements) του γονιδιακού τόπου της βαριάς αλυσίδας της lg.

Μελέτες έδειξαν ότι η διαμετάθεση t(14; 18)(q32;q21) ανευρίσκεται στο 20% των 

DLBCL και ότι παρατηρείται κυρίως στα GC-DLBCL (35%) και σχετίζεται με τα επίπεδα
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του Bcl-2 mRNA και τη πρωτεϊνική έκφραση. Ωστόσο ανιχνεύονται υψηλά επίπεδα 

πρωτεΐνης Bcl-2 και στα ABC-DLBCL παρότι δεν ανευρίσκεται η διαμετάθεση 

t(14;18)(q32;q21). Το εύρημα αυτό δείχνει ότι προφανώς υπάρχουν εναλλακτικοί 

μηχανισμοί υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2. Μελέτες έδειξαν ότι ο μεταγραφικός 

παράγοντας NFkB εκφράζεται στα ABC-DLBCL και παίζει σημαντικό ρόλο στη 

παθογένεση αυτού του λεμφώματος. To Bcl-2 είναι γονιδιακός στόχος του NFkB και η 

υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 πιθανών να οφείλεται σε ενεργοποίηση του δικτύου 

ρύθμισης του NFkB. Ένας άλλος πιθανός μηχανισμός είναι η ενίσχυση του

χρωμοσωμικού τόπου 18q21 στον οποίο εδράζει το γονίδιο Bcl-2. Μελέτες με τη μέθοδο 

CGH (comparative genomic hybridization) έδειξαν ότι στο 20% των περιπτώσεων των 

DLBCL ανιχνεύεται επαύξηση του χρωμοσωμικού τόπου 18q. Ενδιαφέρον είναι ότι με τη 

μέθοδο FISH επαύξηση του γονιδιακού τόπου παρατηρείται σχεδόν αποκλειστικά στον 

ιστογενετικό υπότυπο ABC-DLBCL (140-143).

Μια άλλη συχνή κυτταρογενετική ανωμαλία των DLBCL είναι η επαύξηση του 

γονιδιακού τόπου του cREL στο χρωμοσωμικό βραχίονα 2ρ. Η συγκεκριμένη 

χρωμοσωμική ανωμαλία ανιχνεύεται στο 16% των GCB DLBCL ενώ δεν ανιχνεύεται στα 

ABL DLBCL. Το γονίδιο cREL κωδικοποιεί ένα μέλος της αντί-αποπτωτικής οικογένειας 

των μεταγραφικών παραγόντων NFkB. Δεν έχουν ακόμα διευκρινιστεί τα πλεονεκτήματα 

που προσδίδει η επαύξηση του γονιδίου cREL στη κυτταρική επιλογή των GCB DLBCL 

εφόσον δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στην έκφραση των NFkB γονιδιακών στόχων 

μεταξύ περιπτώσεων GCB DLBCL που φέρουν τη γονιδιακή επαύξηση και εκείνων με 

φυσιολογικό αριθμό αντιγράφων του γονιδίου cREL (142, 143). Το εύρημα αυτό εξηγείται 

αφού η ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NFkB απαιτεί την ενεργοποίηση της 

IkB κινάσης ούτως ώστε να μετατοπιστεί στον πυρήνα του κυττάρου. Κατά την διάρκεια 

της ενεργοποίησης του βλαστικού κέντρου η μεταγωγή του ερεθίσματος μέσω του Β- 

κυτταρικού υποδοχέα ή μέσω του υποδοχέα CD40 μπορεί να ενεργοποιήσει την IkB 

κινάση οπότε το Β-λεμφοκύτταρο του βλαστικού κέντρου που φέρει την επαύξηση του 

γονιδίου c-REL δέχεται ένα ισχυρό αντί-αποπτωτικό σήμα που του προσδίδει το 

πλεονέκτημα της θετικής επιλογής στα αρχικά στάδια της νεοπλασματικής ανάπτυξης του 

GCBL-DLBCL.
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1.6 ΑΓΓΕΙΟΓΕΝΕΣΗ ΣΤΟ DLBCL

Η αγγειογένεση (angiogenesis, neovascularization) είναι η διεργασία κατά την 

οποία νέα αιμοφόρα αγγεία αναπτύσσονται από το υπάρχον αγγειακό δίκτυο. Είναι πλέον 

καλά τεκμηριωμένο ότι ένας όγκος δεν δύναται να αναπτυχθεί πέραν του μεγέθους των 2- 

3mm άνευ της δημιουργίας του δικού του αγγειακού δικτύου. Η νέο-αγγείωση αυτή 

ευρίσκεται υπό τον έλεγχο των νεοπλασματικών κυττάρων τα οποία εκκρίνουν 

αγγειογενετικούς παράγοντες προκειμένου να προσελκύσουν ενδοθηλιακά κύτταρα στην 

περιοχή. Τα ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα με την σειρά τους εκκρίνουν με 

αυτοκρινή ή παρακρινή τρόπο αυξητικούς παράγοντες για τον όγκο. Αυτή η 

διασταυρούμενη επικοινωνία μεταξύ ενδοθηλιακών και νεοπλασματικών κυττάρων 

αποτελεί ένα από τα βασικά χαρακτηριστικά της αγγειογένεσης. Το δεύτερο 

χαρακτηριστικό είναι η ευαίσθητη ισορροπία ανάμεσα στους ενδογενείς αναστολείς και 

τους επαγωγείς της αγγειογένεσης. Τα φυσιολογικά κύτταρα εκκρίνουν συνήθως μικρές 

ποσότητες επαγωγέων και μεγάλες ποσότητες αναστολέων της αγγειογένεσης. Εν 

τούτοις, κατά την εξέλιξη προς την νεοπλασία η ισορροπία διαταράσσεται υπέρ του 

αγγειογενετικού φαινοτύπου. Η στροφή αυτή των κυττάρων υπέρ του αγγειογενετικού 

φαινοτύπου κατά την διαδικασία της ογκογένεσης αποτελεί ένα πολύ πρώιμο γεγονός και 

συνήθως διαδράμει σταδιακά. Η δημιουργία νέων αιμοφόρων αγγείων επιτελείται μέσω 

μίας σειράς διαδοχικών βημάτων. Αρχικά συμβαίνει ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων των εγγύς ευρισκόμενων φυσιολογικών αγγείων και παραγωγή πρωτεολυτικών 

ενζύμων που διασπούν τις βασικές μεμβράνες και την εξωκυττάρια ουσία. Τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα διηθούν την εξωκυττάρια ουσία, μεταναστεύουν και πολλαπλασιάζονται.
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Βαθμιαία, τα ενδοθηλιακά κύτταρα ωριμάζουν και διαφοροποιούνται, σχηματίζοντας 

αγγειακές δομές με υποτυπώδη αυλό και συνθέτοντας μία νέα βασική μεμβράνη. 

Μολονότι τα νεοσχηματιζόμενα αγγεία αποτελούνται από φυσιολογικά κύτταρα, εν τούτοις 

παρουσιάζουν σημαντικές παρεκκλίσεις από τα φυσιολογικά αγγεία. Τα αγγεία των 

όγκων είναι συχνά διάτρητα και ανώμαλα σε μέγεθος και σχήμα, κυρίως λόγω των 

χαλαρών δεσμών των ενδοθηλιακών κυττάρων μεταξύ τους. Φαίνεται ότι ενδοθηλιακά 

κύτταρα από διαφορετικά όργανα εκφράζουν και διαφορετικούς επιφανειακούς υποδοχείς 

με συνέπεια την πιθανότητα εξειδικευμένης στόχευσης μέσω ειδικών πεπτιδικών 

αλληλουχιών. Τα ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα εκκρίνουν μία μεγάλη ποικιλία 

αυξητικών παραγόντων, όπως ο basic fibroblast growth factor (bFGF), o latelet derived 

growth factor (PDGF) και o insulin-like growth factor (IGF-1), οι οποίοι αφενός διατηρούν 

τα ενδοθηλιακά κύτταρα ενεργοποιημένα και αφετέρου λειτουργούν σαν παρακρινείς 

διεγέρτες πολλαπλασιασμού των νεοπλασματικών κυττάρων. Είναι επίσης σε θέση να 

παράγουν μία ποικιλία παραγόντων οι οποίοι μπορούν να αναστείλουν την ανάπτυξη των 

όγκων, όπως η ιντερλευκίνη-6. Γενικά, μπορεί να θεωρηθεί ότι η αγγειογένεση εξελίσσεται 

σε τρεις διαφορετικές φάσεις : α) επαγωγή-έναρξη β) πολλαπλασιασμός-διήθηση γ) 

ωρίμανση-αναδόμηση. Κατά την πρώτη φάση, επαγωγείς της αγγειογένεσης, όπως 

αυξητικοί παράγοντες και κυτοκίνες εκκρίνονται τόσο από νεοπλασματικά όσο και από 

βοηθητικά κύτταρα τα οποία προσελκύονται στην περιοχή. Αυτοί οι παράγοντες 

διεγείρουν τον πολλαπλασιασμό των αγγειακών κυττάρων και την διεργασία της 

διήθησης, ευνοώντας με αυτόν τον τρόπο την ανάπτυξη των αγγείων εντός του όγκου. 

Παράλληλα, μεταβολές στην έκφραση των μορίων προσκόλλησης επιτρέπουν στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα να μετακινούνται διά μέσου του εξωκυττάριου στρώματος ενώ 

ταυτόχρονα πολλαπλασιάζονται. Σε μία τελική φάση της αγγειογένεσης ο συνεχής 

πολλαπλασιασμός των ενδοθηλιακών κυττάρων διακόπτεται ώστε να υπάρξει δυνατότητα 

κυτταρικής διαφοροποίησης και ωρίμανσης του νεοσχηματισθέντος αγγειακού δικτύου με 

εκπροσώπηση των περισσότερων δομικών συστατικών της βασικής μεμβράνης και την 

παρουσία διαφοροποιημένων περικυττάρων και λείων μυϊκών κυττάρων. Μέχρι σήμερα 

έχουν αναγνωρισθεί και χαρακτηρισθεί τουλάχιστον 18 πεπτίδια με αγγειογενετική δράση 

(αγγειογενετικοί παράγοντες) καθώς επίσης και ένας ανάλογος αριθμός αναστολέων της 

αγγειογένεσις (αντί-αγγειογενετικοί παράγοντες).

Ο VEGF μπορεί να θεωρηθεί σαν ο σπουδαιότερος αγγειογενετικός παράγοντας. 

Αρχικά, ο παράγοντας αυτός αναγνωρίσθηκε σαν υπεύθυνος για την αυξημένη 

διαπερατότητα των αγγείων, ενώ ακολούθως διαπιστώθηκε ότι είναι ένας πολύ ισχυρός 

επαγωγέας της αγγειογένεσης. Τρεις επιπλέον υπότυποι του VEGF έχουν ταυτοποιηθεί, 

οι VEGF-B, VEGF-C, και VEGF-D. Ο VEGF επάγεται από την υποξία και την

38



ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΕΙΣΑΓΩΓΗ

υπογλυκαιμία και διαθέτει τρεις διαφορετικούς υποδοχείς με δραστηριότητα τυροσίνης- 

κινάσης (flk, flt-1, flt-4). Το σύστημα VEGF/VEGFR έχει πολύ υψηλή ειδικότητα. Μολονότι 

ο VEGF εκφράζεται από μία ποικιλία κυττάρων, οι υποδοχείς του εκφράζονται σχεδόν 

αποκλειστικά από τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Ο VEGF μπορεί να αποθηκευθεί 

δεσμευόμενος από διάφορες πρωτεογλυκάνες του εξωκυττάριου στρώματος και από εκεί 

να απελευθερωθεί εφόσον και όταν απαιτείται επαγωγή της αγγειογένεσης. Επιπλέον, 

διάφορα ογκογονίδια, όπως μεταλλαγμένο ras επάγουν την έκφραση του VEGF μέσω 

ηυξημένης μεταγραφής.

Τα τελευταία χρόνια η μελέτη της αγγειογένεσης γνωρίζει ραγδαία ανάπτυξη τόσο 

σε ερευνητικό επίπεδο όσο και ως προγνωστικός δείκτης σε κακοήθη νεοπλάσματα (116- 

125). Η μελέτη της αγγειογένεσης αφορά στο προσδιορισμό της πυκνότητας των μικρών 

αγγείων μέσω ανοσοιστοχημικής έκφρασης του μορίου CD34 και επεκτείνεται στην 

ανάλυση της ανοσοιστοχημικής έκφρασης τόσο των πρωτεϊνών που σχετίζονται με την 

αγγειογένεση όπως αγγειογενών παραγόντων (π.χ. VEGF, FGF, TNF-a, TGF-b,EGF, 

PdECGF), μορίων προσκόλλησης (ιντεγκρίνες, καντερίνες, υπεροικογένεια 

ανοσοσφαιρινών, σελεκτίνες) και πρωτεασών (μεταλλοπρωτεινάσες, καθεψίνη D, 

ενεργοποιητές πλασμινογόνου) όσο και πρωτεϊνών που ενέχονται σε δίκτυα ρύθμισης του 

• κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης και σχετίζονται παράλληλα με τους μηχανισμούς

αγγειογένεσης (π.χ. ρ53, Κι'67, Bcl-2) (116-125). Παρά το μεγάλο αριθμό μελετών σε
\

διάφορα κακοήθη νεοπλάσματα, η αγγειογένεση όπως επίσης και η ανοσοιστοχημική 

έκφραση πρωτεϊνών που σχετίζονται με την αγγειογένεση και η σχέση τους με πρωτεΐνες 

των δικτύων ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης έχουν μελετηθεί 

ελάχιστα στα DLBCL. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν υψηλά επίπεδα ανοσοιστοχημικής 

έκφρασης της πρωτεΐνης VEGF στα νεοπλασματικά κύτταρα του DLBCL και συσχέτιση 

αυτής με την μικροαγγειακή πυκνότητα του νεοπλασματικού ιστού (123). Δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικώς σημαντικές διαφορές στα επίπεδα του VEGF του ορού και 

στην ανοσοιστοχημική έκφραση μεταξύ περιπτώσεων GCB-DLBCL και ABC-DLBCL 

(126).
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η συστηματική διερεύνηση του προτύπου 

έκφρασης πρωτεϊνών της απόπτωσης, του αποπτωτικού δείκτη, της αγγειογένεσης και 

της πιθανής παρουσίας χρωμοσωμικών ανωμαλιών σε σχέση με την ιστογενετική 

προέλευση, το πρότυπο έκφρασης πρωτεϊνών του κυτταρικού κύκλου (αποτελέσματα 

προηγούμενων μελετών της ίδιας ομάδας) και τη κλινική σταδιοποίηση των DLBCL.

Συγκεκριμένα, σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η συστηματική διερεύνηση: 1) 

της ανοσοϊστοχημικής έκφρασης πρωτεϊνών που καθορίζουν την ιστογενετική προέλευση 

των DLBCL (Bcl-6/CD10/MUM1/CD138), 2) της ανοσοϊστοχημικής έκφρασης σημαντικών 

πρωτεϊνών της απόπτωσης, (Bcl-2, Bax, Bak, Bid, Bad, Bcl-XL), 3) της έκφρασης 

πρωτεϊνών της απόπτωσης με ανοσοαποτύπωση κατά Western, 4) του δείκτη 

απόπτωσης με την μέθοδο TUNEL (TdT-mediated in-situ labelling), 5) της παρουσίας 

δομικών ή/και αριθμητικών χρωμοσωμικών ανωμαλιών του γονιδίου Bcl-2 στα DLBCL με 

τη μέθοδο FISH, 6) της συσχέτισης των ανωτέρω ανοσοϊστοχημικών και 

κυτταρογενετικών δεδομένων με την ιστογενετική ταξινόμηση το πρότυπο του κυτταρικού 

κύκλου (αποτελέσματα προηγούμενων μελετών της ίδιας ομάδας) και τη κλινική 

σταδιοποίηση των DLBCL, 7) της ανοσοϊστοχημικής έκφρασης του αγγειογενετικού 

παράγοντα VEGF σε DLBCL.

Ιδιαίτερη έμφαση δόθηκε στα ερωτήματα α) αν στους δύο βασικούς ιστογενετικούς 

υποτύπους των DLBCL (GCB-DLBCL και ABL-DLBCL) διαπιστώνεται διαφορετικό 

πρότυπο διαταραχών της απόπτωσης και του κυτταρικού κύκλου και η πιθανή σημασία 

αυτών των διαταραχών στην παθογένεση των DLBCL, β) αν η έκφραση των σημαντικών 

για την παθογένεση των DLBCL πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 συσχετίζεται με διαφορετικά 

πρότυπα έκφρασης πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 και του κυτταρικού κύκλου 

(αποτελέσματα προηγούμενων μελετών), έχοντας ως δεδομένο ότι τα αποτελέσματα 

πρόσφατων in vitro μελετών παραμένουν αντιφατικά και γ) κατά πόσον δομικές ή/και 

αριθμητικές ανωμαλίες του γονιδίου Bcl-2 συσχετίζονται με τους ιστογενετικούς 

ανοσοφαινότυπους των DLBCL. Μέσα από την ανάλυση των αποτελεσμάτων της 

παρούσας μελέτης ευελπιστούμε να οδηγηθούμε στη περαιτέρω κατανόηση των 

μηχανισμών παθογένεσης των DLBCL
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3. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Υλικό
Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε 79 περιπτώσεις de novo DLBCL (37 λεμφαδενικά 

και 42 -εξωλεμφαδενικά) ταξινομημένων σύμφωνα με τη ταξινόμηση της WHO (World 

Health Organization). Οι περιπτώσεις επιλέχθηκαν από τα αρχεία του 

Παθολογοανατομικού Εργαστηρίου του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου 

Ιωαννίνων (Π.Γ.Ν.Ι.) με βάση την ύπαρξη επαρκούς και κατάλληλου υλικού για τη μελέτη 

και την ύπαρξη παθολογοανατομικών δεδομένων.

3.2 Μέθοδοι

Ανοσοιστοχημική μελέτη ττρωτεϊνών ττου καθορίζουν το ιστογενετικό πρότυπο των 

DLBCL, της απόπτωσης και της αγγειογένεσης
Πραγματοποιήθηκε ανοσοιστοχημική ανάλυση πρωτεϊνών (Bcl-6, CD10, MUM1, 

CD138) που καθορίζουν την ιστογένεση των DLBCL, πρωτεϊνών της απόπτωσης (Bcl-2, 

'Bax, Bak, tBid, Bad, Bcl-XL,) και της πρωτεΐνης της αγγειογένεσης VEGF. 

Χρησιμοποιήθηκε η κλασική τεχνική της στρεπταβιδίνης-αβιδίνης-βιοτίνης (LSAB, Labeled 

StreptAvidin Biotin) (150,151,152). Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη 

παρατίθενται στο πίνακα 1.

Πίνακας 1. Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη

Αντίσωμα Μονοκλωνικό/ Εττίτοττος Συγκέντρ. Χρόνος Εταιρία
Πολυκλωνικό Επώασης

Bcl-6 Μονοκλωνικό Αμίνο-τελικό 1:10 ολονύχτια Dako

CD10 Μονοκλωνικό | Καρβόξυ-τελικό 1:10 ολονύχτια I Novocastra

MUM1 Μονοκλωνικό Πλήρης 1:40 ολονύχτια Dako

CD138 Πολυκλωνικό Πλήρης 1:20 ολονύχτια Dako

! Bcl-2
1_______________

Πολυκλωνικό Πλήρης 1:10 ολονύχτια Dako

BcI-Xl Μονοκλωνικό Πλήρης 1:20 ολονύχτια Zymed

Bax Μονοκλωνικό | Αμίνο-τελικό 1:40 3 ώρες Dako

Bak Πολυκλωνικό | Καρβόξυ-τελικό 1:40 ολονύχτια | Santa Cruz

tBid Μονοκλωνικό | Αμίνο-τελικό 1:40 ολονύχτια I Zymed

Bad Πολυκλωνικό | Πλήρης 1:40 ολονύχτια Santa Cruz

VEGF Πολυκλωνικό | Αμίνο-τελικό 1:80 2 ώρες Calbiochem
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3.2.1 Περιγραφή της μεθόδου LSAB (στρεπταβιδίνης-αβιδίνης-βιοτίνης)
Απ οπ αραφ ίνω ση-ενυδάτω ση: Τα πλακίδια τοποθετήθηκαν σε κλίβανο στους 37°C 

για 18 ώρες και κατόπιν στους 56°C για 1 ώρα. Ακολούθως, εμβαπτίσθηκαν σε 3 

διαδοχικά δοχεία ξυλόλης από 5’ στο κάθε ένα, για να ολοκληρωθεί η αποπαραφίνωση 

και στη συνέχεια ενυδατώθηκαν σε κατιούσα σειρά οινοπνευμάτων: 3 X 15’ σε 100% 

οινόπνευμα, 3 X 5’ σε 96%, 5’ σε 80% και 5'σε 70% οινόπνευμα.

Τεχνική απ οκάλυψ ης του αντιγόνου: Τα πλακίδια ξεπλύθηκαν με απεσταγμένο 

νερό, εμβαπτίσθηκαν σε διάλυμα κιτρικού νατρίου (pH 6,2) και θερμάνθηκαν σε φούρνο 

μικροκυμάτων για 3 X 5 ’ 750W. Η τεχνική αποκάλυψης του Bcl-6 αντιγόνου 

πραγματοποιήθηκε σε διάλυμα ουδέτερου pH (Dako).

Προεπώαση: Τα πλακίδια

αφέθηκαν για 15’ σε θερμοκρασία 

δωματίου και στη συνέχεια 

εκπλύθηκαν με απεσταγμένο νερό, 

τοποθετήθηκαν σε TBS (Tris Buffer 

Solution, pH 7,6) για 2 X 5 ’ και 

επωάσθηκαν για 30’ σε υγρό θάλαμο

με φυσιολογικό ορό σε αραίωση 1:20 

σε TBS. Στο στάδιο αυτό 

δεσμεύονται οι μη ειδικοί αντιγονικοί 

επίτοποι του ιστού.

Επώαση με το πρωτοταγές 

αντίσωμα : Στη συνέχεια οι

ιστολογικές τομές εκπλύθηκαν με 

απεσταγμένο νερό, τοποθετήθηκαν 

σε TBS (Tris Buffer Solution, pH 7,6) για 2 X 5 ’ και επωάστηκαν με τα πρωτοταγή 

αντισώματα έναντι των υπό μελέτη πρωτεϊνών. Σε κάθε ιστολογική τομή τοποθετήθηκαν 

περίπου 300 μΙ διαλύματος. Σε όλα τα διαλύματα του πρωτοταγούς (μονοκλωνικού) 

αντισώματος προστέθηκε 1:100 BSA (Bovine serum albumine) προκειμένου να 

συμπληρωθεί και να ενισχυθεί η δράση του φυσιολογικού ορού, δηλαδή η δέσμευση των 

μη ειδικών αντιγονικών θέσεων. Μετά την επώαση με το πρωτοταγές αντίσωμα οι τομές 

εμβαπτίσθηκαν σε TBS για 2 X 5’.

Επώαση με το δευτεροταγές αντίσωμα: Οι ιστολογικές τομές επωάστηκαν με το 

δευτεροταγές αντίσωμα (DAKO), το οποίο είναι βιοτινιομένο και χρησιμοποιείται σε 

αραίωση 1:500 σε TBS, για 30’ σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε έκπλυση των 0 

ιστολογικών τομών σε TBS 2X5’. Στην συνέχεια προστέθηκε το αντίσωμα ABC
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Complex/HRP (στρεπταβιδίνη συνδεδεμένη με το σύμπλοκο αβιδίνη-βιοτίνη- 

υττεροξειδάση) το οποίο και επωάσθηκε για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολούθησε έκπλυση των ιστολογικών τομών με TBS 2X5’ και επώαση με το χρωμογόνο 

DAB (3,3’ τετραχλωρική διαμινοβενζιδίνη) (0.1% W/V) (S3000 DAKO) για 1’. Στη 

συνέχεια έγινε επίχρωση των τομών με αιματοξυλίνη (Harris' hematoxylin). Τέλος οι 

ιστολογικές τομές ξεπλύθηκαν με απεσταγμένο νερό για 10’, αφυδατώθηκαν και 

καλύφθηκαν με καλυπτρίδες. Ακολούθησε η παρατήρηση και ανάλυση της 

ανοσοιστοχημικής χρώσης στο μικροσκόπιο. Σε όλες τις ανοσοχρώσεις 

χρησιμοποιήθηκαν θετικοί και αρνητικοί μάρτυρες. Ως θετικοί μάρτυρες 

χρησιμοποιήθηκαν ιστολογικές τομές αντιδραστικού λεμφαδένα και φυσιολογικού θύμου 

αδένα. Ως αρνητικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν ιστολογικές τομές περιπτώσεων 

DLBCL οι οποίες δεν επωάστηκαν με το πρωτοταγές αντίσωμα.

Για την αξιολόγηση των ανοσοιστοχημικών χρώσεων μετρήθηκαν τουλάχιστον 

πέντε επιλεγμένα πεδία μεγάλης μεγένθυσης (Χ400) νεοπλασματικού ιστού που 

εξέφραζαν τις υπό μελέτη πρωτεΐνες. Τα ποσοστά έκφρασης των πρωτεϊνών προέκυψαν 

μετά από υπολογισμό της εκατοστιαίας αναλογίας των ανοσοθετικών κυττάρων (Πίνακας 

2)·

Πίνακας 2. Αξιολόγηση ανοσοιστοχημικής έκφρασης πρωτεϊνών

Π ρω τεΐνη Ομαδοποίηση ανάλογα με το 

εκατοστια ίο ποσοστό έκφρασης

Θετική έκφραση

Bcl-6 <10%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% <29% (Μέτρια), £30% (Υψηλή) >10%

CD10 <10%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% <29% (Μέτρια), £30% (Υψηλή) >10%

MUM1 <25%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% (ΜέτριαΥψηλη) >25%

CD138 <25%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% (ΜέτριαΥψηλη) >25%

Bcl-2 <10%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% <29% (Μέτρια), £30% (Υψηλή) >10%

B c I - X l <10%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% (ΜέτριαΥψηλη) >10%

Bax <10%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% (ΜέτριαΥψηλη) >10%

Bak <10%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% (ΜέτριαΥψηλη) >10%

tBid £ΐΟ%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% (ΜέτριαΥψηλη) >10%

Bad <10%(Μηδενική/Χαμηλή), >10% (ΜέτριαΥψηλη) >10%

VEGF <15%(Μηδενική/Χαμηλή), >15% (ΜέτριαΥψηλη) >15%
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3.2.2 Προσδιορισμός του αττοπτωτικού δείκτη των DLBCL με τη μέθοδο της in situ 
σήμανσης TUNEL.

Για το προσδιορισμό του αποπτωτικού δείκτη χρησιμοποιήθηκε το kit Apotag του 

οίκου Calbiochem (Oncor, Gaithersburg).

Περιγραφή της μεθόδου TUNEL

Η μέθοδος TUNEL στηρίζεται στην ενσωμάτωση νουκλεοτιδίων σημασμένων με 

διγοξιγενίνη (Dig-dUTP) στο 3'-ΟΗ άκρο φραγμάτων DNA με την δράση του ενζύμου TdT 

(terminal digoxy transfarase). Συγκεκριμένα, μετά από αποπαραφίνωση και ενυδάτωση, 

οι ιστολογικές τομές ξεπλύθηκαν με PBS (phosphate buffer solution). Ακολούθησε πέψη 

του ιστού με πρωτεινάση Κ (20μg/ml, Oncor) σε PBS για 20’ σε θερμοκρασία δωματίου με 

σκοπό την μερική πέψη των πρωτεϊνών του ιστού ώστε τα θραύσματα του DNA του 

πυρήνα να καταστούν προσιτά στο ένζυμο TdT. Η αναστολή της δραστικότητας της 

ενδογενούς υπεροξειδάσης έγινε με επώαση των ιστολογικών τομών σε διάλυμα 3% 

Η202 σε PBS για 5’, ενώ μετά την εφαρμογή ενός διαλύματος εξισορόπησης, οι τομές 

επωάσθηκαν με διάλυμα που περιείχε το ένζυμο TdT και dUTP-διγοξιγενίνη για 1 ώρα 

στους 37°C (working-strength TdT engymes). Η αντίδραση τερματίστηκε μετά από 

επώαση με προθερμασμένο ρυθμιστικό διάλυμα (working-strength stop/wash buffer) 

στους 37°C. Ακολούθησε έκπλυση των τομών με PBS για 5 λεπτά. Για τον εντοπισμό των 

ενσωματωμένων νουκλεοτιδίων προστέθηκε αντίσωμα έναντι της διγοξιγενίνης, το οποίο

ήταν συζευγμένο με υπεροξειδάση. 

Σαν χρωμογόνο χρησιμοποιήθηκε η 3, 

3'-τετραχλωρική-διαμινοβενζίδη και 

ακολούθησε επίχρωση με αιματοξυλίνη 

(Harris’ hematoxylin). Ως αρνητικοί 

μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν

ιστολογικές τομές στις οποίες είχε 

παραληφθεί το στάδιο της TdT 

αντίδρασης (152).

Ο αποπτωτικός δείκτης (ΑΙ) ορίσθηκε ως το εκατοστιαίο ποσοστό των 

αποπτωτικών κυττάρων (TUNEL-Θετικά κύτταρα και TUNEL-αρνητικά κύτταρα με 

μορφολογικούς χαρακτήρες απόπτωσης). Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε μεγεθυντικός 

φακός Χ40 και μετρήθηκαν τα αποπτωτικά κύτταρα σε τουλάχιστον 10 τυχαία επιλεγμένα 

οπτικά πεδία.

JU«t|i£U0i) ayn- μς ίΐροαβηκη χμωμογ οκού (ΟΑβ).
υπφοξϋδοοη
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3.2.3 Εκχύλιση πρωτεϊνών
Για την επεξεργασία κατεψυγμένων ιστών και ιστών παραφίνης χρησιμοποιήθηκε 

μια τροποποιημένη μέθοδος εκχύλισης πρωτεϊνών βασισμένη στην μέθοδο που 

περιγράφεται από τους Tomita και συν (153). Προχωρήσαμε στην απομόνωση 24 (12 

GCB-DLBCL, 12 nonGCB-DLBCL) συνολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από τα 79 

δείγματα παραφίνης αντιπροσωπευτικών περιπτώσεων de novo DLBCL. Η εκχύλιση των 

πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με βαθμιαίες επωάσεις των ιστών σε διάλυμα RIPA (25 

mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NaCI, 1% ΝΡ-40, 1% Sodium deoxycholate and 0.1 % SDS) 

και σε θερμοκρασίες από 70 έως 100 βαθμούς κελσίου. Ακολούθησε η ποσοτικοποίηση 

της συγκέντρωσης του πρωτεϊνικού διαλύματος με τη μέθοδο Bradford. Ο προσδιορισμός 

της περιεκτικότητας ενός δείγματος σε πρωτεΐνη σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή, βασίζεται 

στη δημιουργία συμπλόκου πρωτεΐνης-χρωστικής σε όξινο περιβάλλον, τη μεταβολή του 

μεγίστου απορρόφησης μετά τη δημιουργία του συμπλόκου (από τα 465 nm στα 595 nm) 

και τη μέτρηση της απορρόφησης του συμπλόκου αυτού.

Στη συνέχεια ακολούθησε ο διαχωρισμός του πρωτεϊνικού διαλύματος σε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου (SDS page kit της QIAGEN), η μεταφορά των δειγμάτων σε μεμβράνες 

νιτροκυτταρίνης, η επώαση τους με τα μονοκλωνικά αντισώματα των υπό μελέτη 

•πρωτεϊνών και η ανοσοαποτύπωση τους σε φιλμ με τη μέθοδο της χημειοφωταύγιας.

Μελέτη της έκφρασης πρωτεϊνών της ιστογένεσης και της απόπτωσης με 
ανοσοαποτύπωση κατά Western.

3.2.4 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών
Η μεθοδολογία ηλεκτροφόρησης που ακολουθήθηκε βασίζεται στην αρχή ότι ο 

διαχωρισμός των πρωτεϊνών ενός δείγματος πραγματοποιείται καθώς οι πρωτεΐνες, ως 

φορτισμένα μόρια, κινούνται διαμέσου των πόρων ενός πηκτώματος υπό την επίδραση 

ηλεκτρικού πεδίου. Η ταχύτητα των πρωτεϊνών στο πήκτωμα καθορίζεται από τη διαφορά 

δυναμικού του ηλεκτρικού πεδίου (Ε) και το φορτίο της πρωτεΐνης (q) σύμφωνα με την 

εξίσωση:

ν = Ε * q / f

όπου ο παράγοντας της εξίσωσης f εκφράζει την εξάρτηση από τη μάζα και το σχήμα της 

πρωτεΐνης καθώς και το ιξώδες του πηκτώματος μέσα στο οποίο κινείται η πρωτεΐνη.

Ο σχηματισμός των πηκτωμάτων πολυακρυλαμιδίου βασίζεται στον πολυμερισμό 

του ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH2) και του Ν,Ν μεθυλενοδισακρυλαμιδίου ή bis- 

ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH2). Με τον τρόπο αυτό 

δημιουργείται ένα πολυμερές πλέγμα που διαθέτει πόρους το μέγεθος των οποίων
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εξαρτάται από το βαθμό πολυμερισμού και τη συγκέντρωση των μονομερών στο διάλυμα. 

Η δημιουργία του πλέγματος γίνεται μέσω του μηχανισμού των ελευθέρων ριζών μετά 

από προσθήκη του υπερθειϊκού αμμωνίου (NH4)2S208 και του φωτοχημικού καταλύτη 

τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη (TEMED).

Το σχήμα των πηκτωμάτων πολυακρυλαμιδίου μπορεί να είναι είτε κυλινδρικό είτε 

επίπεδο, ανάλογα με τη συσκευή στην οποία θα πραγματοποιηθεί ο πολυμερισμός. Η 

ηλεκτροφόρηση μπορεί να είναι συνεχής ή ασυνεχής. Στη συνεχή ηλεκτροφόρηση 

χρησιμοποιείται το ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα για την πηκτή και για τα δοχεία των 

ηλεκτροδίων. Στην ασυνεχή ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιούνται δύο διαφορετικά 

πηκτώματα, το πήκτωμα επιστοίβαξης που είναι υπεύθυνο για τη συμπύκνωση των 

πρωτεϊνών του δείγματος σε μια πολύ λεπτή στοιβάδα, και το πήκτωμα διαχωρισμού που 

είναι υπεύθυνο για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών σε λεπτές ζώνες. Τα ρυθμιστικά 

διαλύματα από τα οποία παρασκευάζονται τα δύο πηκτώματα είναι διαφορετικά ως προς 

το pH και τη σύσταση τους.

Η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτές πολυακρυλαμιδίου μπορεί να γίνει 

απουσία ή παρουσία αποδιατακτικών παραγόντων όπως το απορρυπαντικό SDS (μετά 

νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου). Απουσία τέτοιων παραγόντων (μη μετουσιωτικές 

συνθήκες) οι πρωτεΐνες διατηρούν τις ανώτερες διαμορφώσεις τους, ενώ υπό τη 

παρουσία τους (ηλεκτροφόρηση κάτω από μετουσιωτικές συνθήκες) αποδιατάσσονται και 

λαμβάνουν τυχαία διαμόρφωση.

3.2.5 SDS-page
Σύμφωνα με την τεχνική αυτή επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών με 

βάση το μοριακό τους βάρος. Στην ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιείται ως αποδιατακτικό 

μέσο το μετά-νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου (SDS). To SDS εκτός του ότι 

αποδιατάσει τις πρωτεΐνες, δεσμεύεται πάνω σ’ αυτές μέσω υδρόφοβων δεσμών 

ανεξάρτητα της ιοντικής ισχύος, σε πλήρως καθορισμένες κατά βάρος αναλογίες (1.4 gr 

SDS/gr πρωτεΐνης). Τα σύμπλοκα που σχηματίζονται από την αλληλεπίδραση με το SDS 

είναι επιμήκη, με σαφή και καθορισμένη δομή και φέρουν καθαρό αρνητικό φορτίο. 

Επειδή το φορτίο ανά μονάδα μάζας είναι περίπου σταθερό και οι υδροδυναμικές 

ιδιότητες είναι συνάρτηση μόνο του μοριακού βάρους, η ηλεκτροφορητική κινητικότητα 

των πολυπεπτιδικών αλυσίδων βασίζεται αποκλειστικά στο μοριακό βάρος. Το σύστημα 

που χρησιμοποιήθηκε κατά τη διάρκεια της παρούσας εργασίας για το διαχωρισμό των 

διαφόρων πρωτεϊνικών παρασκευασμάτων αποτελείτο από το πήκτωμα διαχωρισμού, 

ύψους 7.5 cm και πάχους 1.5 mm και το πήκτωμα επιστοίβαξης όπου οι πρωτεΐνες 

διανύουν απόσταση 1 cm πριν εισχωρήσουν στο πήκτωμα διαχωρισμού. Οι θέσεις
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εισαγωγής του δείγματος δημιουργούνται με τη βοήθεια πλαστικής οδοντωτής μήτρας η 

οποία αφαιρείται μετά τον πολυμερισμό του πηκτώματος.

Η σύσταση των επιμέρους στοιχείων του συστήματος είναι οι εξής:

Διάλυμα δοχείων ηλεκτροφόρησης: 25 mM Tris

0.19 Μ γλυκίνη

0.1% SDS 

pH 8.9

Πήκτωμα επιστοίβαξης: 5% ακρυλαμίδιο

0.25% bis-ακρυλαμίδιο

0.5% SDS

0.125 Μ Tris-CI pH 6.8 

για τον πολυμερισμό 0.08% APS

0.04% TEMED

Πήκτωμα διαχωρισμού: 12% ακρυλαμίδιο

0.62% bis-ακρυλαμίδιο

0.5% SDS

0.375 Μ Tris-CI pH 8.9 

για τον πολυμερισμό 0.08% APS

0.04% TEMED

Τα δείγματα πριν εισαχθούν στο πήκτωμα επιστοίβαξης αποδιατάσσονται σε διάλυμα:

0.0625 Μ Tris-CI pH 6.8 

2% SDS 

1% ν/νβ -MSH 

10% γλυκερόλη

0.02% κυανού της βρωμοφαινόλης

Το παραπάνω διάλυμα παρασκευάζεται συνήθως έξι φορές πυκνότερο ούτως 

ώστε να προστίθενται 5 μΙ του διαλύματος αυτού σε 25 μΙ του μίγματος επώασης. Τα 

δείγματα θερμαίνονται για 3 λεπτά στους 100° C, ώστε οι πρωτεΐνες να αποδιαταχθούν 

πλήρως και να διευκολυνθεί η δημιουργία συμπλοκών SDS-πρωτεΐνης. Η β- 

μερκαπτοαιθανόλη που χρησιμοποιείται, ανάγει τους τυχόν δισουλφιδικούς δεσμούς που
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υπάρχουν, ώστε να διαχωριστούν οι πρωτεΐνες στις υπομονάδες τους. Η ηλεκτροφόρηση 

γίνεται κάτω από σταθερή ένταση ρεύματος 25 πιΑ.

3.2.6 Ηλεκτρομεταφορά πρωτεϊνών
Η ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών από πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης ή PVDF, βασίζεται στην κίνηση των πρωτεϊνών, που βρίσκονται υπό τη 

μορφή συμπλόκου με το SDS και είναι αρνητικά φορτισμένες, από την πηκτή προς τη 

μεμβράνη κατά την εφαρμογή διαφοράς δυναμικού. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης 

η μεμβράνη και η πηκτή μεταφέρονται σε ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (Transfer Buffer) 

το οποίο αποτελείται από: 12.5 mM Tris-Βορικό pH 8.5, 0.02% SDS και 0.5 mM DTT 

(στην περίπτωση της PVDF μεμβράνης προηγείται ένα στάδιο εμβαπτίσεως της 

μεμβράνης σε 100% μεθανόλη πριν βυθιστεί στο διάλυμα μεταφοράς). Η τοποθέτηση 

τους στη συσκευή ηλεκτρομεταφοράς γίνεται ανάμεσα σε δύο χαρτιά Whatman 3ΜΜ με τη 

μεμβράνη προσανατολισμένη στο θετικό πόλο και την πηκτή στον αρνητικό. Η επαφή 

μεταξύ της πηκτής και της μεμβράνης πρέπει να είναι άμεση και χωρίς την παρεμβολή 

φυσαλίδων που παρεμποδίζουν τη διέλευση του ηλεκτρικού ρεύματος.

3.2.7 Ανοσοανίχνευση/ Ανοσοαποτύπωση κατά Western
Η ανοσοανίχνευση είναι μια τεχνική που επιτρέπει τον εντοπισμό μιας 

καθηλωμένης σε μεμβράνη πρωτεΐνης με τη βοήθεια αντισώματος. Η τεχνική βασίζεται 

στην αρχή ότι όταν η καθηλωμένη πρωτεΐνη-αντιγόνο αλληλεπιδράσει με το αντίσωμα, η 

αλληλεπίδραση αυτή ανιχνεύεται με τη βοήθεια ενός δευτέρου αντισώματος το οποίο 

εκτός του ότι είναι ικανό να αναγνωρισθεί και να δεσμευθεί από τις ανοσοσφαιρίνες IgG 

του αρχικού, περιέχει στο μόριο του συζευγμένο ένζυμο-δείκτη το οποίο αντιδρά με το 

εξωγενώς προστιθέμενο υπόστρωμα και δίνει χαρακτηριστική χρωμοαντίδραση 

καταδεικνύοντας έτσι το μοριακό βάρος του αντιγόνου. Κατά τη διάρκεια της παρούσας 

μελέτης η τεχνική εφαρμόσθηκε για την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών Bcl-2, BclXL, Bax, 

Bak, Bad και Bid και της πρωτεΐνης Bcl-6.

Η διαδικασία που εφαρμόσθηκε είναι η εξής:

Αρχικά η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης μετά το τέλος της ηλεκτρομεταφοράς εμβαπτίσθηκε 

υπό ανάδευση για 1 ώρα σε διάλυμα κορεσμού που αποτελείτο από 1% ζελατίνη σε PBS 

(8.0 gr/l NaCI, 0.2 gr/l KCI, 1.15 gr/l Na2HP04, 0.2 gr/l KH2P04), ώστε να κορεστεί η 

μεμβράνη και να αποφευχθεί η μη ειδική αλληλεπίδραση της μεμβράνης με το αντίσωμα. 

Κατόπιν η μεμβράνη επωάσθηκε με το κύριο αντίσωμα. Ακολούθησαν τρεις πλύσεις της 

μεμβράνης για 10 λεπτά με PBS που περιείχε 0.04% Tween-20 και επώαση της 

μεμβράνης για 1 ώρα υπό ανάδευση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος με το δεύτερο
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αντίσωμα (αραίωση 1 : 1000). Η μεμβράνη εκττλύθηκε 2 φορές με ddH20 και φυλάχθηκε 

σε o k o t e j v o  χώρο μέσα σε ddH20 που περιείχε και NaN3. Ακολούθησε η διαδικασία της 

χημειοφωταύγειας και η αποτύπωση των πρωτεϊνικών μορίων σε φιλμ μετά από 

αυτοραδιογραφία.

3.2.8 Πυκνομετρία
Η ποσοτική ανάλυση και σύγκριση των επιπέδων των πρωτεϊνών καθώς και η 

ταυτοποίηση κατά μοριακό βάρος έγιναν με την βοήθεια του λογισμικού πρωτεϊνικής 

ανάλυσης και πυκνομετρίας PDQuest της εταιρίας Biorad (154). Συγκεκριμένα, τα φιλμ 

της ανοσοαποτύπωσης κατά Western ψηφιοποιήθηκαν με ηλεκτρονική σάρωση σε 

ανάλυση 1200dpi. Η ψηφιακή εικόνα των φιλμ εισήχθη στο λογισμικό PDQuest της 

εταιρίας Biorad και αναλύθηκε με βάση το πρότυπο απορρόφησης της ακτινοδιαύγειας με 

αναγωγή των δεδομένων σε κατανομή κατά Gauss. Ως μάρτυρας απορρόφησης για την 

αναγωγή του προτύπου απορρόφησης της ακτινοδιαύγειας σε κατανομή κατά Gauss 

χρησιμοποιήθηκε η ψηφιακή εικόνα ενός δείγματος που περιείχε γνωστή ποσότητα 

(100ng) της πρωτεΐνης ακτίνης. Ως μάρτυρες απορρόφησης για τη πιστοποίηση της 

φόρτωσης ισόποσων δειγμάτων και τη σύγκριση των επιπέδων ακτινοδιαύγειας ανάμεσα 

•στα δείγματα του ίδιου φιλμ χρησιμοποιήθηκαν οι εικόνας που προέκυψαν μετά από 

απομάκρυνση των αντισωμάτων από τις μεμβράνες νιτροκυτταρίνης με τη μέθοδο 

“Antibody striping", την επανεπώαση των μεμβρανών με μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι 

της ακτίνης, την εκ νέου αποτύπωσης αυτών σε φιλμ και τέλος τη ψηφιοποίηση των φιλμ 

στα 1200dpi.

3.2.9 Μελέτη δομικών και αριθμητικών ανωμαλιών του γονιδίου Bcl-2 με τη μέθοδο 
του φθορίζοντος in situ υβριδισμός (FISH).

Η τεχνική του φθορίζοντος in situ υβριδισμού (FISH) εφαρμόσθηκε σε ιστολογικές 

τομές παραφίνης.

Προετοιμασία του δείγματος: Κόπηκαν από μπλοκ παραφίνης ιστολογικές τομές 

πάχους 4μιτι. Οι ιστολογικές τομές τοποθετήθηκαν σε θερμό απεσταγμένο νερό και εν 

συνεχεία απλώθηκαν σε θετικά φορτισμένα πλακίδια και αφέθηκαν να ξεραθούν στον 

αέρα. Ακολούθως αυτές τοποθετήθηκαν σε κλίβανο στους 65°C για 4 έως 16 ώρες.

Αποπαραφίνω ση των τομών: Οι ιστολογικές τομές τοποθετήθηκαν σε γυάλινο 

δοχείο που περιείχε 40 ml ξυλόλης. Αφέθηκαν για 10’ σε θερμοκρασία δωματίου και εν 

συνεχεία μεταφέρθηκαν σε γυάλινα δοχεία που περιείχαν 100% αιθανόλη. Ακολούθως 

αυτές αφέθηκαν για 5’ σε θερμοκρασία δωματίουι επανατοποθετήθηκαν σε καινούργια 

αιθανόλη 100% για άλλα 5’ και αφέθηκαν να στεγνώσουν στον αέρα.
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Πέψη Πρω τεϊνώ ν: Το διάλυμα πέψης των πρωτεϊνών (διάλυμα 2%w/v 

πρωτεινάσης Κ), τοποθετήθηκε σε γυάλινο δοχείο, και προθερμάνθηκε στους 45°C. Στη 

συνέχεια οι ιστολογικές τομές τοποθετήθηκαν σε γυάλινο δοχείο που περιείχε το 

προθερμασμένο διάλυμα πρωτεινάσης Κ. Οι τομές επωάσθηκαν για 30’ (ανάλογα με το 

δείγμα) στους 45°C και ακολούθως ξεπλύθηκαν δύο φορές σε γυάλινο δοχείο 

τοποθετημένο σε κυκλικό αναδευτήρα που περιείχε SSC (αποδιατακτικό διάλυμα 

φορμαλδεΰδης). Οι τομές αφυδατώθηκαν σε 70%. 80% και 95% αιθανόλη σε 

θερμοκρασία δωματίου για 1’ σε κάθε συγκέντρωση, και ύστερα αφέθηκαν να στεγνώσουν 

στον αέρα.

Υβριδισμός και ανίχνευση σήματος: Η αποδιάταξη του χρωμοσωμικού DNA των 

κυττάρων έγινε σε διάλυμα 2XSSC 70% φορμαμίδη (ρΗ7) σε υδατόλουτρο 

προθερμασμένο στους 70°C για 2’. Ακολούθησε αφυδάτωση των ιστολογικών τομών σε 

διαλύματα 70% - 80% - 96% αιθανόλης στους 20°C για 2’. Το μίγμα των DNA ιχνηθετών 

που χρησιμοποιήθηκε αποτελείτω από τον διπλό ιχνηθέτη έναντι της αλληλουχίας του 

γονιδίου IgH σημασμένου με φλουροσκείνη (FITC) και της αλληλουχίας του γονιδίου Bcl-2 

σημασμένου με ροδαμίνη (TRITC) (LSI IgH Spectrum Green/LSI Bcl-2 Spectrum Orange 

Dual-Fusion Translocation Probe Abbott-Visys Downers Grove IL, USA) και τον ιχνηθέτη 

έναντι του κεντρομεριδίου του χρωμοσώματος 18 (CEP 18 Aqua Probe, Abbott-Visys) . 

Το διάλυμα των ιχνηθετών αραιώθηκε σε μίγμα υβριδισμού που περιείχε 2xSSC 70% 

φορμαμίδη (Hybrisol Vl.Oncor) έτσι ώστε η τελική συγκέντρωσή να είναι 1.0 ng/μΙ. Πρέπει 

να σημειωθεί ότι οι ιχνηθέτες αποδιατάχθηκαν στους 70°C για 5’ και παρέμειναν σε 

παγόλουτρο στους 4°C μέχρι το στάδιο του υβριδισμού. Για την επιτέλεση της αντίδρασης 

υβριδισμού τοποθετήθηκαν 20 μΙ διαλύματος ιχνηθέτη-μείγματος υβριδισμού σε κάθε 

ιστολογική τομή, και μετά από επικάλυψη με πλαστική καλύπτρίδα οι τομές 

τοποθετήθηκαν σε θάλαμο επωάσεως στους 37°C για 16 ώρες. Για την απομάκρυνση 

των μη συνδεδεμένων ιχνηθετών πραγματοποιήθηκε μεθυβριδική πλύση σε 0,5xSSC, pH 

7, στούς 72°C για 5' και οι ιστολογικές τομές τοποθετήθηκαν σε 1χ PBS/1 % Tween 20 

(PBD) για 2x3’. Ακολούθησε πλύση των πλακιδίων σε PBD για 3x5’ και χρώση των 

πυρήνων με (DAPI) και antifade σε αναλογία 1:1.

Αξιολόγηση σημάτω ν FISH: Η ανάλυση των σημάτων υβριδισμού έγινε σε 

μικροσκόπιο φθορισμού (Zeiss, Axioscope, Germany) με καταδυτικό φακό (Χ1000) και η 

αξιολόγηση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση λογισμικού CGH και 

συστήματος ψηφιακής απεικόνισης ISIS (Metasystem, Heidelberg, Germany). Σε κάθε 

περίπτωση αξιολογήθηκαν περίπου 50-100 πυρήνες. Αξιολογήθηκαν μόνο οι 

περιπτώσεις στις οποίες υπήρχαν σήματα υβριδισμού στο 90% των κυττάρων του 

δείγματος. Η καταμέτρηση των σημάτων πραγματοποιήθηκε μόνο σε άθικτα κύτταρα,

52



ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

ενώ αλληλοετπκαλυτττόμενοι πυρήνες δεν αξιολογήθηκαν. Σε φυσιολογικούς πυρήνες 

μεσόφασης ανιχνεύθηκαν δύο ανεξάρτητα κόκκινα (Bcl2) και δύο ανεξάρτητα πράσινα 

(IgH) σήματα. Όταν ήταν παρούσα η διαμετάθεση t(14;18) τα κόκκινα και πράσινα 

σήματα σχημάτιζαν δύο κίτρινα χιμαιρικά σήματα στους μεσοφασικούς πυρήνες. Οι 

περιπτώσεις στις οποίες ανιχνεύθηκαν τρία ερυθρά σήματα (Bcl-2) και δύο γαλάζια 

σήματα (κεντρομερίδιο 18) καταγράφηκαν ως επαύξηση του γονιδίου Bcl-2, ενώ οι 

περιπτώσεις στις οποίες ανιχνεύθηκαν τέσσερα ή περισσότερα ερυθρά σήματα (Bcl-2) και 

δύο γαλάζια σήματα (κεντρομερίδιο 18) καταγράφηκαν ως ενίσχυση του γονιδίου Bcl-2.

3.2.10 Στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων
Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό

στατιστικής SPSS. Η επιλογή της στατιστικής μεθόδου έγινε με βάση τα ποιοτικά μεγέθη 

που αναλύθηκαν αλλά και με γνώμονα την αντικειμενική απόδοση των ερευνητικών 

ερωτημάτων που δημιουργήθηκαν κατά τη διεξαγωγή της παρούσας μελέτης. 

Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν στατιστικές μέθοδοι που παρατίθενται στο πίνακα 3.

Πίνακας 3. Στατιστικές μέθοδοι.
Σ τ α τ ι σ τ ι κ ή  μ έ θ ο δ ο ς Π ε ιρ α μ α τ ικ ή  π ρ ο σ έ γ γ ι σ η

t test Σύ γ κ ρ ισ η  δ ύ ο  μη κ α τη γ ο ρ ιο π ο ιη μ έ νω ν π λ η θ υ σ μ ώ ν  

ω ς π ρ ο ς  μία κ α τη γ ο ρ ιο π ο ιη μ έ νη  μ εταβλη τή

M a n n -W h itn e y test Μ η  π α ρ α μ ε τρ ικ ή  σύ γ κ ρ ισ η  δ ύ ο  μη 

κ α τη γ ο ρ ιο π ο ιη μ έ νω ν π λ η θ υ σ μ ώ ν  ω ς  π ρ ο ς  μία 

κ α τη γο ρ ιο π ο ιη μ έ νη  μ ετα β λ η τή

X 2 test Σύ γ κ ρ ισ η  δ ύ ο  κ α τη γ ο ρ ιο π ο ιη μ έ νω ν π λ η θ υ σ μ ώ ν

A N O V A Σύ γ κ ρ ισ η  δ ύ ο  μη κ α τη γ ο ρ ιο π ο ιη μ έ νω ν π λ η θ υ σ μ ώ ν  

ω ς π ρ ο ς  μία κ α τη γ ο ρ ιο π ο ιη μ έ νη  μ εταβλη τή  με β ά σ η  

τη μεταβο λή  τη ς  μ έ σ η ς τιμ ή ς τω ν π λ η θ υ σ μ ώ ν .

S p e a rm a n s ’ correlation coeficiant test Σύ γ κ ρ ισ η  δ ύ ο  μη κ α τη γ ο ρ ιο π ο ιη μ έ νω ν π λ η θ υ σ μ ώ ν
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

4.1 Ανοσοιστοχημική έκφραση των πρωτεϊνών Β-κυτταρικής διαφοροποίησης Bcl- 
6, CD-10,· MUM-1 και CD-138 στα DLBCL. Ανοσοφαινότυπος διαφοροποίησης

-Έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6, CD10, MUM-1 και CD-138 ανιχνεύθηκε στα 

νεοπλασματικά κύτταρα σε 54/79 (68%), 28/79 (35%), 48/79 (60%), και 0/79 (0%) των 

περιπτώσεων, αντίστοιχα (Εικόνα 2).

Δυο κύριοι ανοσοφαινότυποι αναδείχτηκαν σύμφωνα με την έκφραση των πρωτεϊνών Β- 

κυτταρικής διαφοροποίησης: α) ανοσοφαινότυπος προσομοιάζων με αυτόν των Β- 

λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου (GCB-DLBCL) 31 περιπτώσεις: [ Bcl- 

6+/CD10+/MUM1-/CD138- (26 περιπτώσεις, 33%), Bcl-6+/CD10-/MUM1-/CD138- (3 

περιπτώσεις, 4%), Bcl-6-/CD10+/MUM1-/CD138-(2 περιπτώσεις 3%)], β)

ανοσοφαινότυπος μη προσομοιάζων με αυτόν των Β-λεμφοκυττάρων του βλαστικού 

κέντρου (nonGCB-DLBCL) 48 περιπτώσεις: [Bcl-6+/CD10-/MUM1+/CD138- (24

περιπτώσεις, 30%), και Bcl-6-/CD10-/MUM1+/CD138- (24 περιπτώσεις, 30%)] (Πίνακας 1, 

Εικόνα 1)

Πίνακας 1. Ανοσοφαινότυπος διαφοροποίησης των DLBCL.

Α ν ο σ ο φ α ι ν ό τ υ π ο ς  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η ς Α ρ ι θ μ ό ς
Π ε ρ ι π τ ώ σ ε ω ν

%

Α ν ο σ ο φ α ι ν ό τ υ π ο ς  π ρ ο σ ο μ ο ι ά ζ ω ν  με α υ τ ό ν  τ ω ν  
Β -λ ε μ φ ο κ υ τ τ ά ρ ω ν  τ ο υ  β λ α σ τ ι κ ο ύ  κ έ ν τρ ο υ  

( G C B - D L B C L )

B c l-6 + / C D 10 + / M U M 1  - / C D 1 3 8 - 2 6 3 3 %

B c l-6 + / C D 10 -/ M U M 1  - / C D 1 38- 3 4 %

B c !-6 -/C D  1 0 + /M U  Μ 1 -/ C D  1 3 8 - 2 3 %

Σ ύ ν ο λ ο  π ε ρ ιπ τώ σ ε ω ν 3 1 / 7 9 4 0 %

............ ....................................... I
Α ν ο σ ο φ α ι ν ο τ υ π ο ς  μ η - π ρ ο σ ο μ ο ι ά ζ ω ν  με α υ τ ό ν  
τ ω ν  Β -λ ε μ φ ο κ υ τ τ ά ρ ω ν  τ ο υ  β λ α σ τ ι κ ο ύ  κ έ ν τρ ο υ  

( n o n G C B - D L B C L )
B c l-6 + / C D 1 0 -/ M U M 1 + / C D 1 38- 2 4 3 0 %

B c l-6 -/ C D 1 0 -/ M U M 1 + / C D 1 38 -
ί

2 4 3 0 %

Σ ύ ν ο λ ο  π ε ρ ιπ τώ σ ε ω ν 4 8 /79 6 0 %
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Εικόνα 1. Γραφική παράσταση της κατανομής των DLBCL ως προς των 

ανοσοφαινότυπο διαφοροποίησης.

Εικόνα 2. Ανοσοιστοχημική έκφραση των πρωτεϊνών A) CD10 (μεμβρανική και 

κυτταροπλασματική), Β) Bcl-6 (πυρηνική), Γ) MUM1 (πυρηνική ή/και 

κυτταροπλασματική) στα νεοπλασματικά κύτταρα DLBCL. Δ) Έκφραση της πρωτεΐνης 

CD138 (μεμβρανική ή/και κυτταροπλασματική) σε αντιδραστικά πλασματοκύτταρα, τα 

νεοπλασματικά κύτταρα είναι αρνητικά (Χ400).

ο
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4.2 Ανοσοιστοχημική έκφραση ττρο-αττοτττωτικών και αντί-αττοτττωτικών 

πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 στα DLBCL
Έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-2, BclXL, Bax, Bak, Bad, Bid ανιχνεύθηκε στα 

νεοπλασματικά κύτταρα σε 47/74 (63%), 46/79 (58%), 73/79 (92%), 41/79 (51%), 60/79 

(75%), και 44/79 (55%) περιπτώσεις DLBCL, αντίστοιχα (Πίνακας 2).

Εικόνα 3. Ανοσιστοχημική κυτταροπλασματική έκφραση των πρωτεϊνών A) Bcl-2, Β) 

BcIXl , Γ) Bax, Δ) Bak, Ε) Bad, ΣΤ) Bid, στα νεοπλασματικά κύτταρα DLBCL (Χ400).
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Υψηλή έκφραση (£ 30% των νεοπλασματικών κυττάρων) των πρωτεϊνών Bcl-2, 

BcIXl , Bax, Bak, Bad, Bid ανιχνεύθηκε σε 43/74 (58%), 46/77 (60%), 36/79 (46%), 20/79 

(26%), 25/79 (32%), και 30/79 (38%) περιπτώσεις DLBCL, αντίστοιχα (Πίνακας 2), 

(Εικόνα 3).

Πίνακας 2. Έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6, CD10 και Bcl-2 σε DLBCL.

B c l-6 C D 1 0 B c l-2

Υ ψ η λ ή  έ κ φ ρ α σ η 2 4  (3 0 % ) 7  (9 % ) 43 (5 8 % )

Μ έ τρ ια  έ κ φ ρ α σ η 30 (3 8 % ) 2 1  (2 6 % ) 4  (5 % )

Θ ε τ ικ έ ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς 54 (6 8 % ) 28 (3 5 % ) 4 7  (6 3 % )

Α ρ ν η τ ι κ έ ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς 2 5  (3 2 % ) 5 1 (6 5 % ) 2 7  (3 7 % )

Σ ύ ν ο λ ο  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ω ν 7 9 7 9 7 4

Υ ψ η λ ή  έ κ φ ρ α σ η : £  3 0 %  θετικώ ν ν ε ο π λ α σ μ α τικ ώ ν  κ υττάρ ω ν 

Μ έ τρ ια  έ κ φ ρ α σ η : 1 0 -2 9 %  θετικώ ν νε ο π λ α σ μ α τικ ώ ν κ υ π ά ρ ω ν  

Α ρ ν η τ ι κ ή  έ κ φ ρ α σ η : £ 1 0 %  θετικώ ν νε ο π λ α σ μ α τικ ώ ν κ υττάρ ω ν

4.3 Αποπτωτικός δείκτης (μέθοδος TUNEL)
Ο αποπτωτικός δείκτης αξιολογήθηκε σε 62 από τις 79 περιπτώσεις που 

μελετήθηκαν (Βασικά στατιστικά δεδομένα: εύρος 0.26-9.7%, μέση τιμή 2.79% ±1.97%) 

(Εικόνα 4). Στις υπόλοιπες περιπτώσεις η χρώση ήταν μη ειδική. Αξιολογήθηκαν ως 

αποπτωτικά κύτταρα, TUNEL-Θετικά κύτταρα και TUNEL-αρνητικά κύτταρα, με 

μορφολογικούς χαρακτήρες αποπτωτικών κυττάρων

Εικόνα 4. Αποπτωτικά κύτταρα και αποπτωτικά σωμάτια TUNEL-Θετικά σε DLBCL

(Χ400)

58



ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

4.4 Ανοσοιστοχημική έκφραση των πρωτεϊνών ρ27, ρ53, Rb, ρ16, Κϊ67, κυκλίνη A 

και κυκλίνη Β1 στα DLBCL.
Τα αποτελέσματα της ανοσοιστοχημικής μελέτης των πρωτεϊνών ρ27, ρ53, Rb, 

ρ16, Κί67, κυκλίνη Α και κυκλίνη Β1 στα νεοπλασματικά κύτταρα των DLBCL που 

μελετήθηκαν στη παρούσα μελέτη έχουν περιγράφει σε προηγούμενη μελέτη (84). Έν 

συντομία, θετική έκφραση των πρωτεϊνών ρ27 και ρ53 στα νεοπλασματικά κύτταρα 

παρατηρήθηκε σε 22/79 (28%) και 38/70 (48%) περιπτώσεις DLBCL, αντίστοιχα. 

Αμοιβαία αποκλεισμένη μειωμένη έκφραση των πρωτεϊνών Rb και ρ16 παρατηρήθηκε σε 

5/79 (7%) και 14/79 (18%) περιπτώσεις. Η έκφραση της κυκλίνης Α και κυκλίνης Β1 ήταν 

υψηλή (τουλάχιστον το 30% των νεοπλασματικών κυττάρων) σε 44/79 (56%) και 22/79 

(27%) περιπτώσεις, αντίστοιχα.

4.5 Συσχέτιση μεταξύ των πρωτεϊνών Bcl-6, CD10, Bcl-2, κυκλίνη Α, κυκλίνη Β1, 
ρ53, Rb, ρ16, και ρ27 και του αποπτωτικού δείκτη.

Η ανοσοιστοχημική έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6, CD10, Bcl-2, ΚΪ67, κυκλίνη Α, 

κυκλίνη Β1, ρ53, Rb, ρ16, και ρ27 και του αποπτωτικού δείκτη αναλύθηκαν ως συνεχείς 

'  μεταβλητές και βρέθηκαν στατιστικώς σημαντικές θετικές συσχετίσεις μεταξύ των Bcl- 

6/ΚΪ67 (r=0,328/p=0.003), Bcl-6/κυκλίνη A (r=0,265/p=0.018), Bcl-6/αποπτωτικού δείκτη 

(r=0,327/p=0.010), CD10/Ki67 (r=0,296/p=0.008), και CDIO/αποπτωτικού δείκτη

(r=0,397/p=0.001).

4.6 Συσχέτιση των επιπέδων ανοσοιστοχημικής έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-6 

και CD10 με τα επίπεδα ανοσοιστοχημικής έκφρασης των πρωτεϊνών ρ53, Rb, ρ16 
και ρ27.

Η στατιστική ανάλυση των επιπέδων ανοσοιστοχημικής έκφρασης των πρωτεϊνών 

Bcl-6, CD10, ρ53, Rb, ρ16 και ρ27 (θετικής έναντι αρνητικής έκφρασης) δεν ανέδειξε 

στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις. Συγκεκριμένα προέκυψαν οι εξής συσχετίσεις: Bcl-6 

/ρ53 (ρ=0.409), Bcl-6/Rb (ρ=0.509), Bcl-6/p16 (ρ=0.245), Bcl-6/p27 (ρ=0.593), CD10/p53 

(ρ=0.506), CD10/Rb (ρ=0.585), CD10/p16 (ρ=0.185), CD10/p27 (ρ=0.443) (Πίνακας 3).
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Πίνακας 3. Συσχέτιση των επιπέδων ανοσοιστοχημικής έκφρασης (αρνητική έκφραση 

έναντι θετική έκφραση) των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 με τα επίπεδα ανοσοιστοχημικής 

έκφρασης (αρνητική έκφραση έναντι θετική έκφραση) των πρωτεϊνών ρ53, Rb, ρ16 και 

ρ27.

I B c l-6 +  (n = 5 4 ) | B c l-6 -  (n -2 5 ) C D 1 0 +  (n = 2 8 ) |

y- I
iniiCi
ΤΊo

.
■*—Qo

p 5 3 + ( n = 3 8 )  | 2 5  | 1 3 1 3  | 2 5  |
p 5 3 - ( n = 4 1 )  | 2 9  | 1 2 1 5  | 26
R b +  ( n = 7 4 )  | 51 I 23 26 I 4 8  |
R b -  (n = 5 ) | 3 2 2 3 I
p 1 6 + ( n = 6 5 )  | 4 6 1 9 25 4 0  |
p 1 6 - ( n = 1 4 )  | 8 6 3 1 1  |
p 2 7 +  (n = 2 2 ) | 1 5 7 7 1 5  |
p 2 7 - ( n = 5 7 )  | 39 18 I 21 36 !

C h i - S q u a r e  t e s t s : Bcl-6/p53 (ρ = 0 .4 0 9 ), B cl-6 /R b  (ρ = 0 .5 0 9 ), B cl-6/p16 (ρ = 0 .2 4 5 ), Bcl-6/p27 (ρ=0.593), 
C D 1 0 / p 5 3  (ρ = 0 .5 0 6 ), C D 1 0 / R b  (ρ = 0 .5 8 5 ), C D 1 0 / p 1 6  (ρ = 0 .1 8 5 ), C D 1 0 / p 2 7  (ρ = 0 .4 4 3 )

4.7 Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-6 και Bcl-2.
Η ανάλυση των επιπέδων ανοσοιστοχημικής έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-6 και 

Bcl-2 έδειξε ότι οι δύο πρωτεΐνες συσχετίζονται αντιστρόφως ανάλογα. Συγκεκριμένα 

βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση μεταξύ υψηλής έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-6 

και αρνητικής έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2 (Fisher’s Chi-square test (p=0,002) (Πίνακας

4).

Πίνακας 4. Συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-6 και Bcl-2

Έ κ φ ρ α σ η  τ η ς  B c l-6 Έ κ φ ρ α σ η  τ η ς  B c l-2 Σ ύ ν ο λ ο

Υ ψ η λ ή /μ έ τρ ια Α ρ ν η τ ι κ ή 1j

Υ ψ η λ ή 9 15 24

Μ έ τ ρ ια / α ρ ν η τ ικ ή 38 1 2 50

Σ ύ ν ο λ ο 4 7 2 7 7 4

C hi-Square tes t:  ρ = 0 .0 0 2

4.8 Συσχέτιση του ανοσοφαινότυπου Bcl-6/CD10 με τον αποπτωτικό δείκτη, την 

έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 και πρωτεΐνες που σχετίζονται με τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό.

Επειδή τόσο η έκφραση της Bcl-6 όσο και η έκφραση της CD 10 συσχετίστηκαν 

θετικά με τον αποπτωτικό δείκτη και τον πολλαπλασιασμό αναλύθηκε το πρότυπο της 

έκφρασης Bcl-6+/CD10+ έναντι των προτύπων έκφρασης Bcl-6+/CD10-, Bcl-6-/CD10+
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και Bcl-6-/CD10-, σε σχέση με τον αττοπτωτικό δείκτη, και την έκφραση των πρωτεϊνών 

ΚΪ67, κυκλίνη Α, κυκλίνη Β1, ρ53, Rb, ρ16, ρ27 και Bcl-2. Βρέθηκε θετική συσχέτιση 

μεταξύ του προτύπου έκφρασης Bcl-6+/CD10+ και του αποπτωτικού δείκτη (p=0,014/t- 

test, και p-0,046/Mann-Whitney test) (Πίνακας 5). Η στατιστική ανάλυση του προτύπου 

έκφρασης Bcl-6/CD10 σε σχέση με τα επίπεδα έκφρασης (θετικής έναντι αρνητικής 

έκφρασης) των πρωτεϊνών ρ53, Rb, ρ16, ρ27 και Bcl-2 και τα επίπεδα έκφρασης (υψηλής- 

μέτριας έναντι χαμηλής έκφρασης) των πρωτεϊνών κυκλίνη Α και κυκλίνη Β1 δεν ανέδειξε 

στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις (Πίνακας 6).

Πίνακας 5. Συσχέτιση του προτύπου έκφρασης Bcl-6/CD10 με τον αποπτωτικό δείκτη (t- 

test και Mann-Whitney test).

Π ρ ό τ υ π ο  έ κ φ ρ α σ η ς  B c l-6 / C D 1 0 Ν Α π ο π τ ω τ ι κ ό ς  δ ε ίκ τ η ς  Α π ο τ τ τ ω τ ι κ ό ς  δ ε ίκ τη ς  
M e a n  ± S D  M e a n  r a n k s

B c l-6 + / C D 10 + 23 3 .5 9 % ± 2 .5 2 %  | 3 7 .4 6 %
B c l-6 + / C D 1 0 -, B c l-6 -/ C D 1 0 +  και B c l-6 -/ C D 1 0 - | 39 2 .3 2 % ± 1 .3 9 %  | 2 7 .2 9 %
Σ ύ ν ο λ ο  π ε ρ ιπ τώ σ ε ω ν | 62 2 .7 9 % ± 1 .9 7 %  I I

T -t e s t : p = 0 .0 1 4 , M a n n -W h it n e y  t e s t : p = 0 .0 4 6

• Πίνακας 6. Συσχέτιση του προτύπου έκφρασης Bcl-6/CD10 με την έκφραση των 
πρωτεϊνών ρ53, Rb, ρ16, ρ27, Bcl-2, κυκλίνη Α, και κυκλίνη Β1

Έ κ φ ρ α σ η  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  
(θ ε τικ ή ς έ ν α ν τ ι α ρ ν η τ ι κ ή ς )

B c l-6 + / C D 1 0 +
(π = 2 6 )

B c l - 6 + / C D 1 0 - , B c l-6 -/ C D 1 0 +  και B c l-6 -  
/ C D 1 0 -  (n = 5 3 )

ρ53+  (η = 3 8 ) 13 25

ρ 5 3 - ( η = 4 1 ) 13 28

R b +  (n = 7 4 ) 24 5 0

R b -  (n = 5 ) 2 3

p 1 6 +  (n = 65) 23  |I 4 2

p 1 6 -  (n = 1 4 ) 3 II 1 1
p 2 7 + ( n = 2 2 ) 6 II 16

p 2 7 - ( n = 5 7 ) 20 I 37

B c l-2 +  (n = 4 7 ) 14 || 33

B c l-2 - (n = 2 7 ) 11 I 16

Υ ψ η λ ή  έ κ φ ρ α σ η  κ υ κ λ ίν η ς  A  (n = 4 4 ) 14 | 3 0

Μ έ τρ ια /χ α μ η λ ή  έ κ φ ρ α σ η  κ υ κ λ ί ν η ς  A  (n = 3 5 ) 12 j 2 3

Υ ψ η λ ή  έ κ φ ρ α σ η  κ υ κ λ ίν η ς  Β 1  (η = 2 2 ) 11 11

Μ έ τρ ια /χ α μ η λ ή  έ κ φ ρ α σ η  κ υ κ λ ί ν η ς  Β 1  (η = 5 7 ) 15 42

C h i-S q u a r e  t e s t s : Π ρ ό τ υ π ο  έκφ ρασης B c l-6 / C D 1 0  έναντι ρ53 (ρ = 0 .5 0 1 ) , έναντι R b  (ρ = 0 .5 3 5 ), έναντι ρ 1 6  
(ρ = 0 .2 4 8 ), έναντι ρ 2 7  (ρ = 0 .3 5 1 ) , έναντι B cl-2 (ρ = 0 .2 4 0 ), έναντι κυκλίνης Α  (ρ = 0 .5 0 2 ), έναντι κυκλίνης Β 1 , 
(ρ = 0 .0 6 2) * > ' " !  ' ' c

/ Ί
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4.9 Συσχέτιση μεταξύ της ανοσοιστοχημικής έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-6, CD10 

και MUM1 και των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2.
Για τη στατιστική ανάλυση των συσχετίσεων της έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-6, 

CD10 και MUM1 με την έκφραση πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 χρησιμοποιήθηκε το 

Spearman correlation coefficient τεστ. Το πρόσημο της σταθερός Spearman (r) δείχνει 

τον ποιοτικό χαρακτήρα των συσχετίσεων.

Η έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 συσχετίστηκε θετικά με τα επίπεδα 

έκφρασης των πρωτεϊνών Bax (r=0.659, ρ<0.001 και r=0.240, ρ=0.033, αντίστοιχα), Bak 

(r=0.391, ρθ .001 και r=0.233, ρ=0.039, αντίστοιχα) και Bid (r=0.652, ρ<0.001 και 

r=0.238, ρ=0.035, αντίστοιχα) και αρνητικά με τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-XL 

(r=-0.536, ρ<0.001 και r=-0.250, ρ=0.029, αντίστοιχα). Επιπλέον, ότι η έκφραση της 

πρωτεΐνης MUM1 συσχετίστηκε αρνητικά με τα επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών bax 

(r=-0.276, ρ=0.014) και bid (r=-0.266, ρ=0.018) και θετικά με τα επίπεδα έκφρασης της 

πρωτεΐνης Bcl-XL (r=0.238, ρ=0.037) (Πίνακας 7).

Πίνακας 7. Συσχέτιση της ανοσοιστοχημικής έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-6, CD10 και 

MUM1 με πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2 (Spearman’s correlation coefficient test).

B a x B a k
j

B id B a d B c l-2 B c I -X l

B c l-6 r= 0 .6 5 9 r= 0 .3 9 1 r= 0 .6 5 2 r = 0 .1 1 8 r = -0 .2 0 7 r=-0.536

ρ < 0 .0 0 1 * p < 0 .0 0 1 * pco.oor p = 0 .2 9 9 p = 0 .0 7 0 p < 0 .0 0 1 *

C D 1 0 r = 0 .2 4 0 r= 0 .2 3 3 r= 0 .23 8 r=0 .053 r= -0 .0 5 6 r=-0 .25 0

ρ = 0 .0 3 3 * p = 0 .0 3 9 * p = 0 .0 3 5 * p = 0 .6 4 0 p = 0 .6 2 7 p = 0 .0 2 9 *

M U M 1
r = -0 .2 7 6

ρ = 0 .0 1 4 *

r = -0 .1 9 3

p = 0 .0 8 9

r= -0 .2 6 6

p = 0 .0 1 8 *

r = - 0 .1 1 5

p = 0 .3 1 2

r=0 .050

p = 0 .6 6 7

r=0.238

p = 0 .0 3 7 *

Αστερίσκος: αναδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις (ρ<0.05)
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4.10 Συσχετίσεις μεταξύ της ανοσοιστοχημικής έκφρασης των ττρωτεϊνών της Bcl-2 
οικογένειας, του αποπτωτικού δείκτη, και του δείκτη πολλαπλασιασμού.

Για την στατιστική ανάλυση των συσχετίσεων της έκφρασης πρωτεϊνών της 

οικογένειας Bcl-2, με τον αποπτωτικό δείκτη και τον δείκτη πολλαπλασιασμού 

χρησιμοποιήθηκε το Spearman correlation coefficient τεστ (Πίνακας 8). Η στατιστική 

ανάλυση έδειξε τις εξής σημαντικές συσχετίσεις: α) η ανοσοιστοχημική έκφραση της 

πρωτεΐνης Bax συσχετίσθηκε θετικά με την ανοσοιστοχημική έκφραση των πρωτεϊνών 

Bak, Bid, και Bad (ρ=0.05, ρ=0.01, και ρ=0.047, αντίστοιχα, β) η ανοσοιστοχημική 

έκφραση της πρωτεΐνης Bak συσχετίσθηκε θετικά με την ανοσοιστοχημική έκφραση της 

πρωτεΐνης Bid και τον δείκτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού Κί67 (ΡΙ) (ρ=0.001, και 

ρ=0.025, αντίστοιχα) και αρνητικά με την έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 (ρ=0.044), γ) η 

ανοσοιστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-XL συσχετίσθηκε αρνητικά με την 

ανοσοιστοχημική έκφραση των πρωτείων Bax, Bid, και Bad (ρ<0.01, ρ=0.034 και ρ=0.003, 

αντίστοιχα) θετικά με την έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 (ρ=0.017) και δ) η έκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-2 συσχετίσθηκε αρνητικά με τον αποπτωτικό δείκτη (ΑΙ) (ρ=0,0022) 

(Πίνακας 8).

Πίνακας 8. Συσχετίσεις μεταξύ της έκφρασης πρωτεϊνών της Bcl-2 οικογένειας, του 

αποπτωτικού δείκτη και του δείκτη πολλαπλασιασμού.

Bax Bak Bid | Bad Bcl-2 Bcl-XL Al PI

Bax r=0.311 
p=0.005*

r=0.364
p=o.oor

r=0.224 I 
p=0.047*

r=-0.207
p=0.070

r=-0.437
p<0.001*

r=0.146
p=0.258

r=0.207
p=0.068

Bak r=0.311
P=0.Q05*

r=0.447
p<o.oor

r=0.100
p=0.381

r=-0.230
p=0.044*

r=-0.242
p=0.034*

r=0.212
p=0.098

r=0.253
p=0.025*

Bid r=0.364
p=o.oor

r=0.447
p<0.001*

r=0.181
p=0.110

r=-0.189
p=0.100

r=-0.331
p=0.003*

r=0.149
p=0.248

r=0.116
p=0.307

Bad r=0.224
P=0.047*

r=0.100
p=0.381

r=0.181
p=0.110

r=-0.005
p=0.962

r=-0.288
p=0.011*

r=0.189
p=0.142

r=0.011
p=0.923

Bcl-
2

r=-0.207
P=0.070

r=-0.230
p=0.044*

r=-0.189
p=0.100

r=-0.005
p=0.962

r=0.237
p=0.039*

r=-0.293
ρ=0.022*

r=-0.101
p=0.382

Bcl-

Xl

r=-0.437
p<o.oor

r=-0.242
p=0.034*

r=-0.331
p=0.003*

r=-0.288
p=o.oir

r O.237
p=0.039*

...............

r=-0.115
p=0.376

r=-0.159
p=0.168

Al r=0.146
P=0.258

r=0.212
p=0.098

r=0.149
p=0.248

r=0.189
p=0.142

r=-0.293
p=0.022*

r=-0.115 

p=0.376
r=0.501
p<0.001*

PI R=0.207
P=0.068

r=0.253
p=0.025*

r=0.116
p=0.307

r=0.011
p=0.923

r=-0.101
p=0.382

r=-0.159
p=0.168

r=0.501
p<0.001*

Συντομεύσεις: r: Σταθερά συσχέτισης Spearman. Το θετικό και αρνητικό πρόσημο της σταθερός Spearman εκφράζει τη 
ποιότητα της σχέσης μεταξύ δύο συνεχών μεταβλητών ως ανάλογη και αντιστρόφους ανάλογη.
Αστερίσκος: αναδεικνύει τις στατιστικούς σημαντικές συσχετίσεις (ρ<0.05)
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4.11 Συσχέτιση των δύο κύριων ανοσοφαινοτύπων διαφοροποίησης των DLBCL 
με τον αποπτωτικό δείκτη, το δείκτη πολλαπλασιασμού, την έκφραση πρωτεϊνών 
της οικογένειας Bcl-2 και του κυτταρικού κύκλου

To Mann-Whitney test χρησιμοποιήθηκε για την στατιστική ανάλυση των δύο 

κύριων ανοσοφαινοτύπων διαφοροποίησης με τον αποπτωτικό δείκτη, τον δείκτη 

πολλαπλασιασμού και την έκφραση πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 και του κυτταρικού 

κύκλου. Ο ανοσοφαινότυπος GCB-DLBCL (Bcl-6+/CD10+/MUM1-/CD138-, Bcl-6+/CD10- 

/MUM1-/CD138-, Bcl-6-/CD10+/MUM1-/CD138-) συγκρινόμενος με τον ανοσοφαινότυπο 

nonGCB-DLBCL συσχετίσθηκε με: α) υψηλότερη έκφραση των πρωτεϊνών Bax (ρ=0,045), 

Bad (ρ=0,018) και Bid (ρ=0,003), β) υψηλότερο αποπτωτικό δείκτη (ΑΙ) (ρ=0,034), και γ) 

χαμηλότερη έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-XL (ρ=0,026) (Πίνακας 9). Δεν βρέθηκαν 

σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ των κυρίων ανοσοφαινοτύπων διαφοροποίησης και των 

πρωτεϊνών Bcl-2, Bad, Ki67 (PI), κυκλίνη Α, κυκλίνη Β1, κυκλίνη D3, κυκλίνη Ε, ρ53, Rb, 

ρ16 και ρ27.

Τα βασικά στατιστικά δεδομένα (μέση τιμή, standard deviation, standard error, 

διακύμανση) του επιπέδου έκφρασης των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 και των τιμών 

του αποπτωτικού δείκτη σε σχέση με τους δύο κύριους ανοσοφαινότυπους 

διαφοροποίησης παρατίθενται στον πίνακα 10.

Οι συσχετίσεις μεταξύ της έκφρασης (θετικές έναντι αρνητικές περιπτώσεις) 

πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 με τους δύο κύριους ανοσοφαινοτύπους 

διαφοροποίησης παρατίθενται στον πίνακα 11.

Για την ανάλυση των δύο κύριων ανοσοφαινοτύπων διαφοροποίησης σε σχέση με 

τα επίπεδα έκφρασης (υψηλής έναντι χαμηλής έκφρασης) των πρωτεϊνών της Bcl-2 

οικογένειας, του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και πρωτεϊνών του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού χρησιμοποιήθηκε το X2 τεστ. Ο ανοσοφαινότυπος GCB-DLBCL 

συσχετίσθηκε σημαντικά με υψηλή έκφραση των πρωτεϊνών Bak (ρ=0.036) και Bid 

(ρ=0.001) και χαμηλή έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-xL (ρ=0.031) (Πίνακας 112). Δεν 

βρέθηκαν στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ των δύο κύριων ανοσοφαινοτύπων 

διαφοροποίησης και των επιπέδων έκφρασης (υψηλής έναντι χαμηλής έκφρασης) των 

πρωτεϊνών Bcl-2, Bax, Bad, Κί67, κυκλική Α, κυκλική Β1, κυκλική D3, κυκλική Ε, p53,Rb, 

ρ16 και ρ27.

Ο
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Πίνακας 9. Συσχέτιση των ανοσοφαινότυττων διαφοροποίησης με τον αποπτωτικό δείκτη, 

το δείκτη πολλαπλασιασμού, και την ανοσοιστοχημική έκφρασης πρωτεϊνών της 

οικογένειας Bcl-2 και του κυτταρικού κύκλου (Mann-Whitney test).

Ανοσοφαινότυπος διαφ. | Αριθμός περιπτώσεων | Mean Rank | p values |

« Ρ53 1 31 J 35.16 P=0.129 |

* 2 48 43.13
I__________I

Rb
1 I 31 II 42·17 I P=0.396 |

'
2 I 48 I

38.25 J
I_________ I

Ρ16 1 I 31 I 43.60 P=0.255 |

2 .«  | 37.28 |L. . . . _ ]
Ρ27

1 3, I 41.02 P=0.711 |

11 2 48 39.34
I I

PI (Ki67) 1 31 42.98 P=0.351 |

2 48 38.07

‘ κυκλίνηΑ ί 31 37.19 P=0.381

1 2 48 41.81

κυκλίνηΒΙ 1 1 31 43.48 P=0.277

Γ 1
2 48 37.75

κυκλίνηϋ3 1 31 38.10 P=0.548

2 48 41.23

; κυκλίνη Ε
ΐ 1 31 39.77 P=0.934

1 2 48 40.15

Bcl-2 1 30 37.03 P=0.709

2 46 39.46

! bax , 1 31 46.32 P=0.045*

ί . . . .
2 48 35.92 I

Bak
j 1 31 47.48 | P=0,018* |

y 2 48 I 35.17
I . J

Bid 1 31 | 49.50 I P=0.003* |

2 48 | 33.86
I I

! Bad 1
I ______  31

44.02 I P=0.203 I
!;

I | 48 37.41 I I

BcI-Xl
I

| 30 | 32.02 | P=0.026* |

I 2 I______  47
| 43.46

l I I I I i

; A| 1 I  26 37.21 P=0.034*
i 2 j 36 27.38 | |

Συντομεύσεις:
Ανοσοφαινότυττος διαφοροποίησης 1: GCB-DLBCL (Bc!-6+/CD10+/MUM1-/CD138-: 26 περιπτώσεις, Bcl-6+/CD10- 
/MUM1-/CD138-:3 περιπτώσεις, και Bcl-6-/CD10+/MUM1-/CD138-:2 περιπτώσεις; σύνολο 31 περιπτώσεις) 
Ανοσοφαινότυπος διαφοροποίησης 2: nonGCB-DLBCL (Bcl-6+/CD10-/MUM1+/CD138-:24 περιπτώσεις, και Bcl-6- 
/CD10-/MUM1+/CD138-: 24 περιπτώσεις, σύνολο 48 περιπτώσεις).
Αστερίσκος; αναδεικνύει τις στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις (ρ<0.05)
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Πίνακας 10. Συσχετίσεις των ανοσοφαινότυπων διαφοροποίησης με την ανοσοιστοχημική 

έκφραση πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 και τον αποπτωτικό δείκτη (ΑΙ) (ANOVA test).

Α ν ο σ ο .  Δ ια φ . ' N

!

Μ έ σ η  Τ ιμ ή
ίi
i1i

S t a n d  D e v

{

S t a n d

E r r o r
M in

v a lu e
M a x

v a lu e

P -v a iu e s

B a x 1 3 1 r 2 7 .2 5 8 1 2 0 .8 9 0 1
|

3 .7 5 1 9 5 .0 0 80.00 p = 0 .0 1 3 *

7 ..................
ί!
ι

2 4 8 j 1 7 .9 5 8 3 ; 1 1 .5 2 6 0 1.6 6 3 6 5 .00 7 0 .0 0

; B a k
cι_____ ___________

1 31 1 7 .4 5 1 6
i____________

i 1 3 .4 6 8 0 2 .4 1 8 9 1 .0 0 5 0.00 p = 0 .0 0 9 *,

Ρ
I________

Γ  2 “ 4 8 1 0 .5 4 1 7 9 .4 1 4 7 1 .3 5 8 8 1 .0 0 5 0.00

j B a d
ί«---- ■■■ ..........

1 31 1 4 .7 7 4 2 7 .0 3 1 8 1 .2 6 2 9 1 .0 0 25 .0 0 p = 0 .19 3

ί
!

2 4 8 r 1 2 .5 8 3 3 7 .3 7 4 0 1 .0 6 4 3 1 .0 0 30.00

B id 1 3 1 2 4 .7 4 1 9 1 7 .5 6 1 2 3 .1 5 4 1 1 .0 0 60.00 p = 0 .0 0 1 *,

r ............ ........ '
I1|

; .............. 2 4 8 1 2 .8 1 2 5 1 2 .9 7 4 0 1 .8 7 2 6 1 .0 0 6 0 .0 0

{ B c I - X l

i

j 1
3 0 2 1 .9 6 6 7 2 7 .3 5 9 0 4 .9 9 5 0 0 8 0 .0 0 p=0.020*

I ·" ..............
i 2 4 7 3 8 .1 2 7 7 3 0 .2 5 8 7 4 .4 1 3 6 0 1 0 0 .0

f B c l-2 ............  ’ 1 30 4 7 .0 0 0 0 4 3 .7 9 8 1 7 .9 9 6 4 0 1 0 0 .0 p=0.938

2 4 7 4 6 .2 1 2 8 4 2 .2 7 9 0 6 .1 6 7 0 0 1 0 0 .0

Al
>

1 26 3 .4 8 9 5 2 .3 9 7 1 0 .4 7 0 1 0 .3 4 9 .7 0 p=0.018*

I
11_______

2 3 6 2 .2 9 8 3 1 .4 3 7 7 0 .2 3 9 6 0 .2 6 6 .1 3

Συντομεύσεις: Ν: πλήθος περιπτώσεων
Ανοσοφαινότυττος διαφοροποίησης 1: GCB-DLBCL (Bcl-6+/CD10+/MUM1-/CD138-: 26 περιπτώσεις. Bd-6+/CD10- 
/MUM1-/CD138-:3 περιπτώσεις, και Bcl-6-/CD 10+/MUM1 -/CD138-:2 περιπτώσεις; σύνολο 31 περιπτώσεις) 
Ανοσοφαινότυπος διαφοροποίησης 2: nonGCB-DLBCL (Bcl-6+/CD10-/MUM1+/CD138<24 περιπτώσεις, και Bd-6- 
/CD10-/MUM1+/CD138-: 24 περιπτώσεις, σύνολο 48 περιπτώσεις).
Αστερίσκος; ανσδεικνύει πς στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις (ρ<0.05)
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Πίνακας 11. Συσχετίσεις των ανοσοφαινοτύττων διαφοροποίησης με τα επίπεδα 

έκφρασης πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 (θετικές έναντι αρνητικές περιπτώσεις)

Ανοσοφαινότυπος 
διαφοροποίησης 1

Ανοσοφαινότυπος 

διαφοροποίησης 2

Bax θετικό 29 44

Bax αρνητικό 2 4

Bak θετικό 20 21

Bak αρνητικό 11 27

Bid θετικό 23 21

Bid αρνητικό 8 27

Bad θετικό 25 35

Bad αρνητικό 6 13

BcI-Xl θετικό 13 33

BcI-Xl αρνητικό 17 14

Bcl-2 θετικό 18 29

Bcl-2 αρνητικό 12 18

Πίνακας 12. Συσχετίσεις των ανοσοφαινοτύπων διαφοροποίησης με τα επίπεδα 

έκφρασης πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 (υψηλής έναντι χαμηλής έκφραση) (X2 test).

Ανοσοφαινότυπος 

διαφοροποίησης 1
Ανοσοφαινότυπος 

διαφοροποίησης 2
ρ values

Bcl-2 υψηλό 18 29 ρ=0.881

Bcl-2 χαμηλό
.............1? _ ..1

16

Bax υψηλό 17 19 ρ=0.184

Bax χαμηλό 14 29

Bak υψηλό 12 8 ρ=0.036*

Bak χαμηλό 19 40

Bid υψηλό 19 11 ρ=0.001*

Bid χαμηλό 12 37

Bad υψηλό 12 13 ρ=0.278

Bad χαμηλό 19 35

BcI-Xl υψηλό I 33 ρ=0.031*

BcI-Xl χαμηλό
J 17 .

14 I

Συντομεύσεις:
Ανοσοφαινότυττος διαφοροποίησης 1: GCB-DLBCL (Bcl-6+/CD10+/MUM1-/CD138-: 26 περιπτώσεις, Bcl-6+/CD10- 
/MUM1-/CD138--.3 περιπτώσεις, και Bcl-6-/CD10+/MUM1-/CD138-:2 περιπτώσεις; σύνολο 31 περιπτώσεις) 
Ανοσοφαινότυπος διαφοροποίησης 2: nonGCB-DLBCL (Bcl-6+/CD10-/MUM1+/CD138-:24 περιπτώσεις, και Bcl-6- 
/CD10-/MUM1+/CD138-: 24 περιπτώσεις, σύνολο 48 περιπτώσεις).
Θετική έκφραση των BcI-Xl, Bcl-2, Bax, Bak, Bad και Bid θεωρήθηκε όταν αυτή ξεπέρασε το 10% των ανοσοθετικών 
νεοπλασματικών κυττάρων.
Υψηλά: επίπεδα έκφρασης της Bcl-2 πρωτεϊνικής οικογένειας τουλάχιστον 25% ανοσοθετικά νεοπλασματικά κύτταρα 
Χαμηλά: επίπεδα έκφρασης της Bcl-2 πρωτεϊνικής οικογένειας κάτω του 25% ανοσοθετικά νεοπλασματικά κύτταρα
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4.12 Συσχετίσεις με κλινικοπαθολογικές παραμέτρους
Δεν βρέθηκαν στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ της εντόπισης 

(λεμφαδενικό λέμφωμα έναντι εξωλεμφαδενικού λεμφώματος) ή του κλινικού σταδίου (I- 

IV) και των δύο κύριών ανοσοφαινότυπων διαφοροποίησης Bcl-6/CD10.MUM1/CD138 (X2 

τεστ).

4.13 Ανάλυση της έκφρασης πρωτεϊνών της Β-κυτταρικής διαφοροποίησης και της 
απόπτωσης με ανοσοαποτύπωση κατά Western

Στη παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε ποσοτική ανάλυση της έκφρασης των 

πρωτεϊνών Bcl-6, Bcl-2, BclXL, Bax, Bak, Bad και Bid σε αντιπροσωπευτικά δείγματα των 

δύο βασικών ιστογενετικών υπότυπων των DLBCL ( 12 περιπτώσες GCB και 12 

περιπτώσεις nonGCB) με την μέθοδο ανοσοαποτύπωσης κατά Western.

4.13.1 Εκχύλιση πρωτεϊνών
Για την επεξεργασία κατεψυγμένων ιστών και ιστών εγκλεισμένων σε παραφίνη 

χρησιμοποιήθηκε ήπια μέθοδος εκχύλισης πρωτεϊνών με βαθμιαίες επωάσεις των 

δειγμάτων παραφίνης μέσα σε διάλυμα RIPA και σε θερμοκρασίες από 70Ό έως 100‘C 

(τροποποιημένη τεχνική των Tomita και συν) (153) με σκοπό την ανεύρεση ιδανικών 

συνθηκών για την εκχύλιση πρωτεϊνών από ιστοτεμάχια εγκλεισμένα σε παραφίνη 

(Πίνακας 13).

Πίνακας 13. Μέσος όρος εκχύλισης συνολικής πρωτεΐνης ανά θερμοκρασία και χρόνο 

επώασης.

5 0 C 6 0 C 7 0 C 8 0 C 9 0 C 9 5 C 1 0 0 C

1 h r 1 .5 u g 1 .2 p g 1 7 .9 p g 5 9 .0 μ ς δ δ .δ μ ς 61.9 M g 60.2M g

2  h r 4 .6 p g 5 .8 p g 2B.2\ig 6 6 .8 p g 8 7 .2 p g 86,8M g 7 7 . 4 Mg

3  h r 4 .9 p g 4 ^ g 2 8 .1  μ θ 6 3 .3 p g 7 0 .1  Mg 74.4 M g 69.9Mg

Υπολογίσθηκε ο μέσος όρος συνολικής πρωτεΐνης που εκχυλίστηκε από τα 

δείγματα παραφίνης των DLBCL σε σχέση με τη θερμοκρασία και το χρόνο επώασης σε 

διάλυμα RIPA. Η χρονική περίοδος των δύο ωρών σε θερμοκρασία 90°C ανέδειξε το 

μεγαλύτερο κλάσμα εκχύλισης 87.2pg συνολικής πρωτεΐνης /mg ιστού (Πίνακας 13).
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4.13.2 Πυκνομετρία
Σε πρώτο στάδιο πιστοποιήθηκε η ακριβής ανοσοαποτύπωση της πρωτεΐνης Bcl-6 

σε κατεψυγμένο ιστό περιπτώσεων GCB-DLBCL η οποία και ανέδειξε ανοσοαποτύπωμα 

μεγέθους 83kD . Η ανίχνευση της πρωτεΐνης Bcl-6 στο ίδιο μοριακό βάρος εντοπίστηκε 

και σε' δείγματα παραφίνης GCB-DLBCL . Στις περιπτώσεις nonGCB-DLBCL δεν 

ανιχνεύθηκε έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6. Ακολούθησε η ανίχνευση των πρωτεϊνών Bcl- 

2 και Bcl-XL σε κατεψυγμένο ιστό και σε δείγματα παραφίνης. Από μεθοδολογική άποψη 

επιβεβαιώθηκε η δυνατότητα χρήσης αρχειακού παθολογικού υλικού εγκλεισμένου σε 

παραφίνη και η ανάκτηση ακέραιων πρωτεϊνικών μορίων με σκοπό την άμεση 

ποσοτικοποίηση τους. Επίσης η ποσοτική ανάλυση των πρωτεϊνών Bcl-6, Bcl-2, και Bcl- 

XL επιβεβαίωσε μερικώς τα ανοσοιστοχημικά αποτελέσματα. Συγκεκριμένα, βρέθηκε ότι 

οι περιπτώσεις των GCB-DLBCL χαρακτηρίζονται από αυξημένη έκφραση της πρωτεΐνης 

Bcl-6, ενώ οι περιπτώσεις των nonGCB-DLBCL δεν εκφράζουν την πρωτεΐνης. Η αντί- 

αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 ανιχνεύθηκε σε περιπτώσεις και των δύο ιστογενετικών 

ανοσοφαινότυπων. Η ανάλυση πυκνομετρίας ανέδειξε ότι: α) η πρωτεΐνη Bcl-2 εμφάνισε 

υψηλότερη έκφραση (1,5 fold) στις περιπτώσεις των nonGCB-DLBCL (εικόνα 5), β) η 

πρωτεΐνη Bcl-XL εμφάνισε υψηλότερη έκφραση (8 fold) στις περιπτώσεις των nonGCB- 

DLBCL (εικόνα 5).

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ανάλυση και των υπολοίπων αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bax, Bak, Bad, και Bid η οποία ανέδειξε σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο 

κύριων ανοσοφαινοτύπων των DLBCL. Συγκεκριμένα οι πρωτεΐνες Bax, Bak, Bad, και 

Bid εμφάνισαν υψηλότερη έκφραση (9,5 fold, 7 fold, 5 fold, και 6 fold, αντίστοιχα) στις 

περιπτώσεις με ανοσοφαινότυπο GCB-DLBCL. (εικόνα 6).
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Εικόνα 5. Ανοσοαποτύπωση κατά Western.
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Εικόνα 6. Ανοσοαττοτύπωση κατά Western αττοπτωτικών πρωτεϊνών σε περιπτώσεις

GCB-DLBCL και nonGCB-DLBCL
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4.14 Ανίχνευση αριθμητικών ανωμαλιών και της διαμετάθεσης του γονιδίου Bcl-2 
στο DLBCL.

Με την μέθοδο FISH μελετήθηκαν 39 περιπτώσεις DLBCL και αξιολογήσιμα 

αποτελέσματα ελήφθησαν σε 19 περιπτώσεις. Σε 3/19 (13,9%) περιπτώσεις DLBCL 

ανιχνεύθηκε διαμετάθεση t(14;18)(q32;q21). Όλες οι περιπτώσεις με διαμετάθεση 

1(14:18) ανήκαν στον υπότυπο του GCB-DLBCL. Συγκεκριμένα, διαμετάθεση t(14:18) 

ανιχνεύθηκε σε 3/8 (37%) περιπτώσεις GCB-DLBCL. Επιπλέον, σε 5/19 (26,2%) 

περιπτώσεις DLBCL ανιχνεύθηκε ενίσχυση του γονιδίου 18q21. Όλες οι περιπτώσεις με 

ενίσχυση του γονιδίου 18q21 ανήκαν στον υπότυπο του GCB-DLBCL. Σε καμία από τις 

περιπτώσεις των DLBCL που μελετήθηκαν δεν παρατηρήθηκε διαμετάθεση t(14:18) και 

ενίσχυση του γονιδίου 18q21.

Εικόνα 7. Ανίχνευση αριθμητικών και δομικών ανωμαλιών του γονιδίου Bcl-2: (A) 

διαμετάθεση t(14; 18)(q32;q21) σε περίπτωση GCB-DLBCL και (Β) ενίσχυση του γονιδίου 

Bcl-2 σε περίπτωση non GCB-DLBCL (Χ1000)

Σ η μ ε ί ω σ η : Τ α  β έ λ η  α ν α δ ε ι κ ν ύ ο υ ν  τ α  σ η μ ε ία  ε ν τ ό π ι σ η ς  τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  I G H  ( π ρ ά σ ι ν ο )  και B c l-2  

(κ ό κ κ ιν ο ) .
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4.15 Ανοσοιστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης VEGF στα DLBCL
Ανοσοιστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης VEGF ανιχνεύθηκε στα νεοπλασματικά 

κύτταρα σε 59/79 (80%) περιπτώσεις DLBCL (Βασικά στατιστικά δεδομένα: μέση τιμή 

2,00%-μέσος όρος 17,69%-s.e. ±3,55-std dev. 31,73-διακύμανση 1006,92-εύρος τιμών Ο­

Ι 00%)‘ (Εικόνα 8). Η ανάλυση των ανοσοιστοχημικών αποτελεσμάτων δεν ανέδειξε 

στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ της έκφρασης της πρωτεΐνης VEGF και των 

πρωτεϊνών Β-κυτταρικής διαφοροποίησης, απόπτωσης, και πολλαπλασιασμού και του 

δείκτη απόπτωσης και πολλαπλασιασμού.

Εικόνα 8. Ανοσιστοχημική κυτταροπλασματική έκφραση της πρωτεΐνης VEGF στα 

νεοπλασματικά κύτταρα DLBCL (Χ400).
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

5.1 Η αυξημένη έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD-10 συσχετίζεται με αυξημένη 
απόπτωση και κυτταρικό πολλαπλασιασμό στα DLBCL

Η παρούσα μελέτη έδειξε ότι η αυξημένη έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 

στα νεοπλασματικά κύτταρα των DLBCL συσχετίζεται με αυξημένη απόπτωση και 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό.

Όσον αφορά την πρωτεΐνη Bcl-6 τα μέχρι τώρα δεδομένα της διεθνούς 

βιβλιογραφίας δείχνουν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 μπορεί να επάγει ή να αναστείλει την 

απόπτωση και ότι η δράση της εξαρτάται από το είδος του κυττάρου και τη πειραματική 

προσέγγιση (76,78). Ορισμένες μελέτες υποστηρίζουν ότι η έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 

μπορεί να προστατεύει τα κύτταρα από την απόπτωση (76). Ο Kumagai και συν (76) 

χρησιμοποίησαν μία διαφοροποιούμενη μυογενή (myogenic) κυτταρική σειρά ποντικών 

(C2C12) και έδειξαν ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 μέσω αδενοιών αυξάνει τη 

ζωτικότητα των διαφοροποιημένων μυοκυττάρων προλαμβάνοντας την απόπτωση. 

Διαπίστωσαν ότι η αναστολή της έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-6 μέσω της διαμόλυνσης 

' των κυττάρων με antisense Bcl-6 mRNA οδηγεί τα κύτταρα σε απόπτωση, ενώ η 

επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-6 μέσω της διαμόλυνσης των κυττάρων με 

sense Bcl-6 mRNA αναστέλλει την απόπτωση. Στη μελέτη αυτή ο Kumagai και συν (76) 

υποστηρίζουν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 πιθανών να προστατεύει τα μυοκύτταρα από ειδικούς 

στρεσογόνους παράγοντες (π.χ. στέρηση ορού). Ο Kojima και συν (80) μελέτησαν τη 

σπερματογένεση σε ποντικούς με ανεπάρκεια της πρωτεΐνης Bcl-6 και έδειξαν ότι η 

πρωτεΐνη προστατεύει τα σπερματοκύτταρα από την επαγόμενη από στρεσογόνους 

παράγοντες (π.χ. θερμικό σοκ) απόπτωση. Ο Baron και συν (81) χρησιμοποίησαν τη 

κυτταρική σειρά BJAB (EBV-αρνητικό Burkitt λέμφωμα) που εκφράζει υψηλά επίπεδα Bcl- 

6 πρωτεΐνης και βρήκαν ότι το γονίδιο PDCD2 (human programmed cell-death 2) είναι 

μεταγραφικός στόχος της αρνητικής δράσης της πρωτεΐνης Bcl-6. Επιπλέον, ο Baron και 

συν (81) έδειξαν ότι η εντόπιση της ανοσοιστοχημικής έκφρασης της πρωτεΐνης PDCD2 

είναι αντίθετη από αυτή της Bcl-6 στο βλαστικό κέντρο και τον μανδύα των δευτερογενών 

λεμφοζιδίων των αμυγδαλών. Βασιζόμενοι στα ευρήματα αυτά ο Baron και συν (81) 

υποστήριξαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 καταστέλλει την απόπτωση μέσω της κατασταλτικής 

της δράσης στο γονίδιο PDCD2.

Ωστόσο, σε ορισμένες άλλες μελέτες υποστηρίζεται ότι η υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-6 μπορεί να επάγει την απόπτωση. Πράγματι, ο Zhang και συν (91) 

χρησιμοποίησαν μία σταθερή κυτταρική σειρά ινοβλαστών ποντικού (ΝΙΗ3Τ3) και βρήκαν 

ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 επάγει την απόπτωση των ινοβλαστών.
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Επιπλέον, οι ίδιοι ερευνητές έδειξαν ότι μια αλληλουχία 17 αμινοξέων που βρίσκεται στο 

κέντρο της πρωτεΐνης Bcl-6 είναι υπεύθυνη για την επαγωγή της απόπτωσης. Ο Albagli 

και συν (92) χρησιμοποίησαν τη κυτταρική σειρά του ανθρώπινου οστεοσαρκώματος 

U20S που είναι σταθερά επιμολυσμένη με το γονίδιο Bcl-6 και βρήκαν ότι η πρωτεΐνη Bcl- 

6 προκαλεί δοσοεξαρτώμενη αναστολή της ανάπτυξης που σχετίζεται με επιβράδυνση της 

S-φάσης και ενεργοποίηση του αποπτωτικού μηχανισμού. Σε πρόσφατη μελέτη ο 

Yamoshi και συν (93) χρησιμοποίησαν καλλιέργειες κυττάρων CV1 και HeLa 

επιμολυσμένων με ανασυνδυασμένο αδενοιό που εξέφραζαν υψηλά επίπεδα της 

πρωτεΐνης Bcl-6 και έδειξαν ότι η επιβίωση των κυττάρων ελαττώνεται λόγω απόπτωσης. 

Επιπλέον, διαπίστωσαν ότι στα αποπτωτικά κύτταρα προηγείται μεγάλη μείωση των 

επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-XL. Βασιζόμενοι στα παραπάνω 

ευρήματα ο Yamoshi και συν (93) υποστήριξαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 πιθανών να ρυθμίζει 

την έκφραση των αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-XL. Τέλος ο Tang και συν 

(94) περιέγραψαν ένα νέο προ-αποπτωτικό μηχανισμό που ενεργοποιείται από τη 

πυρηνική μετακίνηση του μεταγραφικού παράγοντα AFX και στον οποίο εμπλέκεται η 

πρωτεΐνη Bcl-6 και το αντί-αποπτωτικό γονίδιο Bcl-XL. Στη μελέτη αυτή υποστηρίζεται ότι 

υπάρχει περιοχή άμεσης πρόσδεσης της πρωτεΐνης Bcl-6 στον υποκινητή του γονιδίου 

Bd-Χι.. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης επιβεβαιώνονται σε μεγάλο βαθμό από 

τα ευρήματα του Yamoshi και συν (93). Στη μελέτη μας βρέθηκε ότι η αυξημένη έκφραση 

της πρωτεΐνης Bcl-6 συσχετίζεται στατιστικώς σημαντικά με μειωμένη ή και μη 

ανιχνεύσιμη έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 (ρ=0,002). Επιπλέον, ο Larocca και συν (95) 

έδειξαν ότι στις περισσότερες περιπτώσεις πρωτοπαθών DLBCL του κεντρικού νευρικού 

συστήματος με αυξημένη έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 δεν ανιχνεύεται έκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-2. Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα διατυπώνεται η υπόθεση ότι η 

συσχέτιση της αυξημένης έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-6 με την αυξημένη απόπτωση στα 

DLBCL πιθανώς να οφείλεται στη κατασταλτική δράση που ασκεί η πρωτεΐνη Bcl-6 στη 

πρωτεΐνη Bcl-2. Ωστόσο, είναι πιθανόν η πρωτεΐνη Bcl-6 να επάγει την απόπτωση 

ανεξάρτητα της πρωτεΐνης Bcl-2, αλλά μέσω της αναστολής της έκφρασης της αντί- 

αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL. Η υπόθεση αυτή εν μέρει ενισχύεται από τα 

αποτελέσματα της παρούσας μελέτης όπως επίσης και από τα αποτελέσματα του Larocca 

και συν (95), στις οποίες ορισμένες περιπτώσεις DLBCL με υψηλό αποπτωτικό δείκτη 

εξέφραζαν ταυτόχρονα σε υψηλά επίπεδα τις πρωτεΐνες Bcl-6 και Bcl-2. Βέβαια θα 

πρέπει να επισημανθεί ότι απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για να διευκρινιστεί ο ρόλος του 

γονιδίου Bcl-6 στην απόπτωση στα DLBCL.

Στη παρούσα εργασία βρέθηκε ότι η έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 παρουσιάζει 

σημαντική συσχέτιση με την έκφραση των πρωτεϊνών του κυτταρικού κύκλου Κί67 και
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κυκλίνη Α. Με βάση τη πρόσφατη βιβλιογραφία δεν προκύπτει άμεση σχέση μεταξύ της 

πρωτεΐνης Bcl-6 και του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Ορισμένες in vitro μελέτες 

αναφέρουν ότι η έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 σχετίζεται με αναστολή της προώθησης 

του κυτταρικού κύκλου και τον ελαττωμένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Ο Albagli και συν 

(84) έδειξαν ότι στα κύτταρα οστεοσαρκώματος (U20S) η πρωτεΐνη Bcl-6 αναστέλλει την 

ανάπτυξη των κυττάρων επιβραδύνοντας την S-φάση του κυτταρικού κύκλου. Επιπλέον, 

ο Hosokawa και συν (97) δημιούργησαν μια κυτταρική σειρά προ-Β λεμφοκυττάρων 

(Ba/F3) επιμολυσμένη με το ανθρώπινο γονίδιο Bcl-6 και έδειξαν ότι η αύξηση της 

έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-6 μείωσε τα επίπεδα έκφραση της κυκλίνης Α και ανέστειλε 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Σε αντίθεση με τις παραπάνω μελέτες, ο Shaffer και συν 

(69) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 επάγει την προώθηση του κυτταρικού κύκλου και 

διατηρεί τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό καταστέλλοντας την έκφραση του αναστολέα των 

κυκλινοεξαρτώμενων κινασών ρ27 και παρεμποδίζοντας την έκφραση του γονιδίου Blimp- 

1 το οποίο καταστέλλει την έκφραση του γονιδίου c-myc. Επιπλέον, ο Allman και συν (99) 

έδειξαν ότι η έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 ήταν 36 φορές υψηλότερη στα ταχέως 

αναπτυσσόμενα Β-λεμφοκύτταρα του βλαστικού κέντρου σε σχέση με τα μη 

ενεργοποιημένα (resting) Β-λεμφοκύτταρα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης μια 

πρόσφατη μελέτη που σχετίζει την έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 με την γήρανση 

(senescence) και την ικανότητα πολλαπλασιασμού πρωτογενών καλλιεργειών 

ανθρώπινων Β-κυττάρων. Πράγματι, ο Shvarts και συν (100) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 

αναστέλλει τη κυτταρική γήρανση που ακολουθεί μετά από την ενεργοποίηση της 

πρωτεΐνης ρ53 και αυξάνει τη βιωσιμότητα του κυτταρικού πληθυσμού μέσω μίας 

διαδικασίας που προϋποθέτει την επαγωγή της έκφρασης της κυκλίνης D1. Επιπλέον, οι 

ίδιοι ερευνητές πρότειναν ότι η πρωτεΐνη Bcl-6 δρα ως ογκογονίδιο προκαλώντας 

κυτταρική αθανασία και καθιστώντας τα κύτταρα απαθή στα αντί-μιτωτικά σήματα που 

προέρχονται από το μονοπάτι ρ19 (ARF)-p53 ενώ παράλληλα αναστέλλει την έκφραση 

του ρ27. Συνεπώς, η αναστολή της έκφρασης της πρωτεΐνης ρ27 και η απενεργοποίηση 

των πρωτεϊνικών μονοπατιών ρ19 (ARF)-p53 και Rb-ρΐθ-κυκλίνη D (συχνά 

ενεργοποιημένων στα DLBCL) μπορεί να επάγει τον πολλαπλασιασμό των 

νεοπλασματικών κυττάρων. Τα ευρήματα της παρούσας μελέτης σχετίζονται με την 

παραπάνω υπόθεση διότι βρέθηκε ότι τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης ρ27 

σε συνδυασμό με μεταβολές των επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών p53/Rb/p16 

εμφανίζουν στατιστικώς σημαντική συσχέτιση με την αύξηση του πολλαπλασιασμού στα 

DLBCL. Επίσης στη παρούσα μελέτη αναζητήθηκε η σχέση ανάμεσα στην έκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-6 και την έκφραση των ρυθμιστικών μορίων του κυτταρικού κύκλου ρ53, 

Rb, ρ16 και ρ27. Δεν βρέθηκαν στατιστικώς σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ των
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ττροαναφερθέντων μορίων και επομένως απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για να 

διευκρινιστούν οι ακριβείς μηχανισμοί μέσω των οποίων η πρωτεΐνη Bcl-6 επάγει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό στα DLBCL.

Επιπλέον, στη παρούσα εργασία η έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 

παρουσίασε στατιστικώς σημαντική θετική συσχέτιση με τον αποπτωτικό δείκτη και τη 

πρωτεΐνη του κυτταρικού πολλαπλασιασμού Κί67. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η έκφραση της 

πρωτεΐνης CD10 συσχετίζεται θετικά με την απόπτωση και τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό τόσο στα φυσιολογικά όσο και στα νεοπλασματικά Β-κύτταρα. 

Πράγματι α) τα κύτταρα του βλαστικού κέντρου που χαρακτηρίζονται από υψηλό δείκτη 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού και απόπτωσης εκφράζουν την πρωτεΐνη CD10 ενώ η 

πρωτεΐνη δεν εκφράζεται σε άλλους υποπληθυσμούς ώριμων Β-λεμφοκυττάρων που 

χαρακτηρίζονται από χαμηλό δείκτη πολλαπλασιασμού, β) τα κύτταρα του λεμφώματος 

Burkitt που παρουσιάζουν υψηλό δείκτη πολλαπλασιασμού και απόπτωσης εκφράζουν 

σταθερά τη πρωτεΐνη CD10, γ) τα κύτταρα της CDIO-θετικής Β-λεμφοβλαστικής 

λευχαιμίας που βρίσκονται σε κυτταρικό κύκλο έχουν υψηλά επίπεδα ο-πιγο και 

δυνατότητα να αποπέσουν ενώ αντίθετα τα κύτταρα της CDIO-αρνητικής Β- 

λεμφοβλαστικής λευχαιμίας παρουσιάζουν χαμηλή ικανότητα κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, χαμηλά επίπεδα c-myc και είναι ανθεκτικά στην απόπτωση. Τα 

παραπάνω ευρήματα σε φυσιολογικά και κακοήθη Β-λεμφοκύτταρα συμφωνούν με τα 

ευρήματα της μελέτης των Cutrona και συν (75) που έδειξαν ότι τα ανθρώπινα Τ- 

λεμφοκύτταρα προ-θυμικού και θυμικού σταδίου διαφοροποίησης εκφράζουν το μόριο 

CD10 όταν οδεύουν προς απόπτωση. Όσο αναφορά τη σχέση της πρωτεΐνης CD10 με 

την απόπτωση έχει προταθεί ότι η συγκεκριμένη πρωτεΐνη μπορεί να κατατμήσει 

κυτταροκίνες που έχουν προστατευτικό ρόλο στην απόπτωση των Β και Τ- 

λεμφοκυττάρων. Η ιδιότητα αυτή συνδυάζεται με την ικανότητα της πρωτεΐνης CD10 να 

υδρολύει πλήθος ενεργών πεπτιδίων συμπεριλαμβανομένων των αυξητικών και 

χημειοτακτικών παραγόντων. Επομένως είναι πιθανόν η πρωτεΐνη CD10 να εμπλέκεται 

στη διαδικασία επιλογής στα βλαστικά κέντρα των λεμφοζιδίων και στο θύμο αδένα 

αυξάνοντας το όριο των κυτταροκινών που απαιτούνται για την αναστολή την απόπτωση 

των Β και Τ-λεμφοκυττάρων, αντίστοιχα. Τα ευρήματα της παρούσης μελέτης ότι η 

έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 συσχετίζεται θετικά με τον αποπτωτικό δείκτη και 

ότι ο ανοσοφαινότυπος Bcl-6+/CD10+ συσχετίζεται με αυξημένο αποπτωτικό δείκτη 

μπορεί να σχετίζονται με τα αποτελέσματα πρόσφατων μελετών που αναφέρουν ότι η 

έκφραση των πρωτεϊνών αυτών σχετίζεται με ευνοϊκή πρόγνωση στα DLBCL (67). 

Επομένως, θα μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι τα DLBCL που εκφράζουν τις πρωτεΐνες
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Bcl-6 και CD 10 μπορεί να είναι περισσότερο ευαίσθητα στην απόπτωση και επομένως 

στη θεραπεία.

Συμπερασματικά τα ευρήματα της μελέτης αυτής δείχνουν ότι α) η αυξημένη 

έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 συσχετίζεται με αυξημένη απόπτωση και 

κυτταρικό‘πολλαπλασιασμό στα DLBCL, και β) ότι υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 

συσχετίζεται με απουσία ή μειωμένη έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2. Επιπλέον, η θετική 

συσχέτιση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 με την απόπτωση, όπως επίσης και του 

ανοσοφαινοτύπου Bcl-6+/CD10+ με τα αυξημένα επίπεδα απόπτωσης, ενισχύουν τα 

ευρήματα πρόσφατων μελετών που έδειξαν ότι οι δυο αυτές πρωτεΐνες σχετίζονται με 

ευνοϊκή πρόγνωση.

Επομένως, θα μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι τα DLBCL που εκφράζουν τη 

πρωτεΐνη CD10 ή/και τη πρωτεΐνη Bcl-6 είναι περισσότερο ευαίσθητα στην απόπτωση και 

επομένως περισσότερο ευαίσθητα στη θεραπεία.

S.2 Τα διάχυτα Β-λεμφώματα από μεγάλα κύτταρα με ανοσοφαινότυπο κυττάρων 

βλαστικού κέντρου (GCB-DLBCL) συσχετίζονται με υψηλό αποπτωτικό δείκτη, 
υψηλή έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak, και Bid, και χαμηλή 

'έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL
Στη παρούσα μελέτη αναλύθηκε η σχέση του ανοσοφαινότυπου διαφοροποίησης 

Bcl-6/CD10/MUM1/CD138 με την απόπτωση και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό στα 

DLBCL. Επιπλέον, αναλύθηκε το πρότυπο έκφρασης των πρωτεϊνών της Bcl-2 

οικογένειας (Bcl-2, Bcl-XL, Bax, Bak, Bad, και Bid) σε σχέση με τον αποπτωτικό δείκτη και 

το δείκτη πολλαπλασιασμού.

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι τα DLBCL με 

ανοσοφαινότυπο κυττάρων βλαστικού κέντρου (GCB-DLBCL) παρουσιάζουν στατιστικώς 

σημαντικά αυξημένο αποπτωτικό δείκτη, αυξημένη έκφραση των προ-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bax, Bak, και Bid, και χαμηλή έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl- 

XL. Επιπλέον, η έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD 10 που συσχετίζεται με τον 

ανοσοφαινότυπο των GCB-DLBCL έδειξε στατιστικώς σημαντικά θετική συσχέτιση με την 

έκφραση των πρωτεϊνών Bax, Bak, και Bid, και στατιστικώς σημαντικά αρνητική 

συσχέτιση με την έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-XL. Επιπρόσθετα, όπως προαναφέρθηκε η 

έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 συσχετίσθηκε θετικά με τον αποπτωτικό δείκτη. 

Τα ανωτέρω ευρήματα συμφωνούν με τα ευρήματα προηγούμενων μελετών που 

πραγματοποιήθηκαν σε κυτταρικές σειρές στις οποίες διαπιστώθηκε ότι η έκφραση των 

πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 σχετίζεται με αυξημένη απόπτωση. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν οι in vitro μελέτες των Yamochi και συν (93), και Tang και συν (94) που
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μελέτησαν την σχέση της πρωτεΐνης Bcl-6 και της απόπτωσης. Πράγματι, οι Yamochi και 

συν (93) έδειξαν ότι η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 επάγει την απόπτωση των CV1 

και HeLa κυττάρων και ότι της απόπτωσης προηγείται μείωση της έκφρασης των αντί- 

αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-XL. Επιπλέον, οι Tang και συν (94) έδειξαν ότι ο 

διχαλωτός μεταγραφικός παράγοντας AFX ενεργοποιεί την απόπτωση επάγοντας την 

πρωτεΐνη Bcl-6 η οποία άμεσα δεσμεύει τον εκκινητή του γονιδίου Bcl-XL. Τα παραπάνω 

ευρήματα δείχνουν ότι η σημαντική μείωση της έκφρασης της αντί-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bcl-XL που ανιχνεύθηκε στα GCB-DLBCL στη παρούσα μελέτη μπορεί εν μέρη 

να οφείλεται στη μείωση της έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-XL από την υπερέκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-6. Όσο αναφορά τη σχέση της πρωτεΐνης CD10 με την απόπτωση έχει 

υποστηριχθεί ότι η συγκεκριμένη πρωτεΐνη μπορεί να κατατμήσει κυτταροκίνες που έχουν 

προστατευτικό ρόλο στην απόπτωση των Β και Τ-λεμφοκυττάρων. Η ιδιότητα αυτή 

συνδυάζεται με την ικανότητα της πρωτεΐνης CD10 να υδρολύει πλήθος ενεργών 

πεπτιδίων συμπεριλαμβανομένων των αυξητικών και χημειοτακτικών παραγόντων. 

Επομένως, είναι πιθανών η πρωτεΐνη CD10 να εμπλέκεται στη διαδικασία επιλογής των 

λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου και του θύμου αδένα αυξάνοντας το αναγκαίο 

επίπεδο έκφρασης (threshold) των κυτταροκινών που απαιτούνται για την αναστολή τη 

απόπτωσης των Β και Τ-λεμφοκυττάρων.

Στη παρούσα μελέτη βρέθηκε ότι ο ανοσοφαινότυπος διαφοροποίησης κυττάρων 

μη-βλαστικού κέντρου (nonGCB-DLBCL) συσχετίζεται σημαντικά με χαμηλό αποπτωτικό 

δείκτη, χαμηλή έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak, και Bid, και την 

υψηλή έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL. Επιπλέον η έκφραση της 

πρωτεΐνης MUM1, που χαρακτηρίζει τα nonGCB-DLBCL εμφάνισε σημαντική αρνητική 

συσχέτιση με την έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax και Bid και σημαντική 

θετική συσχέτιση με την έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL. Τα ανωτέρω 

ευρήματα φαίνεται να συμφωνούν με τα ευρήματα άλλων μελετών που αναφέρουν ότι τα 

nonGCB-DLBCL παρουσιάζουν ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NFkB 

(nuclear factor-kappa Β). Ο τελευταίος ρυθμίζει θετικά τη μεταγραφή αρκετών αντί- 

αποπτωτικών γονιδίων-στόχων όπως των Bcl-2, Bcl-XL, Α1, TRAF1, TRAF2, c-ΙΑΡ και c- 

ΙΑΡ2. Τα ευρήματα αυτά δείχνουν ότι η υψηλή έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης 

B c I -X l που ανιχνεύθηκε στη παρούσα μελέτη στα ABC-DLBCL οφείλεται εν μέρει στην 

θετική ρύθμιση της έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-XL από τον μεταγραφικό παράγοντα 

NFkB. Ένας άλλος στόχος του μεταγραφικού παράγοντα NFkB είναι το γονίδιο 

IRF4(MUM1/LSIRF), γεγονός που πιθανόν να εξηγεί τη σημαντική θετική συσχέτιση που 

προέκυψε μεταξύ της έκφρασης της πρωτεΐνης MUM1 και της πρωτεΐνης Bcl-XL. Ο IRF4 

είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας απαραίτητος για τον πολλαπλασιασμό των Β και Τ-
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λεμφοκυττάρων και έχει υποστηριχθεί ότι μπορεί να είναι διαμεσολαβητής της δράσης του 

NFkB στα ABC-DLBCL.

Η παρούσα μελέτη έδειξε ότι τα DLBCL εκφράζουν πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl- 

2, όπως οι πρωτεΐνες Bax, Bak, Bad, Bid, και Bcl-xL, και ότι αυτές εκφράζονται σε 

ποσοστά 92%, 52%, 76%, 56%, και 60% αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής 

σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα άλλων μελετών στις οποίες περιγράφεται ότι τα 

νεοπλασματικά κύτταρα των DLBCL εκφράζουν τις πρωτεΐνες Bcl-2, Mcl-1, Bax, και Bak, 

οδηγούν στο συμπέρασμα ότι στη παθογένεση των DLBCL εμπλέκεται ο αποπτωτικός 

μηχανισμός που ρυθμίζεται από την οικογένεια των πρωτεϊνών Bcl-2. Στη παρούσα 

εργασία και σε προηγούμενες μελέτες διαπιστώθηκε ότι στα DLBCL η έκφραση των 

πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 ποικίλει και είναι ετερογενής. Έχει επισημανθεί στη 

βιβλιογραφία ότι η διακύμανση της έκφρασης των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 μπορεί 

να οφείλεται σε ανωμαλίες της γονιδιακής δομής ή/και της έκφρασης. Είναι γνωστό ότι σε 

ορισμένες περιπτώσεις DLBCL η έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 οφείλεται στην 

διαμετάθεση t(14;18) ή στην ενίσχυση του γονιδιακού τόπου του Bcl-2. Η διακύμανση της 

έκφρασης των πρωτεϊνών Bax, Bak, και Bcl-XL που παρατηρήθηκε στη παρούσα μελέτη 

προφανώς δεν οφείλεται σε γενωμικές μεταλλάξεις των αντίστοιχων γονιδίων εφόσον 

άυτές περιγράφονται ιδιαίτερα σπάνια σε λεμφώματα. Η πρωτεΐνη Bad παίζει σημαντικό 

ρόλο στη παθογένεση των DLBCL. Συγκεκριμένα, έχει περιγράφει ότι σε ποντικούς με 

ανεπάρκεια της πρωτεΐνης Bad αναπτύσσονται GCB-DLBCL (76). Με βάση τα ευρήματα 

της παρούσας μελέτης και τα δεδομένα της πρόσφατης βιβλιογραφίας είναι βέβαιο ότι 

απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για την πλήρη κατανόηση των μηχανισμών ρύθμισης της 

έκφρασης των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 στα DLBCL.

Επιπλέον, στη παρούσα μελέτη διαπιστώθηκε ότι ο αποπτωτικός δείκτης 

συσχετίζεται θετικά με την έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak, Bad, και 

Bid και αρνητικά με την έκφραση των αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-XL. Η 

διακύμανση της έκφρασης των αποπτωτικών πρωτεϊνών δικαιολογεί εν μέρη τη 

διακύμανση του αποπτωτικού δείκτη στα DLBCL. Επιπλέον, τα ευρήματα της εργασίας 

αυτής ανέδειξαν ότι ο δείκτης πολλαπλασιασμού (Κί67/ΜΙΒ1) συσχετίζεται θετικά με τον 

αποπτωτικό δείκτη και με την έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak, Bad, 

και Bid, και αρνητικά με τις αντί-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2 και Bcl-Xu. Τα ευρήματα 

αυτά συμφωνούν με τα ευρήματα προηγούμενων μελετών που αναφέρουν ότι στα Β- 

λεμφώματα ο δείκτης πολλαπλασιασμού συσχετίζεται θετικά με τον δείκτη απόπτωσης 

(53), καθώς επίσης και με ευρήματα πρόσφατων μελετών που έδειξαν ότι οι πρωτεΐνες 

Bcl-XL και Bcl-2 αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (79). Ενδιαφέρον είναι ότι 

οι πρωτεΐνες Bcl-2 και Bcl-XL επάγουν την GO παύση του κυτταρικού κύκλου και
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επομένως συμβάλουν στη καθυστέρηση της μετάβασης από την GO στη G1 φάση (43). 

Επιπλέον, άλλες πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2 όπως η Mcl-1 πιθανών να εμπλέκονται 

στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και στη διαφοροποίηση, διατηρώντας ή 

αναστέλλοντας τη κυτταρική βιωσιμότητα σε κρίσιμα σημεία του κυτταρικού κύκλου (44).

Η σχέση των ανοσοφαινοτύπων διαφοροποίησης των DLBCL με την απόπτωση 

πιθανώς επηρεάζει και τη κλινική συμπεριφορά των νεοπλασμάτων. Πράγματι, 

πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι α) η πενταετής επιβίωση των ασθενών με GCB-DLBCL 

ήταν ευνοϊκότερη από αυτή των ασθενών με nonGCB-DLBCL (155) και β) η έκφραση των 

πρωτεϊνών Bcl-6 και CD 10 σχετίζεται με καλύτερη συνολική επιβίωση ενώ η έκφραση της 

πρωτεΐνης MUM1 σχετίζεται με χειρότερη πρόγνωση στα DLBCL (155). Επιπλέον, η 

υψηλή ανοσοιστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης Bax, η οποία στη παρούσα μελέτη 

συσχετίζεται με τα GCB-DLBCL, βρέθηκε ότι σχετίζεται με καλύτερη πενταετή επιβίωση 

στα DLBCL (155). Με βάση τα ανωτέρω ευρήματα θα μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι 

τα GCB-DLBCL είναι περισσότερο ευαίσθητα στην απόπτωση και επομένως στη 

θεραπεία.

Συμπερασματικά, τα ευρήματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι τα GCB-DLBCL 

σχετίζονται με αυξημένη απόπτωση, υψηλή έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών 

Bax, Bak και Bid και χαμηλή έκφραση .της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL. Αντίθετα, 

τα ABC-DLBCL (nonGCB-DLBCL) σχετίζονται με ελαττωμένη απόπτωση, χαμηλή 

έκφραση των πρωτεϊνών Bax, Bak και Bid και υψηλή έκφραση της αντί-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bcl-XL. Δεδομένου ότι προηγούμενες κλινικές μελέτες έδειξαν ότι τα GCB- 

DLBCL εμφανίζουν ευνοϊκή κλινική πορεία θα μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι τα GCB- 

DLBCL είναι περισσότερο ευαίσθητα στην απόπτωση και επομένως περισσότερο 

ευαίσθητα στη θεραπεία.

5.3 Η Ποσοτική ανάλυση της έκφρασης πρωτεϊνών Β-κυτταρικής διαφοροποίησης 

και της απόπτωσης με ανοσοαποτύπωση κατά Western επιβεβαιώνει τα 
ανοσοιστοχημικά αποτελέσματα της μελέτης και αναδεικνύει αυξημένη έκφραση 

της Bcl-2 πρωτεΐνης στα nonGCB-DLBCL.
Η ρύθμιση των πρωτεϊνικών μορίων είναι μια πολυπαραγοντική διαδικασία που 

χαρακτηρίζεται από γενωμικές αλλαγές, πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, ιοντικές μεταβολές, 

και δομικές αναπροσαρμογές. Μικρές μεταβολές στα επίπεδα έκφρασης μιας πρωτεΐνης 

μπορούν να ενεργοποιήσουν ένα μοριακό καταρράκτη προκαλώντας την μαζική 

αναπροσαρμογή κυτταρικών μηχανισμών όπως αυτών της απόπτωσης και του 

κυτταρικού κύκλου. Μολονότι η ανοσοιστοχημική μελέτη ενός δείγματος παραφίνης μας 

επιτρέπει να ανιχνεύσουμε τα ποσοστά έκφραση των πρωτεϊνών ενός κυτταρικού
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πληθυσμού αξιοποιώντας παράλληλα τη συλλογή ενός μεγάλου αρχειακού υλικού 

(παθολογικού και φυσιολογικού) από τα παθολογοανατομικά τμήματα, δεν επιτρέπει την 

μελέτη της ακριβούς ποσοτικής μεταβολής των εν λόγω μορίων. Για το λόγο αυτό 

προχωρήσαμε στην απομόνωση 24 (12 GCB-DLBCL, 12 nonGCB-DLBCL) συνολικών 

πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από τα 79 δείγματα παραφίνης DLBCL με σκοπό την 

περαιτέρω ανάλυση τους με ανοσοαποτύπωση κατά Western. Σε πρώτη φάση σκοπός 

της μελέτης μας ήταν να αναπτύξουμε μια μεθοδολογία εκχύλισης πρωτεϊνών από 

ιστοτεμάχια παραφίνης που θα μας έδιναν δομικά ακέραια πρωτεϊνικά μόρια. Υπάρχουν 

αρκετές αναφορές στη βιβλιογραφία που υποστηρίζουν ότι συντηρητικά ιστών όπως η 

φορμαλδεΰδη προκαλούν ισχυρές μεταβολές στη τριτοταγή δομή των πρωτεϊνών και 

καθιστούν την απομόνωση και την ανίχνευση τους αδύνατη (167, 168). Η μεθοδολογία 

εκχύλισης με βάση την μελέτη των Tomita και συν (153) έδειξε ότι σε ένα ποσοστό 

περιπτώσεων είναι εφικτή η μελέτη πρωτεϊνών από ιστούς παραφίνης.

Σε πρώτο στάδιο πιστοποιήθηκε η ακριβής ανοσοαποτύπωση της πρωτεΐνης Β- 

κυτταρικής διαφοροποίησης BCL-6 σε κατεψυγμένο ιστό δείγματος GCB-DLBCL η οποία 

και ανέδειξε ανοσοαποτύπωμα μεγέθους 83KD . Η ανίχνευση της πρωτεΐνης BCL-6 στο 

ίδιο μοριακό βάρος εντοπίστηκε και σε δείγματα παραφίνης GCB-DLBCL . Όπως 

■αναμενόταν στα nonGCB-DLBCL περιστατικά δεν ανιχνεύθηκε έκφραση της πρωτεΐνης 

BCL-6. Ακολούθησε η ανίχνευση των πρωτεϊνών BCL-2 και B c IX l σε κατεψυγμένο ιστό 

και σε δείγματα παραφίνης. Από μεθοδολογική σκοπιά επιβεβαιώθηκε η δυνατότητα 

χρήσης αρχειακού παθολογικού υλικού και ανάκτησης ακέραιων πρωτεϊνικών μορίων με 

σκοπό την άμεση ποσοτικοποίηση τους.

Στη συνέχεια ακολούθησε η ποσοτική ανάλυση των πρωτεϊνών Bcl-6, Bcl-2, και 

BcIXl η οποία και επιβεβαίωσε τα ανοσοιστοχημικά αποτελέσματα. Συγκεκριμένα, 

βρέθηκε ότι οι GCB-DLBCL περιπτώσεις παρουσιάζουν αυξημένη έκφραση της 

πρωτεΐνης Bcl-6, ενώ οι nonGCB-DLBCL περιπτώσεις δεν εξέφραζαν την πρωτεΐνη Bcl-6. 

Η έκφραση των αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-XL ήταν υψηλότερη (1,5 fold και 8 

fold, αντίστοιχα) στις περιπτώσεις των nonGCB-DLBCL σε σχέση με τις περιπτώσεις των 

GCB-DLBCL, ενώ η έκφραση των Bax, Bak, Bad και Bid ήταν υψηλότερη (9,5 fold, 7 fold, 

5 fold και 6 fold, αντίστοιχα) στις περιπτώσεις των GCB-DLBCL σε σχέση με τις 

περιπτώσεις των nonGCB-DLBCL .

Συμπερασματικά θα μπορούσαμε να πούμε ότι η πρωτεϊνική εκχύλιση από ιστούς 

παραφίνης και η ποσοτική ανάλυση τους κατά Western επιβεβαίωσε τα ανοσοιστοχημικά 

αποτελέσματα της μελέτης, την δυνατότητα αξιοποίησης του αρχειακού μας υλικού.
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5.4 Ανίχνευση αριθμητικών ανωμαλιών και της διαμετάθεσης του γονιδίου Bcl-2 
στο DLBCL
Τα τελευταία χρόνια η εφαρμογή της τεχνικής του FISH γνωρίζει ραγδαία ανάπτυξη τόσο 

σε ερευνητικό όσο και σε διαγνωστικό επίπεδο (126-147). Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι 

οι συχνότερες κυτταρογενετικές ανωμαλίες στο DLBCL είναι αυτές των γονιδίων Bcl-2 και 

Bcl-6 (148,149). Στη παρούσα εργασία μελετήθηκαν οι πιθανές αριθμητικές ανωμαλίες 

και η διαμετάθεση του γονιδίου Bcl2 με τη μέθοδο του FISH. Διαμετάθεση 

t(14;18)(q32;q21) ανιχνεύθηκε σε 3/19 (13,9%) περιπτώσεις DLBCL που μελετήθηκαν. 

Όλες οι περιπτώσεις με διαμετάθεση ανήκαν στον ιστογενετικό υπότυπο του GCB-DLBC 

γεγονός το οποίο δείχνει ότι η διαμετάθεση t(14;18) παίζει σημαντικό ρόλο στην 

παθογένεση του GCB-DLBC όπως άλλωστε και του θηλακιώδους/οζώδους λεμφώματος. 

Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι ή διαμετάθεση t(14;18) ανευρίσκεται περίπου στο 20% 

των DLBCL και ότι παρατηρείται κυρίως (35%) στον υπότυπο του GCB-DLBCL (149). Η 

απουσία ανίχνευσης της διαμετάθεσης t(14;18) στον υπότυπο του nonGCB-DLBC 

στηρίζει την ήδη διαμορφωμένη άποψη ότι τα GCB-DLBC και τα non GCB-DLBC είναι 

διακριτές οντότητες όσον αφορά την παθογένεσή τους; Σε προηγούμενες μελέτες η 

διαμετάθεση t(14; 18) έχει συσχετιστεί με την έκφραση του mRNA και της πρωτεΐνης του 

γονιδίου Bcl-2 στο GCB-DLBCL γεγονός το οποίο δείχνει ότι η διαμετάθεση t(14;18) είναι 

ο κύριος μηχανισμός υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2 στον ιστογενετικό υπότυπο των 

GCB-DLBCL (148). Ωστόσο, υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 παρατηρείται και στον 

υπότυπο του nonGCB-DLBC απουσία της διαμετάθεσης t(14;18). Το εύρημα αυτό δείχνει 

ότι προφανώς υπάρχουν εναλλακτικοί μηχανισμοί ενεργοποίησης του γονιδίου Bcl-2 

όπως ενεργοποίηση του δικτύου ρύθμισης του NF-κΒ ή ενίσχυση του γονιδίου Bcl-2. 

Πράγματι, μελέτες συγκριτικού γενωμικού υβριδισμού (CGH) έδειξαν ότι στο 20% των 

περιπτώσεων των DLBCL παρατηρείται ενίσχυση του γονιδιακού τόπου 18q (53). 

Επιπλέον, στη παρούσα μελέτη και στην μελέτη των Igbalhai και συν (58) ανιχνεύθηκε 

ενίσχυση του γονιδίου 18q21 στα nonGCB-DLBC η οποία συσχετίστηκε με υπερέκφραση 

της πρωτεΐνης Bcl-2. Τα ευρήματα της μελέτης αυτής αλλά και προηγούμενων μελετών 

δείχνουν ότι στους δύο κύριους ιστογενετικούς υπότυπους των DLBCL εμπλέκονται 

διαφορετικοί μηχανισμοί υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2.

5.5 Ανοσοιστοχημική έκφραση του VEGF στο DLBCL
Η αγγειογένεση όπως επίσης και η ανοσοιστοχημική έκφραση πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται στην αγγειογένεση έχουν μελετηθεί ελάχιστα στο DLBCL. Στην παρούσα 

μελέτη αναδείχτηκε έκφραση του VEGF στα νεοπλασματικά κύτταρα των περισσότερων 

περιπτώσεις των DLBCL που μελετήθηκαν. Δεν ανευρέθηκαν στατιστικώς σημαντικές
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διαφορές στην έκφραση της πρωτεΐνης VEGF μεταξύ των δύο κύριων ιστογενετικών 

υπότυπων του DLBCL. Ανάλογα είναι τα ευρήματα πρόσφατης μελέτης του Gratzinger 

και συν (151). Επιπλέον, ο Gratzinger και συν (151) μελέτησαν την μικροαγγειακή 

πυκνότητα (microvessel density, MVD) του νεοπλασματικού ιστού και την έκφραση των 

VEGFR1 και VEGFR2 στα νοεπλασματικά κύτταρα και βρήκαν ότι η έκφραση του VEGF 

συσχετίζεται με την MVD και την έκφραση των VEGFR1 και VEGFR2 στο DLBCL. 

Πράγματι, in vitro μελέτες έδειξαν ότι ο VEGF πιθανώς να έχει ένα διπλό ρόλο στην 

λεμφωματογένεση δρώντας τόσο ως αγγειογενετικός παράγοντας μέσω του VEGFR2 όσο 

και ως παράγοντας που επάγει την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων 

• μέσω του VEGFR1. Στην παρούσα μελέτη η έκφραση του VEGFR δεν συσχετίστηκε με 

τον δείκτη πολλαπλασιασμού, τον δείκτη απόπτωσης και πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τα 

δύο αυτά κυτταρικά φαινόμενα. Απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για την διερεύνηση της 

πιθανής αυτοκκρινούς δράσης του VEGF στο DLBCL.
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6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Η ανάλυση των αποτελεσμάτων της παρούσας μελέτης έδειξε:

1) Αυξημένη έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD-10 συσχετίζεται με αυξημένη 

απόπτωση και κυτταρικό πολλαπλασιασμό στο DLBCL.

2) Αυξημένη έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 συσχετίζεται θετικά με 

αυξημένη έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak, και Bid και 

αρνητικά με την έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνη Bcl-XL στο DLBCL.

3) Αυξημένη έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-6 συσχετίζεται με αρνητική 

(μηδενική/ελαττωμένη) έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 στο 

DLBCL.

4) Το πρότυπο έκφρασης Bcl6+/CD10+ συσχετίζεται θετικά με τον αποπτωτικό 

δείκτη στο DLBCL.

5) Η έκφραση της πρωτεΐνης MUM1 συσχετίζεται αρνητικά με την έκφραση των προ- 

αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax και Bid και θετικά με την έκφραση της αντί- 

αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL στο DLBCL.

6) Τα GCB-DLBCL παρουσιάζουν σημαντικά υψηλότερη έκφραση των προ- 

, αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak, και Bid καθώς και υψηλότερο αποπτωτικό

δείκτη σε σχέση με τα nonGCB-DLBCL.

7) Τα GCB-DLBCL παρουσιάζουν σημαντικά χαμηλότερη έκφραση της αντΙ- 

αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL σε σχέση με τα nonGCB-DLBCL.

8) Η ποσοτική ανάλυση της έκφρασης πρωτεϊνών Β-κυτταρικής διαφοροποίησης και 

της απόπτωσης με ανοσοαποτύπωση κατά Western επιβεβαίωσε τα 

ανοσοιστοχημικά αποτελέσματα της μελέτης.

9) Στους δύο κύριους ιστογενετικούς υπότυπους των DLBCL (GCB-DLBCL και 

nonGCB-DLBCL) εμπλέκονται διαφορετικοί μηχανισμοί υπερέκφρασης της 

πρωτεΐνης Bcl-2. Στον υπότυπο GCB-DLBCL η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl- 

2 οφείλεται στην διαμετάθεση t(14;18) ενώ στον υπότυπο nonGCB-DLBCL στην 

ενίσχυση του γονιδίου Bcl-2.

10) Η πρωτεΐνη VEGF εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στο DLBCL και δεν συσχετίζεται 

με τους ιστογενετικούς υπότυπους του λεμφώματος ή την έκφραση πρωτεϊνών της 

απόπτωσης και του κυτταρικού πολλαπλασιασμού.
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7. ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Σκοπός αυτής της μελέτης ήταν η περαιτέρω διερεύνηση των μηχανισμών 

παθογένεσης των DLBCL μέσω συνδυασμένης ανάλυσης του ιστογενετικού φαινοτύπου, 

του κυτταρικού κύκλου, της απόπτωσης, της αγγειογένεσης, και των κυτταρογενετικών 

ανωμαλιών σε σχέση με την ιστογενετική προέλευση των DLBCL.

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν 79 περιπτώσεις πρωτοπαθών DLBCL για την 

ανοσοιστοχημική έκφραση α) των πρωτεϊνών Β-κυτταρικής διαφοροποίησης CD10, Bcl-6, 

MUM1, CD138, β) των αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-XL, και των προ- 

αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak, Bad και Bid και γ) της αγγειγενετικής πρωτεΐνης 

VEGF. Οι πρωτεΐνες Β-κυτταρικής διαφοροποίησης καθώς και οι αποπτωτικές πρωτεΐνες 

μελετήθηκαν και με την μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Επιπλέον 

μελετήθηκε ο αποπτωτικός δείκτης με τη μέθοδο TUNEL και οι πιθανές αριθμητικές 

ανωμαλίες και η διαμετάθεση του γονιδίου Bcl-2 (t(14;18)) με τη μέθοδο FISH. Τα 

αποτελέσματα της μελέτης αυτής συσχετίστηκαν με τον δείκτη πολλαπλασιασμού 

(ΚΪ67/ΜΙΒ1) και πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τον κυτταρικό κύκλο (ρ21, ρ16, ρ27, κυκλίνη Α, 

• κυκλίνη Β1, κυκλική D3, Rb και ρ53) (αποτελέσματα προηγούμενων μελετών)

Στην παρούσα μελέτη η έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 και CD10 συσχετίστηκε 

θετικά με τον δείκτη πολλαπλασιασμού (r=0.328, ρ=0.003 και r=0.296, ρ=0.008 

αντίστοιχα), τον αποπτωτικό δείκτη (r=0.327, ρ=0.010 και r=0.397, ρ=0.001 αντίστοιχα), 

την έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax (r=0.659, ρ<0.001 και r=0.240, 

ρ=0.033, αντίστοιχα), Bak (r=0.391, ρ<0.001 και r=0.233, ρ=0.039, αντίστοιχα) και Bid 

(r=0.652, ρ<0.001 και r=0.238, ρ=0.035, αντίστοιχα) και αρνητικά με την έκφραση των 

αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-XL (r=-0.536, ρ<0.001 και r=-0.250, ρ=0.029, 

αντίστοιχα) και Bcl-2 (X2 test, ρ=0.002). Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι οι περιπτώσεις των 

DLBCL με ανοσοφαινότυπο Bcl-6+/CD10+ είχαν σημαντικά αυξημένο αποπτωτικό δείκτη 

σε σχέση με τις περιπτώσεις που είχαν ανοσοφαινότυπο Bcl-6-/CD10+, Bcl-6+/CD10-, 

Bcl-6-/CD10- (t-test p=0.014 και Mann Whitney test p=0.046). Τα ευρήματα αυτά φαίνεται 

να ενισχύουν την πρόσφατα δημοσιευμένη άποψη ότι η έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-6 

και CD10 συσχετίζεται με ευνοϊκή κλινική πορεία των ασθενών με DLBCL και θα 

μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι οι Bcl-6 και οι CDIO-θετικές περιπτώσεις είναι 

περισσότερο ευαίσθητες στην απόπτωση και επομένως ανταποκρίνονται καλύτερα στην 

χημειοθεραπεία.

Στη παρούσα μελέτη δύο κύριοι ανοσοφαινότυποι διαφοροποίησης 

αναγνωρίσθηκαν: α) ανοσοφαινότυπος παρόμοιος με αυτόν των Β-λεμφοκυττάρων του 

βλαστικού κέντρου (GCB-DLBCL) (CD10+/-, Bcl-6+, MUM1-, CD138-)(31/79 περιπτώσεις)

89



ΔΙΑΧΥΤΟ Β-ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΠΕΡΙΛΗΨΗ

και β) ανοσοφαινότυττος που δεν ομοιάζει με αυτόν των Β-λεμφοκυττάρων του βλαστικού 

κέντρου (nonGCB-DLBCL) (CD10-, Bcl-6+/-, MUM1+, CD138-)(48/79 περιπτώσεις). 

Διαπιστώθηκε ότι οι περιπτώσεις των GCB-DLBCL εμφανίζουν σημαντικά υψηλότερο 

αποπτωτικό δείκτη και έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak και Bid σε 

σχέση με τις περιπτώσεις nonGCB-DLBCL (ρ=0.045, ρ=0.018, ρ=0.003 και ρ=0.0034 

αντίστοιχα). Αντίθετα ήταν τα αποτελέσματα όσον αφορά την έκφραση της αντί- 

αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL (ρ=0.026). Επιπλέον, η έκφραση της πρωτεΐνης MUM1, η 

οποία κυρίως χαρακτηρίζει τα nonGCB-DLBCL, έδειξε σημαντική αρνητική συσχέτιση με 

την έκφραση των αντί-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bak (r=-0.276, ρ=0.037) και Bid (r=-

0.266, ρ=0.018) και θετική συσχέτιση με την αντί-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-xL (r=0.238, 

ρ=0.037). Συμπερασματικά, η παρούσα μελέτη έδειξε ότι τα GCB-DLBCL σχετίζονται με 

αυξημένη απόπτωση, υψηλή έκφραση προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών και χαμηλή 

έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL. Αντίθετα τα nonGC-DLBCL 

συσχετίζονται με ελαττωμένη απόπτωση, χαμηλή έκφραση των προ-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bax, Bak,και Bid και υψηλή έκφραση της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-XL. 

Δεδομένου ότι προηγούμενες κλινικές μελέτες έδειξαν ότι τα GCB-DLBCL εμφανίζουν 

ευνοϊκή κλινική πορεία θα μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι τα GCB-DLBCL είναι 

περισσότερο ευαίσθητα στην απόπτωση και επομένως περισσότερο ευαίσθητα στη 

θεραπεία.

Στη παρούσα μελέτη προχωρήσαμε στην απομόνωση 24 συνολικών πρωτεϊνικών 

εκχυλισμάτων (12 GCB-DLBCL, 12 nonGCB-DLBCL) από τα 79 δείγματα παραφίνης 

DLBCL με σκοπό την περαιτέρω ανάλυση τους με ανοσοαποτύπωση κατά Western. Σε 

πρώτη φάση σκοπός της μελέτης μας ήταν να αναπτύξουμε μια μεθοδολογία εκχύλισης 

πρωτεϊνών από ιστοτεμάχια παραφίνης που θα μας έδιναν δομικά ακέραια πρωτεϊνικά 

μόρια. Από μεθοδολογική σκοπιά επιβεβαιώθηκε η δυνατότητα χρήσης αρχειακού 

παθολογικού υλικού και ανάκτησης ακέραιων πρωτεϊνικών μορίων με σκοπό την άμεση 

ποσοτικοποίηση τους. Στη συνέχεια ακολούθησε η ποσοτική ανάλυση των πρωτεϊνών 

Bcl-6, Bcl-2, Bax, Bak, Bid και Bcl-XL η οποία και επιβεβαίωσε τα ανοσοιστοχημικά 

αποτελέσματα της παρούσας μελέτης.

Στη παρούσα εργασία μελετήθηκαν οι πιθανές αριθμητικές ανωμαλίες και η 

διαμετάθεση του γονιδίου Bcl2 με τη μέθοδο του FISH. Διαμετάθεση t(14; 18)(q32;q21) 

ανιχνεύθηκε σε 3/19 (13,9%) περιπτώσεις DLBCL που μελετήθηκαν. Όλες οι 

περιπτώσεις με διαμετάθεση ανήκαν στον ιστογενετικό υπότυπο του GCB-DLBC γεγονός 

το οποίο δείχνει ότι η διαμετάθεση t(14;18) παίζει σημαντικό ρόλο στην παθογένεση του 

GCB-DLBC. Επιπλέον, στη παρούσα μελέτη ανιχνεύθηκε ενίσχυση του γονιδίου 18q21 

αποκλειστικά σε ABC-DLBCL. Τα ευρήματα της μελέτης αυτής αλλά και προηγούμενων
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μελετών δείχνουν ότι στους δύο κύριους ιστογενετικούς υττότυπους των DLBCL 

εμπλέκονται διαφορετικοί μηχανισμοί υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2.

Στην παρούσα μελέτη αναδείχτηκε έκφραση του VEGF στα νεοπλασματικά 

κύτταρα των περισσότερων περιπτώσεις των DLBCL που μελετήθηκαν. Δεν 

ανευρέθήκαν στατιστικώς σημαντικές διαφορές στην έκφραση της πρωτεΐνης μεταξύ των 

δύο κύριων ιστογενετικών υπότυπων του DLBCL. Επιπλέον, η έκφραση του VEGF δεν 

συσχετίστηκε με τον δείκτη πολλαπλασιασμού, τον δείκτη απόπτωσης και πρωτεΐνες που 

ρυθμίζουν τα δύο αυτά κυτταρικά φαινόμενα. Απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για την 

διερεύνηση της πιθανής αυτοκκρινούς δράσης του VEGF στο DLBCL.
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8. ABSTRACT

There is increasing evidence that bcl6 and CD10 expression may be related to 

apoptosis and cell cycle progression. Therefore, 79 cases of de novo diffuse large B-cell 

lymphomas were studied for the expression of bcl6 and CD10 proteins in relation to a) the 

apoptotic index, b) the proliferation-associated proteins Ki67, cyclin A and cyclin B1 and c) 

the expression of the bcl2, p53, Rb, p16 and p27 proteins. Expression of bcl6, CD10 and 

bcl2 proteins was found in 54/79 (68%), 28/79 (35%) and 47/74 (63%) cases, 

• respectively. The bcl6/CD10 patterns were as follows: bcl6+/CD10+ (26 cases, 32%), 

bcl6+/CD10- (28 cases, 33%), bcl6-/CD10- (23 cases, 31%) and bcl6-/CD10+ (2 cases, 

4%). Significant positive correlations were found between bcl6/Ki67 (r=0.328, p=0.003), 

bcl6/cyclin A (r=0.265, p=0.018), bc!6/apoptotic index (r=0.327, p=0.010), CD10/Ki67 

(r=0.296, p=0.008) and CD10/apoptotic index (r=0.397, p=0.001). In addition, high 

expression of bcl6 showed significant correlation with negative (null/low) bcl2 expression 

(Chi-Square test, p=0.002). The above findings indicate that increased expression of the 

bcl6 and CD10 proteins is associated with increased apoptosis and proliferation in diffuse 

large B-cell lymphomas. The association between increased bcl6 expression and 

enhanced apoptosis might be due, at least in part, to the null/low bcl2 expression since 

previous in vitro data showed that bcl6 overexpression induces apoptosis accompanied by 

bcl2 and bcl-xl down regulation. Moreover, significant correlation was found between 

increased apoptotic index and the bcl6+/CD10+ pattern (T-test: p=0.014, Mann-Whitney 

test: p=0.046). This finding and the positive correlation of the apoptotic index with bcl6 

and CD10 expression may be related to previous results showing that the expression of 

these proteins has favorable effects on the clinical outcome of diffuse large B-cell 

lymphomas.

An aim of this study was to analyze the relations between differentiation 

immunophenotypes and the status of apoptosis and proliferation in diffuse large B-cell 

lymphomas. Therefore, the bcl6/CD10/MUM1/CD138 differentiation immunophenotypic 

profiles were studied in relation to a) the apoptotic index, b) the apoptosis-associated bcl2 

family proteins bcl2, bcl-xl, bax, bak, bad and bid, c) the proliferation index (Ki67) and d) 

the cell cycle proteins cyclin A, cyclin B1, cyclin D3, cyclin E, p53, Rb, p16 and p27 in 79 

cases of diffuse large B-cell lymphomas. Two major differentiation immunophenotypic 

profiles were distinguished: the germinal center B-cell-like profile; 31 cases 

(bcl6+/CD10+/MUM1-/CD138-: 29 cases and bcl6-/CD10+/MUM1-/CD138-: 2 cases) and 

the non-germinal center B-cell-like profile (bcl6±/CD10-/MUM1+/CD138-); 48 cases. The
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expression of bax, bak and bid and the apoptotic index were significantly higher in the 

germinal center B-cell-like profile than in the non-germinal center B-cell-like profile 

(p=0.045, p=0.018, p=0.003 and p=0.034, respectively). In contrast, the expression of bcl- 

xl was significantly lower in the germinal center B-cell-like profile than in the non-germinal 

center B-cell-like profile (p=0.026). The expression of bcl6 and CD10 showed significant 

positive correlation with the expression of bax (r=0.659, p<0.001 and r=0.240, p=0.033, 

respectively), bak (r=0.391, p<0.001 and r=0.233, p=0.039, respectively) and bid (r=0.652, 

p<0.001 and r=0.238, p=0.035, respectively) and significant negative correlation with the 

expression of bcl-xl (r=-0.536, p<0.001 and r=-0.250, p=0.029, respectively). The 

expression of MUM1 showed significant negative correlation with the expression of bax 

(r=-0.276, p=0.014) and bid (r=-0.266, p=0.018) and significant positive correlation with 

the expression of bcl-xl (r=0.238, p=0.037). The above findings indicate that diffuse large 

B-cell lymphomas with germinal center B-cell-like immunophenotypic profile are 

associated with increased apoptosis status, high expression of the pro-apoptotic proteins 

bax, bak and bid and low expression of the anti-apoptotic protein bcl-xl. On the basis of 

the above results, it could be hypothesized that germinal center B-cell-like diffuse large B- 

cell lymphoma may be more susceptible to apoptosis and, as a consequence, may be 

more sensitive to treatment

In the present study we analyzed the levels of expression of Bcl-6, Bcl-2 and 

BclXL by means of immunoblotting and densitometry in 24 total protein extracts isolated 

from 24 paraffin embedded cases of de novo DLBCL (12 GCB-DLBCL, 12nonGCB- 

DLBCL). The primary aim of this experiment was to compare a semi quantitative method 

such us immunohistochemistry to a fully quantitative method such us western blotting and 

densitometry in order to identify even the slightest differences in expression levels, since it 

is well documented that the functional role of these proteins lies on their concentration 

along the mitochondrial membrane. Another aim of this study was to apply an isolation 

methodology for extraction of structurally intact molecules from paraffin embedded 

tissues. SDS page analysis revealed that the extraction procedure we describe in the 

present study achieves in doing so. Furthermore, western blotting and densitometry 

analysis revealed that the immunohistochemical results are in agreement with the 

quantitative analysis.

In the present study we also examined 19 De novo  DLBCL specimens using 

interphase fluorescence in situ hybridization (FISH) and immunohistochemistry on 

paraffin-embedded tissues. Interphase fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis 

was performed to evaluate the Bcl-2 gene using IGH/BCL-2 and CEP18 centromere Λ
Vv Ujf

probes (Vysis). When extra Bcl-2 gene signals were observed in each tumour cell'and ̂
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when these signals were in proportion to the extra CEP18 probe signals, we regarded the 

findings as indicating the presence of an additional chromosome 18; when extra Bcl-2 

signals were observed but additional CEP18 signals were not, we regarded the findings 

as indicating the presence of gene amplification. A panel of 3 antigens (CD10, Bcl-6, and 

MUM-1) was applied to categorize each case as either a "germinal center B-cell (GCB) 

phenotype” or a "non-GCB phenotype.” Of the 19 cases examined, FISH analysis 

revealed that t(14;18) was detected in 13,9% from which the 26% were classified as 

having a "GCB phenotype". None of the “ non-GCB phenotype" cases revealed a t(14;18) 

translocation. Extra Bcl-2 gene signals were detected in 26,2% examined. Extra Bcl-2 

* gene signals were predominantly detected in DLBCL with the "non-GCB phenotype” ; 

these cases, stained strongly positive for Bcl-2. In summary, our results confirmed the 

findings of previous reports indicating that t(14;18) is found in DLBCL specimens 

exhibiting a “GCB phenotype” and is associated with increased expression of Bcl-2 

protein. Furthermore, an additional chromosome 18 and/or Bcl-2 gene amplification were 

associated with a “non-GCB phenotype." DLBCL specimens with Bcl-2 protein 

overexpression can be divided into at least two heterogeneous molecular groups, and this 

observation should be considered when analyzing the clinicopathologic features of 

DLBCL.

In recent years numerous studies have been made regarding the involvement of 

angiogenesis in cancer (116-125). In the present study we examined the 

immunohistochemical expression of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in 79 

cases of de novo DLBCL. We found that the expression status of VEGF was high (59/79 

cases 80% were immunopositive) and did not show any significant correlations with 

respect to DLBCL subtypes (GCB-DLBCL, nonGCB-DLBCL) and the expression of 

apoptosis and proliferation related proteins. Further studies need to be made in order to 

understand the involvement of VEGF in the formation and progression of DLBCL.
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