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Π Ρ Ο Λ Ο Γ Ο Σ

Η  προθυμοσίνη α είναι μια μικρή, όξινη, πυρηνική ογκο-πρω τεΐνη με ευρεία ισπκή 

και φυλογενετική κατανομή, της οποίας ο βιολογικός ρόλος είναι οτενά συνδεδεμένος 

με την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και την αναστολή της αποπτωτικής 

διαδικασίας. Η  ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου της προθυμοσίνης α βρίσκεται 

κάτω από τον έλεγχο των μετσγραφικών παραγόντων c-m yc, E2F-1 και ρ53. Η  

παραθυμοσϊνη, μια πρωτεΐνη με σημαντικές ομοιότητες με την προθυμοσίνη α, 

εμπλέκεται επίσης στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Τα  επίπεδα των δύο πρωτεϊνών 

είναι αυξημένα σε ταχέως αναπτυσσόμενους φυσιολογικούς ιστούς και σε καρκινικούς 

ιστούς.

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε για  πρώτη φορά η έκφραση της προθυμοσίνης 

α και της παραθυμοσίνης σε ανθρώπινο θυρεοειδικό ιστό και m o συγκεκριμένα σε 

καλοήθη και κακοήθη νεοπλάσματα του αδένα. Η  έκφραση της προθυμοσίνης α 

μελετήθηκε τόσο σε επίπεδο m R N A  (R T-P C R ) όσο και σε επίπεδο πρωτεΐνης (E L IS A , 

ανοσοϊστοχημεία). Ο ι πιθανοί πολυμορφισμοί του γονιδίου της προθυμοσίνης α 

αναζητήθηκαν με την μέθοδο διαμόρφωσης μονής αλύσου του D N A  (SSCP). 

Επιπρόσθετα διερευνήθηκε ανοσοΐστοχημυςά ο ρόλος των μετσγραφικών παραγόντω ν 

προθυμοσίνη α, E2F-1 και ρ53 και των αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bax στην 

ρύθμιση του πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης τω ν θυλακιωδών κυττάρων του 

θυρεοειδούς. Η  in situ ανίχνευση της απόπτωσης στα νοσήματα του θυρεοειδούς 

πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο T U N E L

Η  παρούσα εργασία εκπονήθηκε στα Εργαστήρια Βιολογικής Χημείας και 

Παθολογικής Ανατομίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιω σννίνω ν και στο 

Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας του Τμήματος Χημείας του Πανεπιστημίου Π α τρώ ν.

Άμεσος ετηβλέπων της διατριβής ήταν ο Καθηγητής κ. Α . Τσατσούλης, τον οποίο 

ευχαριστώ για  την συνεχή και ουσιαστική καθοδήγηση που μου παρείχε κατά τη ν 

διάρκεια της εργασίας. Ευχαριστώ την Καθηγήτρια κ. Β. Μ α λσ μου-Μ ήτσ η, 

επιβλέπουσα της διατριβής, για  το αμείωτο ενδιαφέρον που επέδειξε και τις πολύτιμες 

συμβουλές που μου προσέφερε. Ευχαριστώ θερμά τη ν Αναπληρώ τρια Κα θηγήτρια  κ.



Μ. Φ ράγκου-Λ αζαρίδη, επιβλέπουσα της διατριβής, η συμβολή της οποίας στην 

ολοκλήρωση της παρούσας εργασίας ήταν καταλυτική και η πλέον σημαντική.

Ιδιαίτερα θα ήθελα να  ευχαριστήσω τον Επίκουρο Καθηγητή κ. Ε. Φριλίγγο, μέλος 

της επταμελοΰς εξεταστικής επιτροπής, γ ια  τις εποικοδομητικές συζητήσεις και τις 

εύστοχες υποδείξεις κατά την διάρκεια  της εκπόνησης της εργασίας. Θερμές ευχαριστίες 

θα  ήθελα να  απευθύνω  και στα υπόλοιπα  μέλη της επταμελούς εξεταστικής επιτροπής 

κα ι m o  συγκεκριμένα στην Καθηγητή κ. Ν. Α γνάντη, στον Καθηγητή κ. Ν. Παυλίδη 

κα ι στον Α ναπληρωτή Καθηγητή κ. Δ. Στεφάνου.

Θερμές ευχαριστίες θέλω να  απευθύνω  στον Δ ιδάκτορα κ. Γ. Βαρθολομάτο γ ια  τις 

εποικοδομητικές συζητήσεις κα ι την βοήθεια που μου προσέφερε καθ' όλη την διάρκεια 

της διατριβής.

Οφείλω επίσης ένα  μεγάλο ευχαριστώ τον  Επίκουρο Καθηγητή κ. Α. Αλετρά, του 

Τμήματος Χημείας του Π ανεπιστημίου Π ατρών, γ ια  την εκμάθηση της ενζυμοσύνδετης 

ανοσοπροσροφητικής μεθόδου (ELISA) κα ι γ ια  την προσφορά του αντισώματος έναντι 

της προθυμοσίνης α.

Ευχαριστώ θερμά τον  Διευθυντή της Π αθολογικής Κ λινικής του Γ. Ν. Νοσοκομείου 

Φ ιλιατών κ. Γ. Τσώνη γ ια  την κατανόηση που επέδειξε κα ι τις διευκολύνσεις που μου 

παρείχε ώστε ν α  ολοκληρωθεί η παρούσα εργασία.

Επίσης θα ήθελα ν α  εκφράσω τις ευχαριστίες μου προς όλα τα μέλη του 

Εργαστηρίου Βιολογικής Χημείας γ ια  τη ν  άψ ογη , εποικοδομητική και ευχάριστη 

συνεργασία μας. Ιδ ια ίτερα  ευχαριστώ τους Δ ιδάκτορες I. Σαΐνη  και Κ. Βαρέλη, τους 

Υ ποψ ήφιους Δ ιδάκτορες G. M artic κα ι Α. Σκύρλα κα ι την συνάδελφο Ιατρό Μ. 

Α νδρίκουλα. Έ να μεγάλο ευχαριστώ οφείλω στην Βιοχημικό X. Τσέπη και στον Φυσικό 

X. Γρηγοριάδη γ ια  τη ν  συνεχή ηθική υποστήριξη που μου προσέφεραν όλα αυτά τα 

χρόνια .

Τέλος, θα ήθελα να  ευχαριστήσω την οικογένειά μου γ ια  την ηθική και υλική 

υποστήριξη που μου παρείχε όλα τα  χρό ν ια  των σπουδών μου.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 1

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 . Προθομοσίνη α και θομοσίνη α ΐ.

Απομόνω ση και πρωτοταγής δομή.

Η  προθομοσίνη α είναι μια μικρή, όξινη, πυρηνική πρωτεΐνη με ασυνήθιστη 

πρωτοταγή δομή, η οποία απομονώθηκε για πρώτη φορά σε θύμο αδένα επίμυος και 

θεωρήθηκε πρόδρομο μόριο του ανοσοενεργοό πεπτιδίου θομοσίνη α ΐ (H aritos et al.,

1984).

To  1975 απομονώθηκε από εκχύλισμα θύμου αδένα μόσχου ένα βιολογικά 

ανοσοενεργό παρασκεύασμα που ονομάστηκε θομοσίνη κλάσμα 5 (thym osin fraction 

5, TF -5 ), το οποίο περιελάμβανε 40-50 περίπου διαφορετικά πεπτίδια με μοριακά βάρη 

από 1000 έως 14000 kDa και ιοοηλεκτρικά σημεία από 4 έως 8 (H ooper et al.f 1975, Lo w  

and Goldstein, 1979). To  TF -5  πιστεύεται ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην 

διαφοροποίηση, στην ωρίμανση και στην λειτουργικότητα τω ν Τ  λεμφοκυττάρων (Z a tz 

et al., 1985).

Η  θυμοσίνη α ΐ απομονώθηκε από το παρασκεύασμα T F -5  με συνδυασμό 

χρωματογραφιών ιοντοανταλλσγής και μοριακής διήθησης. Π ρόκειται για  ένα όξινο 

(ρ ΐ: 4.2) 28-πεπτίδιο με μοριακό βάρος 3108 Da και ακετυλιωμένο αμινστελιχό άκρο 

(Goldstein et al., 1977). Η  θυμοσίνη α ΐ ενισχύει την κυτταρική ανοσία και ήδη 

χρησιμοποιείται σε κλινικές μελέτες με ανοσοκατασταλμένσυς ασθενείς (Ancell et al., 

2001).

Έρευνες που ακολούθησαν έδειξαν ότι η θυμοσίνη α ΐ είνα ι πιθανότατα 

πρωτεολοτικό παραγωγό ενός μεγαλύτερου πρόδρομου μορίου. Η  απομόνωση ενός 

πεπτιδίου 16 kDa από τα προϊόντα της in vitro  μετάφρασης m R N A  θύμου αδένα 

μόσχου, περιείχε αλληλουχίες ομόλογες με την θυμοσίνη a l (Freire et al., 1981). Σε 

μελέτη των Cardarella et al. (1983), απομονώθηκαν από το  T F -5  δυό πεπτίδια ομόλογα 

με την θυμοσίνη α ΐ. Το  πρώτο περιείχε τα πρώτα 24 αμινοξέα της θυμοσίνης a l [des- 

(25-28) θυμοσίνη α ΐ] και το δεύτερο ήταν ένα 35-πεπτίδιο που περιελάμβανε όλη τη ν 

αλληλουχία της θυμοσίνης α ΐ και ονομάστηκε θυμοσίνη a l l .



Το πρόδρομο μόριο της θυμοσΐνης α ΐ ,  η προθυμοσΐνη α, απομονώθηκε τελικά σε 

θύμο αδένα επΐμυος με τεχνική μοριακής διήθησης κα ι λαμβάνοντας ειδικές 

πορφυλάξεις έναντι της ενεργοποίησης των ενδογενώ ν πρωτεασών. Η διαδικασία 

απομόνωσης περιελάμβανε αρχικά  κονιορτοποίηση του ιστού σε υγρό άζωτο, βρασμό 

κα ι οξίνηση του εκχυλίσματος και στη συνέχεια δύο στάδια χρωματογραφίας, 

μοριακής διήθησης κα ι υγρής χρω ματογραφ ίας υψηλής απόδοσης (HPLC). Η 

ανίχνευση της προθυμοσίνης α  έγινε με ραδιοανοσολογική μέθοδο με την χρήση 

πολυκλωνικού αντισώματος ένα ντι της θυμοσΐνης α ΐ. Το πολυπεπτίδιο που 

απομονώθηκε αποτελούνταν από  111 αμινοξέα, ήταν εξαιρετικά όξινο (ρΐ: 3.55) και 

περιείχε την  αλληλουχία της θυμοσΐνης α ΐ  στο αμινοτελικό άκρο του (Haritos et al., 

1984).

Η  πρ ω τοτα γή ς δομή της προθυμοσίνης α  προσδιορίστηκε με χημικές μεθόδους 

ανάλυσης της αλληλουχίας των αμινοξέων σε θύμο αδένα  επΐμυος (Haritos e t al., 1985), 

ανθρώ που (Pan e t al., 1986), χο ίρου (Econom ou et al., 1988), βοός (Panneerselvam  et 

al., 1989) κα ι σπλήνα α ίγα ς (Frillingos et al., 1991). Η  αλληλουχία της πρωτεΐνης 

επιβεβαιώθηκε κα ι ολοκληρώθηκε μετά από κλωνοποίηση του cDNA της 

προθυμοσίνης α  από cDNA βιβλιοθήκες σπληνοκυττάρων επΐμυος (Frangou-Lazarides 

et al., 1988), ανθρώ πινω ν λεμφοκυττάρων κα ι ινοβλαστώ ν (Eschenfeldt et al., 1986, 

G om ez-M arquez et al., 1989). Ο ι ανωτέρω μελέτες οδήγησαν στα εξής αποτελέσματα:

• Η  προθυμοσΐνη α  είνα ι μ ια  μικρή όξινη πρωτεΐνη 109-111 αμινοξέων με 

συντηρημένη δομή (ομολογία μεγαλύτερη από 90%) στα είδη που μελετήθηκαν. Η 

προθυμοσΐνη α ανθρώπου και βοός περιέχει 109 αμινοξέα διαφέροντας μόνο κατά δύο 

αντικαταστάσεις στις θέσεις 31 και 84. Η  προθυμοσΐνη α  επΐμυος περιέχει 111 αμινοξέα 

κα ι διαφέρει από του ανθρώ που κατά δύο προσθήκες (θέσεις 39, 106) και τέσσερις 

αντικαταστάσεις (θέσεις 84, 85, 90, 100). Κύριο χαρακτηρηστικό της δομής της 

πρωτεΐνης είνα ι η παρουσία  όξινων αμινοξέων (Asp, Glu) σε ποσοστό 50%, τα οποία 

είνα ι τοποθετημένα στο κεντρικό τμήμα του μορίου. Οι όξινες αλληλουχίες 

δικαιολογούν το ιδια ίτερα χαμηλό ισοηλεκτρικό σημείο της πρωτεΐνης (ρΐ: 3.55). Η 

προθυμοσΐνη α στερείται αρωματικώ ν κα ι θειούχων αμινοξέων καθώς και ισχυρά 

υδρόφοβω ν αλληλουχιών (ΣΧΗΜΑ 1).
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• Η  ακετυλιωμένη αμινοτελική αλληλουχία της πρωτεΐνης (1-28) αντιστοιχεί στην 

θομοσίνη α ΐ (Lo w  and Goldstein, 1979) και εμφανίζει ομολογία 100% σε όλα τα είδη.

• Το  καρβοξυτελικό άκρο, με την λιγότερο συντηρημένη δομή, εμφανίζει στις θέσεις 

101-104 την αλληλουχία Lys-Lvs-X -Lys  που θεωρείται σήμα μετατόπισης των 

πρωτεϊνών από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα (Gonru'z-M arquez and Segade, 1988, 

Watts et al., 1989). Μελέτη των Rubtsov et al. (1996) έδειξε ότι μια δεύτερη αλληλουχία 

στις θέσεις 87-88 (L y s -A rg ) σχετίζεται με την μεταφορά της πρωτεΐνης στον πυρήνα. 

Αντικατάσταση της λυσίνης (θέση 87) με γλουταμικό δεν επιτρέπει την είσοδο της 

πρωτεΐνης στον πυρήνα.

• Η  προθυμοσίνη α στερείται της αμινοτελικής σηματοδοτικής αλληλουχίας (signal 

sequence) που χαρακτηρίζει τις εκκρινόμενες πρωτεΐνες.

• Ο ι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της προθυμοσίνης α in vivo  αφορούν την 

φωσφορυλίωση των υπολειμμάτων γλουταμικού οξέως (G lu ) (Trum bore et al., 1997,
φ

W ang et al., 1997) και όχι των υπολειμμάτων οερίνης (Ser) και θρεονίνης (T h r) όπως 

είχε υποστηριχτεί αρχικά (Barcia et al., 1993). Η  φωσφορυλίωση επιτυγχάνεται μέσω 

του ένζυμου κινάση της προθυμοσίνης α, το οποίο εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα και 

η ενεργότητά του εξαρτάται από τα ιόντα M n2* (Perez-Estevez et al., 2000).

Η  δευτεροταγής δομή της προθυμοσίνης α προσδιορίστηκε αρχικά με βάση τη ν 

αμινοξική αλληλουχία, με την χρήση ειδικού λογισμικού προγράμματος (Haritos et al.,

1985). Σύμφωνα με την μελέτη αυτή, η πρωτεΐνη περιλαμβάνει πέντε περιοχές με 

διαμόρφωση α-έλικας οι οποίες συνδέονται με τρεις αλληλουχίες τυχαίου σπειράματος 

και μια περιοχή β-πτοχωτής επιφάνειας. Αντίθετα, μελέτες με κυκλικό διχρωισμό και 

πυρηνικό μαγνητισμό σε συνδυασμό με μετρήσεις σκέδασης φωτός και ακτινώ ν X  

έδειξαν ότι η πρωτεΐνη στερείται δευτεροταγούς δομής (W atts et al., 1990) και λαμβάνει 

τυχαία ελικοειδή διαμόρφωση σε υδατικό διάλυμα (Gast et aL, 1995, Pombo et al., 

2001). Πρόσφατη έρευνα έδειξε ότι η διαμόρφωση του μορίου στο χώρο μεταβάλλεται 

παρουσία ιόντω ν Ζη2*, λαμβάνοντας μια σφαιρική συμπαγή δομή κάτι που δεν 

συμβαίνει σε περιβάλλον με ιόντα Ca2*, M g2*, Μ η2* και Ο ι 2* (U versky et al., 2000).
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1.2. Ιστική και φολογενετική κατανομή της προθυμοσίνης α.

Η  προθυμοσίνη α είναι μια πρωτεΐνη με ευρεία ισπκή και φυλογενετική κατανομή. 

Έχει ανιχνευθεΐ σε όλους τους ιστούς των θηλαστικών που μελετήθηκαν καθώς και σε 

πλήθος κυτταρικών σειρών, είτε σε πρωτεινιχό επίπεδο είτε σε επίπεδο m R N A .

Αρχικά απομονώθηκε στον επίμυ (Haritos et al., 1984) και στην συνέχεια στον 

άνθρωπο (Pan et al., 1986), στον χοίρο (Econom ou et al., 1988), στον μόσχο 

(Panneerselvam et al., 1988) και στην αίγα (Frillingos et al., 1991). Συνα ντά τα ι επίσης 

σε πτηνά και ιχθύες (Yialouris et al., 1988). Πρόσφατα, η προθυμοσίνη α απομονώθηκε 

από κύτταρα όρχεων και δακρυικού αδένα βατράχου, του είδους Rana esculenta 

(Aniello et al., 2002, De Rienzo et al., 2002). Έχει αναφερθεί η ύπαρξη μιας πρωτεΐνης 

στη ζύμη Sacharomyces cerevisiae με πολλές ομοιότητες με την προθυμοσίνη α 

(Macarova et al., 1989), γεγονός όμως που αμφισβητείται από άλλη ερευνητική ομάδα 

(Trum bore et al., 1998).

Σε ιστικό επίπεδο η προθυμοσίνη α απομονώθηκε αρχικά σε ιστούς επίμυος. 

Υψηλότερη συγκέντρωση της πρωτεΐνης παρατηρήθηκε στον θύμο αδένα και 

ακολούθησαν ο σπλήνας, ο ι πνεύμονες, τα νεφρά, το ήπαρ και ο εγκέφαλος (Haritos et 

al., 1984β). Τα  αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνει μελέτη σε επίπεδο m R N A  (C linton et 

al., 1989α). Στον χοίρο η πρωτεΐνη εμφανίζει την ίδια κατανομή με τον επίμυ 

(Econom ou et al., 1988) ενώ στην αίγα μεγαλύτερη συγκέντρωση παρστηρείται στον 

σπλήνα και όχι στον θύμο (Frillingos et al., 1991). Στο ν άνθρωπο ο θύμος και ο 

σπλήνας είναι οι ιστοί με τις μεγαλύτερες ποσότητες προθυμοσίνης α (Tsitsiloni et al., 

1993). Σε περιφερικό αίμα ανθρώπου η προθυμοσίνη α απαντάται σε ποσοστό 90% στα 

λευκά αιμοσφαίρια ενώ ένα 10% βρίσκεται στο πλάσμα σε συγκέντρωση 55-70 

pm ol/m l (Panneerselvam et al., 1987).

To  m R N A  της προθυμοσίνης α ανιχνεύθηκε για  πρώτη φορά στην κυτταρική σειρά 

ανθρώπινων ινοβλαστών W IS H  (Goodall et al., 1986), σε ανθρώπινα Τ  και Β 

λεμφοκύτταρα και στην κυτταρική σειρά ινοβλαστώ ν ποντικού Ν ΙΗ 3 Τ3  (Eschenfeldt 

and Berger., 1986). Έκτοτε έχει απομονωθεί σε όλες τις κυτταρικές σειρές που 

μελετήθηκαν.
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1. 3. Η  θέση τη ς  προθυμοσ ίνης α στο κύτταρο.

Ο  όξινος χαρακτήρας της προθομοσΐνης α, ο οποίος συναντάται σε γνωστές 

πυρηνικές πρωτεΐνες (νουκλεοπλασμίνη, HM G πρωτεΐνες) καθώς και το πυρηνικό 

σήμα εντόπισης που φέρει στο καρβοξυτελικό άκρο (Lys-Lys-Glu-Lys) συνηγορούν 

υπέρ της υπόθεσης ότι πρόκειται γ ια  μ ια  πυρηνική πρωτεΐνη (Gomez-M arquez and 

Segade, 1988). Η  παρατήρηση ότι η προθυμοσίνη α  όταν ενεθεί στο κυτταρόπλασμα 

ωοκυττάρω ν X e n o p o u s  μετακινείται στον πυρήνα  και υπεύθυνη για  την μετακίνηση 

αυτή είνα ι η αλληλουχία  Lys-Lys-Glu-Lys, ενισχύει την παραπάνω  υπόθεση (W atts et 

al., 1989,1990). Χ ιμαιρικές πρωτεΐνες που περιέχουν το μόριο της προθυμοσίνης α  όταν 

ενεθούν σε κύτταρα H eLa S3 κα ι COS μεταφέρονται κα ι ανιχνεύοντα ι στον πυρήνα  

(C linton e t al., 1991, M anrow  et al., 1991).

Ανοσοϊστοχημικές μελέτες με την χρήση πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της 

θυμοσίνης α ΐ  οδήγησαν σε αντιφ ατικά  αποτελέσματα σχετικά με την ενδοκυττάρια 

θέση της προθυμοσίνης α. Π υρηνική εντόπιση της πρωτεΐνης έχει αναφερθεί σε 

αστροκυττάρα εγκεφάλου (Su e t al., 1989), σε κύτταρα λεπτού εντέρου ICE-6 (Conteas 

e t al., 1990), σε σπερματοκύτταρα (Roson e t al., 1990α), σε επιθηλιακά κύτταρα 

χοληφόρου πόρου κα ι ηπατοκύτταρα (Fraga e t al., 1993). Αντίθετα, οι Tsitsiloni e t al 

(1989) μετά α πό  κυτταρική κλασμάτωση παρασκευάσματος θύμου και ήπατος μόσχου, 

βρήκαν ότι η προθυμοσίνη α  αντχνεύεται στο κυτταροπλασματικό και όχ ι στο 

πυρηνικό  κλάσμα. Π ιθανότατα  αυτό οφείλεται στην διαδικασία  της κλασμάτωσης και 

στην δ ιαφ υγή  της πρω τεΐνης στο κυτταρόπλασμα. Η  κλασμάτωση ακέραιων πυρήνω ν 

με την  χρήση κυτοχαλασίνης Β είχε σαν αποτέλεσμα την ανίχνευση της προθυμοσίνης 

α  αποκλειστικά στο πυρηνικό  κλάσμα (M anrow et al., 1991). Κυτταροπλασματική 

εντόπιση της πρω τεΐνης έχει επίσης αναφερθεί σε ενδοεπιθηλιακά κύτταρα θύμου 

(A uger e t al., 1987, Fabien e t al., 1988) ενώ σε άλλη μελέτη η προθυμοσίνη α φέρεται να 

είνα ι συνδεδεμένη με μόρια  tRNA στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων (Vartapetian et 

al., 1997, Lukashev e t al., 1999).

Με ανοσοφθορισμό και την χρήση αντισώματος έναντι της αλληλουχίας 88-111 του 

καρβοξυτελικού άκρου της προθυμοσίνης α  επίμυος, η πρωτεΐνη εντοπίστηκε στον 

πυρήνα  των κυτταρικών σειρών ΝΙΗ3Τ3 και HL-60 (Vareli et al., 1996, Rodriguez et al.,
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1998). Με έμμεσο ανοσοφθορισμό και χρησιμοποιώντας αντίσωμα κατά της 

αλληλουχίας 90-109 της ανθρώπινης προθυμοσίνης α, η πρωτεΐνη ανιχνεόθηκε στον 

πυρήνα των κυτταρικών σειρών HeLa, L929, IT-45R1/ ΝΙΗ3ΊΓ3, σε θυμοκύτταρα 

ποντικού και σε επιθηλιακά κύτταρα θύμου ανθρώπου (Castro and Barria, 1 9 % ). Με 

την ίδια τεχνική, η προθυμοσίνη α εντοπίστηκε o tcv πυρήνα των κυττάρων Τ24 

(hum an bladder carcinoma ceil line) σε θέσεις μεταγραφής του D N A  (Vareli et ai., 

2000).

Η  προθυμοσίνη α συνδέεται μέσω της κεντρικής όξινης περιοχής με την συνδετική 

ιστόνη Η1, γεγονός που ενισχύει την απόιμη ότι πρόκειται για  πυρηνική πρωτεΐνη 

(Papamarcaki and Tsolas, 1994).

1 .4  Δομή τοο γονιδϊοο της προθυμοσίνης α.

Η  πρώτη απομόνωση συμπληρωματικού D N A  (c D N A ) της προθυμοσίνης α έγινε 

από c D N A  βιβλιοθήκη ανθρώπινων σπληνοκυττάρων με ανιχνευτή (probe) ένα μίγμ α  

ολιγονουκλεοτιδίω ν που σχεδιάστηκε με βάση την αλληλουχία της πεπτιδικής αλύσου 

(Goodall et ai., 1986). Ο  κλώνος που απομονώθηκε (503 bp) χρησιμοποιήθηκε για  τη ν 

ανίχνευση του m R N A  της πρωτεΐνης, μεγέθους 1400 bp, στην κυτταρική σειρά 

ανθρώπινων ινοβλαστών W IS H .

Η  ερευνητική ομάδα της S. L . Berger απομόνωσε συμπληρω ματικό D N A  της 

προθυμοσίνης α (1198 bp) από c D N A  βιβλιοθήκες ανθρώπινων ενεργοποιημένων 

λεμφοκυττάρων και μετασχηματισμένων με ιό SV-40 ινοβλαστώ ν. Σ τη ν  συνέχεια με 

βάση το συμπληρωματικό κλώνο ανιχεύθηκε το m R N A  της πρωτεΐνης μεγέθους 1200 

bp σε ιστούς ανθρώπου κα ι ποντικού (Eschenfeldt and Berger, 1986).

T o  c D N A  της προθυμοσίνης α απομονώθηκε από c D N A  βιβλιοθήκη ανθρώπινων Τ -  

λεμφοκυττάρων και χρησιμοποιήθηκε για  τη ν υβριδοποιήση του m R N A  σε ιστούς 

επίμυος. Το  μέγεθος του προσδιορίστηκε στις 1300 bp (G om ez-M arquez et al., 1989).

Ο  κλώνος που αντιστοιχεί στην πλήρη κωδικοποιούσα περιοχή της προθυμοσίνης α 

επίμυος, απομονώθηκε από c D N A  βιβλιοθήκη σπληνοκυττάρω ν επίμυος κα ι 

παρουσιάζει ομολογία μεγαλύτερη από 90% με τη ν ανθρώπινη αλληλουχία (Frangou- 

. Lazaridis et al., 1988). Μ ε τη ν τεχνική αποτύπωσης κατά N orthern ανιχνεύθηκε το
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m RNA της πρω τεΐνης σε ιστούς επίμυος (ήπαρ, πνεύμονες, νεφρά, εγκέφαλος) (Clinton 

et al., 1989). To cD N A  της προθυμοσίνης α έχει απομονωθεί σε κύτταρα ασκιτικού 

υγρού ποντικού (Schm idt and  W erner, 1991).

Στο ανθρώ πινο  γον ιδ ίω μα  η προθυμοσίνη α  κω δικοποιείται από μια οικογένεια έξι 

γον ιδ ίω ν  από  τα  οπο ία  το ένα  ε ίνα ι λειτουργικό ενώ τα  άλλα πέντε στερούνται 

ιντρον ίω ν  κα ι χαρα κτη ρίζοντα ι ως ψ ευδογονίδ ια . Το λειτουργικό γονίδιο αποτελείται 

α πό  πέντε εξάντα που δ ιακόπτοντα ι από  τέσσερα ιντρόνια  (ΣΧΗΜΑ 2), έχει σήμα 

πολυαδενυλίω σης στο 3 '-άκρο κα ι περιλαμβάνει τις κλασσικές ρυθμιστικές 

αλληλουχίες μ εταγραφ ής ΤΑΤΑ κα ι CAAT στην περιοχή του υποκινητή (Eschenfeldt et 

al., 1989, M anrow  e t al., 1992). Η  πλήρης αλληλούχιση του υποκινητή (1792 bp) 

κατέδειξε τη ν  ύπαρξη πολλώ ν π ιθανώ ν cis-ρυθμιστικών περιοχών όπως τις θέσεις 

δέσμευσης γ ια  τους πα ράγοντες μεταγραφής SP1, ΑΡ2, CREB και γ ια  το πρώτο- 

ογκογον ίδ ιο  c-myc (Szabo e t al., 1993). Σ την θέση -315 bp  του υποκινητή υπάρχει θέση 

δέσμευσης γ ια  τον  π α ρ ά γο ντα  μεταγραφής E2F-1 (Vareli et al., 1996) (ΣΧΗΜΑ 3).

Η  παρατήρηση ότι το cD N A  τω ν μετασχηματισμένων με τον ιο SV40 ανθρώπινων 

ινοβλαστώ ν διαφ έρει κατά  ένα  επιπλέον κω δικόνιο (GAG-γλουταμικό οξύ) στη θέση 39 

σε σχέση με το cD N A  τω ν ανθρώ πινω ν λεμφοκυττάρων και σπληνοκυττάρων 

(Eschenfeldt an d  Berger., 1986) οδήγησε αρχκά  στην υπόθεση ότι είναι αποτέλεσμα 

πολυμορφισμού του γον ιδ ίου  της προθυμοσίνης α. Στην συνέχεια διαπιστώθηκε ότι η 

ετερογένεια αυτή οφείλεται σε εναλλακτικό μάτισμα (alternative splicing). Η  

αλληλουχία  G A G G A G , η οπο ία  βρίσκεται στα όρια  του δεύτερου ιντρονίου και του 

τρίτου εξονίου (ΣΧΗΜΑ 2), δύ να τα ι να  κοπεί είτε στην πρώτη είτε στην δεύτερη AG 

ακολουθία, οδηγώ ντας σε δύο διαφορετικά m RNA σε αναλογία  9:1 (GAG:GAGGAG). 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα ένα  ποσοστό 10% της προθυμοσίνης α του κυττάρου να 

περιέχει ένα  επιπλέον γλουταμικό οξύ. Α ν και δεν έχει διευκρινιστεί μέχρι σήμερα η 

σημασία του φαινομένου αυτού, πιστεύεται ότι αποτελεί ένα μηχανισμό προστασίας 

του μορίου στην δ ιαδικασ ία  της εξέλιξης (M anrow and  Berger., 1993).

Το γον ίδ ιο  της προθυμοσίνης α  εδράζεται στο χρωμόσωμα 2 του ανθρώπινου 

γονιδ ιώ ματος (Szabo e t al., 1993) και η έκφρασή του επάγεται από τα ογκο-γονίδια c- 

myc (G aubatz e t al., 1994) κα ι E6 του ιού του θηλώματος του τύπου 16 (Kinoshita et al., 

1997) καθώς και από τον πα ράγοντα  μεταγραφής E2F-1 (Vareli et al., 19%). Αντίθετα, η
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έκφραση του γονιδίου της προθυμοοίνης α ρυθμίζεται αρνητικά από την ογκο- 

κστασταλτική πρωτεΐνη ρ53 (Zhao et al., 2000).

1.5. Εξωκοττάριος ρόλος της πρωτεΐνης.
Ανοσορυθμ ιστικές ιδιότητες της προθυμοοίνης α.

Μετά την αρχική, in vivo, παρατήρηση ότι η προθυμοοίνη α προστατεύει ευαίοβητα 

στελέχη ποντικών από μόλυνση με τον μύκητα Candida albicans και επάγει την 

έκφραση του MIF (migration inhibitory factor) (Haritos et al., 1985, Pan et al., 1986), η 

έρευνα οδηγήθηκε στην μελέτη των ανοσολογικών ιδιοτήτων της πρωτεΐνης και στην 

πιθανή συμμετοχή της στην κυτταρική ανοσία.

Η προθυμοοίνη α ενισχύει την αυτόλογη και ετερόλσγη μικτή λεμφοκυτταρική 

αντίδραση (MLR) (Baxevanis et al., 1988), επάγει την έκφραση των μορίων 

ιστοσυμβατότητας τάξης II (MCH II) σε μονοπύρηνα περιφερικού αίματος (Baxevanis 

et al., 1992) και την έκφραση του αντιγόνου HLA-DR σε μονοκύτταρα αγενώ ν με 

σκλήρυνση κατά πλάκας (Baxevanis et al., 1990). Επιπλέον έχει βρεθεί ότι επάγει την 

έκφραση της IL-2 και του υποδοχέα της (IL-2R) στα CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα, μέσω 

ενεργοποίησης των μονοκυττάρων (Baxevanis et al., 1988, 1990). Η προθυμοοίνη α 

προκαλεί αύξηση της κυτταροτοξικότητας των Τ -λεμφοκυττάρων και των ΝΚ- 

κυττάρων, πιθανότατα μέσω της έκφρασης του υποδοχέα της IL-2 (Cordero et al., 1991,

1992,1995, Baxevanis et al., 1993). Πιστεύεται ότι η προθυμοοίνη α και η IL-2 δρουν 

συνεργικά επάγοντας την έκφραση του υποδοχέα της IL-2 (Lopez et al., 1994). Η 

ύπαρξη ειδικών υποδοχέων για προθυμοοίνη α σε μονοπύρηνα και ενεργοποιμένα 

λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος ενισχύει την υπόθεση ότι πρόκειται για 

ανοσοενεργό πεπτίδιο (Cordero et al., 1994,1995, Pineiro et al., 2001). Επιμόλυνση των 

κυτταρικών σειρών ΜΤ-4 και MOLT-4 (Τ-λεμφοκύτταρα) με τον ιό HTV-1, οδήγησε σε 

μείωση της έκφρασης της προθυμοοίνης α (Ryo et al., 2000).

Κλινικές μελέτες με ανοσοκστασταλμένους ασθενείς (αυτοάνοσα νοσήματα, 

καρκίνος) έδειξαν ότι η προθυμοοίνη α αποκαθιστά σε μεγάλο βαθμό τις ανεπαρκείς 

ανοσολειτουργίες. Η αρχική παρατήρηση αφορούσε ασθενείς με συστηματικό · AIW<V 

ερυθηματώδη λύκο (SLE) (Baxevanis et al.,1987) και σκλήρυνση κατά πλάκας (Redos et



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 12

al., 1987). Ειδικότερα, ο ι ασθενείς με SLE εμφ ανίζουν στον ορό ειδικά αυτοαντισώματα 

κατά της προθυμοσίνης α  (V lachoyianopoulos e t al., 1989). Σε ασθενείς με καρκίνο του 

ορθού και μελάνωμα δέρματος, στους οποίους χορηγήθηκε συνδυασμός προθυμοσίνης 

α και IL-2, εντσχύεται η LAK κυτταροτοξικότητα μέσω της IFN-γ (Eckert e t al., 1995, 

1997). Η  καλλιέργεια μονοκυττάρω ν περιφερικού αίματος υγιώ ν ατόμων σε 

περιβάλλον με προθυμοσίνη α  κα ι IFN-γ  οδηγεί σε αύξηση της παραγω γής TNF-α και 

ενισχύει την  κυτταροτοξική τους δράση α πέναντι σε κύτταρα μελανώματος (Gabrin et 

al., 1994). Η  μειωμένη ανοσοαπόκριση των μονοκυττάρω ν έναντι των καρκινικών 

συνδέεται με τα  υψ ηλά  επ ίπεδα  της προσταγλανδίνης Ε2 (PGE2) και του παράγοντα  

TGF-β (transform ing g row th  factror). Η  καλλιέργεια  μονοκυττάρων ασθενών με 

καρκίνο  του ορθού παρουσία  προθυμοσίνης α  με ή χω ρίς IFN-γ  οδηγεί σε αύξηση της 

έκκρισης IL-1 κα ι TNF-α κα ι μείωση τω ν επιπέδω ν PGE2 κα ι TGF-β, ενισχΰοντας την 

αντικαρκινική  τους δράση (G abrin e t al., 1997). Η  προθυμοσίνη α  ενισχύει την 

επαγόμενη α πό  την IL-2 κυτταροτοξικότητα τω ν Τ-λεμφοκυττάρων σε σειρά 

αυτόλογω ν καρκινικώ ν κυττάρω ν (Voutsas e t al., 2000). Αυξημένα επίπεδα m RNA της 

προθυμοσίνης α  ανιχνεύοντα ι σε λεμφοκύτταρα ασθενών με λευχαιμία σε σχέση με τα 

λεμφοκύτταρα υγιώ ν ατόμω ν γεγονός που πιθανότατα  σχετίζεται με ανοσορυθμιστικές 

λειτουργίες της πρωτεΐνης (Gom ez-M arquez et al., 1989). Σε επίμυες στους οποίους 

έγινε ενδοπεριτοναΐκή έγχυση L1210 λευχαιμικών κυττάρων, η προθυμοσίνη α  έδειξε 

αντικαρκινική  δράση επιμηκύνοντας το προσδόκιμο επιβίωσης στο 40-60% των 

περιπτώσεων (Papanastasiou e t al., 1992).

Τα αποτελέσματα των πα ραπάνω  μελετών ανο ίγουν τον δρόμο για  κλινικές δοκιμές 

της προθυμοσίνης α  σε ασθενείς με καρκίνο. Ή δη αρκετές θυμοσίνες δοκιμάζονται με 

επ ιτυχία  σε κλινικά  πρωτόκολλα, χω ρίς να  έχουν αναφερθεί ιδιαίτερες παρενέργειες 

(Ancell e t al., 2001).

1. 6. Ενδοκυττάριος ρόλος της προθυμοσίνης α.
Συμμετοχή στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό.

Η προθυμοσίνη α συμπεριλαμβάνεται ανάμεσα στις πρωτεΐνες με την υψηλότερη 

έκφραση μέσα στα κύτταρα (HPS 90, μυοσίνη, ριβοσωμικές πρωτεΐνες) (Adams et al.,
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1995). Η ευρεΐα ιστική κατανομή (σε μη λεμφικούς ιστούς), η απουσία ειδικού σήματος 

χαρακτηριστικού των εκκρινόμενων πρωτεϊνών (Goodall et al., 1986, Eschenfeidt et aL,

1986) και η μετάφραση του mRNA στα ελεύθερα και όχι στα μεμβρανικά ριβοσωμάτια 

όπως συμβαίνει με τις εκκρινόμενες πρωτεΐνες (Eschenfeidt et al., 1989) οδήγησαν την 

έρευνα στη μελέτη του ενδοκυττάριου ρόλου της προθυμοσίνης α.

Μελέτες έδειξαν ότι τα επίπεδα της προθυμοσίνης α είναι αυξημένα σε ταχέως 

πολλαπλασιαζόμενους ιστούς. Τα επίπεδα της πρωτεΐνης είναι ιδαίτερα αυξημένα σε 

ιστούς επίμυος στην περίοδο ταχείας ανάπτυξης των πρώτων εβδομάδων της ζωής και 

στην συνέχεια παρουσιάζουν σταδιακή μείωση (Clinton et al., 1989, Dosil et al., 1990, 

Frillingos and Tsolas, 1992). Στον θύμο αδένα και στο σπλήνα ανθρώπου παρατηρείται 

μείωση των επιπέδων της πρωτεΐνης με την αύξηση της ηλικίας ενώ στο ήπαρ τα 

επίπεδα παραμένουν σταθερά (Tsitsiloni et al., 1993). Τα επίπεδα του mRNA της 

προθυμοσίνης α βρέθηκαν αυξημένα σε λεμφοκύτταρα ανθρώπου μετά από διέγερση 

με ποικιλία μιτογόνων καθώς και σε ινοβλάστες ΝΙΗ3Τ3 μετά από επανστροφοδότηση 

θρεπτικού υλικού (Eschenfeidt et al., 1986). Σε συνθήκες κυτταρικού πολλαπλασιασμού, 

η προθυμοσίνη α βρέθηκε αυξημένη σε Τ-λεμφοκύτταρα και σε ηπατοκύτταρα (Bustelo 

*■ et al., 1991). Οι Rodriguez et al. (1998) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη επάγει τον 

πολλαπλασιασμό HL-60 κυττάρων. Η προθυμοσίνη α επάγει την μεταγραφή του RNA 

σε κύτταρα COS-1 και ΝΙΗ3Τ3 πιθανότατα μέσω ενεργοποίησης των RNA 

πολυμερασών (Trumbore and Berger, 2000). Η μιτωτική διαδικασία αναστέλλεται στην 

κυτταρική σειρά ανθρώπινου μυελώματος RPMI 8226 όταν προστεθεί στο θρεπτικό 

μέσο καλλιέργειας μίγμα από τέσσερα συνθετικά ολιγονουκλεστίδια (antisense) 

συμπληρωματικά σε περιοχές του mRNA της προθυμοσίνης α (Sbularti et al., 1993). 

Αυξημένα επίπεδα της προθυμοσίνης α παρατηρήθηκαν σε καρκτνικούς ιστούς μαστού, 

εντέρου, ήπατος και πνεύμονα (Tsitsiloni et al., 1993, Mori et aL, 1993, Wu CG et al.,

1997α, 1997β, Sasaki et al., 1997, 2001α). Η προθυμοσίνη α σε αντίθεση με την 

παραθυμοσίνη επάγει in vivo την διαδικασία της αγγειογένεσης (Koutrafuri et al.,

2001). Πρόσφατη in vitro μελέτη χαρακτηρίζει την προθυμοσίνη α ως ογκο-πρωτείνη 

που επάγει την εξαλλαγή ινοβλαστικών κυττάρων (Orre et al., 2001). Τα δεδομένα αυτά 

ενισχύουν την υπόθεση ότι η προθυμοσίνη α έχει ένα ζωτικό ρόλο στο κύτταρο, στενά 1B/Uo'° 

I- συνδεδεμένο με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό.

ι



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 14

Το ογκο-γονίδ ιο  c-myc που συμμετέχει στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό επάγει την 

έκφραση της προθυμοσίνης α  στις κυτταρικές σειρές ινοβλαστών RAT1A και BALB/c 

(Eilers et al., 1991). Η  ρύθμιση της έκφρασης επιτυγχάνεται μέσω της αλληλουχίας 

CAGGTG (Ε box) που εντοπίζεται στο πρώτο ιντρόνιο  του γονιδίου της προθυμοσίνης 

α, στην οπο ία  δεσμεύεται το ογκογονίδ ιο  c-myc. Η  ίδ ια  αλληλουχία στην περιοχή του 

υποκινητή  δεν μετέχει στη δ ιαδικασ ία  αυτή (Gaubatz et al., 1994). Σε in vivo πειράματα 

τα  επ ίπεδα  του m RNA της προθυμοσίνης α  παραλληλίζονται με αυτά του c-myc σε 

αναπτυσσόμενους εμβρυϊκούς ιστούς ποντικού (Moll et al., 1996) και σε καρκινικούς 

ιστούς (M ori e t al., 1993, Shibuta et al., 1997, W u et al., 1997, Sasaki et al., 2001). Πρέπει 

να  αναφ ερθεί ότι η προθυμοσίνη α  εκφράζεται ανεξάρτητα από την έκφραση ή όχι του 

γον ιδ ίου  c-myc (Vareli e t al., 1995). Τα αποτελέσματα αυτά αμφισβητεί μελέτη της 

ομ άδας της S. L. Berger που  δείχνει ότι το ογκογονίδιο  c-myc δεν ενεργοποιεί την 

μεταγραφή της προθυμοσίνης α  (Mol e t al., 1995). Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι ο 

μεταγραφ ικός π α ρ ά γοντα ς E2F-1 επάγει την  έκφραση της προθυμοσίνης α  μέσω της 

ειδικής ρυθμιστικής αλληλουχίας που φέρει η τελευταία στον υποκινητή. 

Υποστηρίζεται ότι η προθυμοσίνη α  εμπλέκεται στην φωσφορυλίωση του παράγοντα  

μεταγραφ ής E2F-1 (Vega e t al., 1998), γεγονός όμως που τίθεται υπό αμφισβήτηση 

(E nkem ann e t al., 1999). Μελέτη με DNA μικροσυστοιχίες (microarrays) έδειξε ότι η 

έκφραση του γονιδ ίου  της προθυμοσίνης α  καταστέλλεται από την πυρηνική 

φωσφοπρωτεΐνη ρ53 (Zhao e t al., 2000).

Η  μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α  σε σχέση με τις φάσεις του κυτταρικού 

κύκλου οδήγησε σε α ντιφ ατικά  αποτελέσματα. Αυξημένα επίπεδα mRNA της 

προθυμοσίνης α  α νιχνεύοντα ι στο τέλος της S φάσης στις κυτταρικές σειρές CV1, 

ΝΙΗ3Τ3 και U937 κα ι παραλληλίζοντα ι με τα  επίπεδα της κυκλίνης Β (Vareli et al.,

1996). Σε ανθρώ πινα  λεμφοκύτταρα μεγαλύτερες συγκεντρώσεις εμφανίζονται κατά 

την μετάβαση από  την  φάση G0 στην G1  φάση του κύκλου (Szabo et al., 1992). Σε 

καλλιέργειες Τ-λεμφοκυττάρων κα ι ηπατοκυττάρων, τα υψηλότερα επίπεδα της 

πρω τεΐνης παρατηρούντα ι στην αρχή της S φάσης (Bustelo et al., 1991). Οι Wu et al. 

(1997) υποστηρίζουν ότι η προθυμοσίνη α  συμμετέχει στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

μειώ νοντας την διάρκεια  της G1 φάσης του κύκλου. Σε αντίθεση με τα παραπάνω
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έρχεται μελέτη που υποστηρίζει ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης δεν μεταβάλλονται κατά 

την διάρκεια του κυτταρικού κύκλου (Zaivide et al., 1992).

Σε in vitro πειράματα η προθυμοσίνη α συνδέεται με την ιστόνη Η1 του 

νουκλεοσώματος μέσω της κεντρικής όξινης περιοχής (Papamarcaki and Tsolas, 1994, 

Diaz-Julien et al., 19%). Η συνδετική ιστόνη HI είναι υπεύθυνη για την οργάνωση της 

δομής της χρωματίνης. Η σύνδεση της προθυμοσίνης α με την ιστόνη Η1 μεταβάλλει 

την στοιχειομετρία του δεσμού της τελευταίας με την χρωματίνη ώστε να είναι δυνατή 

η αντιγραφή και η μεταγραφή του.ΟΝΑ (Karetsou et al., 1998). Μελέτη με έμμεσο 

ανοσοφθορισμό έδειξε ότι η προθυμοσίνη α εντοπίζεται σε πυρηνικές θέσεις που 

σχετίζονται με την μεταγραφή του DNA (Vareli et al., 2000). Οι Boan et al. (2001) 

έδειξαν ότι η προθυμοσίνη α συμμετέχει στο «ξετύλιγμα» των χρωμοσωμάτων στη 

μετάφαση του κυτταρικού κύκλου. Με χρωματογραφία συγγένειας μελετήθηκαν σε 

εκχυλίσματα λεμφοκυττάρων NC37 οι πρωτεΐνες με την μεγαλύτερη δεσμευτική 

ικανότητα προς την προθυμοσίνη α. Η προθυμοσίνη α θεωρείται ότι μεταφέρεται από 

το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα με το σύμπλοκο karyopherin beta 1-Rch 1, όπου και 

ανιχνεύεται συνδεδεμένη με τις ιστονικές πρωτεΐνες Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4 (Freire et al., 

2001).

Η προθυμοσίνη α σε κύτταρα Krebs 2 ποντικού, σε κύτταρα θύμου μόσχου και στον 

μύκητα Saccharom yces cerevisiae είναι συνδεδεμένη στο κυτταρόπλασμα με μόρια RNA 

(Vartapetian et al., 1988, Macarova et al., 1989). Η ανασυνδυασμένη προθυμοσίνη α 

ποντικού που εκφράζεται στην Escherichia coli εμφανίζεται στο κυτταρόπλασμα ως 

σύμπλοκο με μόρια tRNA (tRNAM", tRNA5®, tRNA0*, tRNA*4**) (Vartapetian et aL,

1997) και παρουσιάζει τουλάχιστον τρεις θέσεις δέσμευσης tRNA, από τις οποίες μόνο η 

μία χρησιμοποιείται σε κάθε σύμπλοκο (Lukashev et al., 1999). Οι πρωτεΐνες Rev και 

Rex των ιών HTV και HTLV αντίστοιχα έχει αναφερθεί ότι συνδέονται in vitro με την 

προθυμοσίνη α. Πιστεύεται ότι η προθυμοσίνη α αλληλεπιδρά με ανάλογες πρωτεΐνες 

των θηλαστικών συμμετέχοντας στην έξοδο του RNA από τον πυρήνα στο 

κυτταρόπλασμα (Kubota et al., 1995). Σύμφωνα με τα παραπάνω είναι πιθανή η 

συμμετοχή της προθυμοσίνης α στην διαδικασία της μετάφρασης.

Συνοψίζοντας τα παραπάνω καταλήγουμε στα εξής:

< Β
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• Η  προθυμοσίνη  α  επάγει τον  κυτταρικό πολλαπλασιασμό με άγνωστο όμως μέχρι

σήμερα μηχανισμό.

• Η  πρωτεΐνη εμφανίζει χαρακτήρες ογκο-πρωτεΐνης και μεταγραφικού παράγοντα.

• Η  έκφραση του γονιδ ίου  της προθυμοσίνης α  επάγεται από τους μεταγραφικοΰς

παράγοντες c-myc και E2F-1, ενώ καταστέλλεται από  την πρωτεΐνη ρ53.

1. 7. Π ροθυμοσίνη  α κ α ι α πόπτω ση.

Ο  ρόλος της προθυμοσίνης α  στην απόπτωση είνα ι υπό διερεύνηση. Πρόσφατη 

μελέτη έδειξε ότι η πρωτεΐνη είνα ι ισχυρός αναστολέας της αποπτωτικής διαδικασίας. 

Π ιο  συγκεκριμένα, η προθυμοσίνη α  αναστέλλει τον  σχηματισμό του συμπλόκου 

μεταξύ του π α ρ ά γο ντα  Apaf-1 (apoptotic protease activator factor-1) κα ι του 

κυτοχρώματος c (Jiang et al., 2003). To σΰμπλοκο αυτό, γνωστό και ως αποπτοσωμάτιο, 

είνα ι υπεύθυνο γ ια  την ενεργοποίηση της πρωτεάσης-caspase 9, που οδηγεί μέσω 

ενεργοποίησης κα ι των άλλω ν πρωτεασών στην καταστροφή του κυττάρου. Η  

αναστολή της σύνθεσης της προθυμοσίνης α  οδήγησε τις κυτταρικές σειρές HeLa και 

HL-60 σε απόπτωση, γεγονός που  ενισχύει την υπόθεση της αντι-αποπτωτικής δράσης 

(Jiang e t al., 2003, R odriguez e t al., 1999). Υψηλά επίπεδα mRNA της προθυμοσίνης α 

αντχνεύοντα ι στην απόπτωση κα ι όχ ι στον πολλαπλασιασμό αδενικών κυττάρων του 

προστάτη (Furuya et al., 1993). Σε αυτό το συμπέρασμα καταλήγει και μελέτη στην 

οπο ία  η επαγόμενη από το ρετινοϊκό οξύ απόπτωση των λεμφοκυτταρικών σειρών Η9 

και SR-786 χαρακτηρίζεται α πό  αύξηση της έκφρασης της προθυμοσίνης α  στα αρχικά 

στάδια  της αποπτω τικής δ ιαδικασίας (W ang et al., 2000).

Σε κύτταρα HeLa τα  οπο ία  οδηγούντα ι σε απόπτωση η προθυμοσίνη α  υφίστανται 

πρωτεολυτική διάσπαση στη περιοχή DDVD (θέσεις 97-100) από τις κασπάσες 

(caspases) 3 κα ι 7, με αποτέλεσμα την δημιουργία  ενός 10-14 πεπτιδίου που ανήκει στο 

καρβοξυτελικό άκρο και περιλαμβάνει το σήμα πυρηνικής εντόπισης (NLS). Αυτόματα 

η τεμαχισμένη (truncated) προθυμοσίνη α  χάνει την ικανότητα να  μεταφέρεται στον 

πυρήνα  του κυττάρου και αδυνατεί να  φωσφορυλιωθεί. Τα δεδομένα αυτά δείχνουν 

ότι η διάσπαση-καταστροφή της προθυμοσίνης α  είναι πιθανότατα μέρος του 

αποπτω τικού μηχανισμού του κυττάρου (Enkemann et al., 2000, Evstafieva et al., 2000).
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Με βάση τα παραπάνω δεδομένα γίνεται φανερό ότι η προθυμοσίνη α συμμετέχει 

τόσο στην ρύθμιση κυτταριχού πολλαπλασιασμού όσο και της αποπτωτικής 

διαδικασίας, γεγονός που χαρακτηρίζει τους κλασσικούς μετσγραφικούς παράγοντες 

c-myc, E2F-1 και ρ53. Η αντι-αποπτωτική δράση της προθυμοσίνης α σε συνδυασμό με 

την επαγωγή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, αποτελεί πιθανότατα μέρος του 

μηχανισμού της συνεχούς ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων.

1.8. Προθυμοσίνη α και καρκίνος.

Η συμμετοχή της προθυμοσίνης α στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό οδήγησε τους 

ερευνητές στην μελέτη της έκφρασης της πρωτεΐνης σε καρκινικοός ιστούς.

Αρχικές μελέτες έδειξαν ότι τα επίπεδα της προθυμοσίνης α αυξάνονται σε 

καρκινικούς ιστούς του μαστού και του εντέρου (Tsitsiloni et al., 1993, Mori et al., 1993).

Με ραδιοανοσολογική μέθοδο (RIA) μελετήθηκαν τα επίπεδα της προθυμοσίνης α σε 

κακοήθεις και καλοήθεις βλάβες του μαστού. Τα επίπεδα της πρωτεΐνης βρέθηκαν 

σημαντικά αυξημένα σπς καρκινικές βλάβες σε σχέση με τις καλοήθεις και συνδέονταν 

άμεσα με την σταδιοποίηση του όγκου και την παρουσία ή όχι μεταστάσεων στους 

επιχώριους λεμφαδένες (Tsitsiloni et al., 1996). Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνει 

μελέτη στην οποία τα επίπεδα της πρωτεΐνης βρέθηκαν αυξημένα στον ορό και σε 

κυτταρικό εκχύλισμα σε ασθενείς με καρκίνο του μαστού (Costopouiou et al., 1998).

Υψηλά επίπεδα της προθυμοσίνης α στον καρκίνο του μαστού σχετίζονται με κακή 

πρόγνωση και χαμηλό προσδόκιμο επιβίωσης του ασθενούς (Magdalena et al., 2000).

Οι Bianco et al. (2002) έδειξαν ότι η οιστραδιόλη επάγει την έκφραση της προθυμοσίνης 

α σε καρκινικά κύτταρα μαστού. Η αναστολή της σύνθεσης της προθυμοσίνης α 

(antisense μεθοδολογία) είχε σαν αποτέλεσμα την αναστολή του επαγώμενου από την 

οιστραδιόλη πολλαπλασιασμού των καρκινικών κυττάρων.

Αυξημένα επίπεδα mRNA της προθυμοσίνης α, με συνοδό αύξηση των επιπέδων 

του ογκογονιδίου c-myc, ανιχνεύθηκαν στον ηπατοκυτταρικό καρκίνο, στον καρκίνο 

του πνεύμονα και στο νευροβλάστωμα (Wu CG et al., 1997α, 1997β, Sasaki et al., 1997,

2001α, 2001β). Λεμφοκύτταρα ασθενών με λευχαιμία φέρουν υψηλά επίπεδα mRNA '<* 

της προθυμοσίνης α σε σχέση με τα λεμφοκύτταρα υγιών ατόμων (Gomez-Marquez etI
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al., 1989). Με ραδιοανοσολογική  μέθοδο μετρήθηκαν αυξημένα επίπεδα θυμοσίνης α ΐ  

στον ορό ασθενών με καρκίνο  του πνεύμονα  κα ι του στομάχου (Sasaki e t al., 1997, 

M itani e t al., 2000).

Ωστόσο, έχει αναφερθεί ότι κύτταρα που αναπτύσσονται παρουσία θυμοσίνης α ΐ  ή 

στα οπο ία  επάγετα ι η έκφραση της προθυμοσίνης α, δεν υφίστανται καρκινική 

εξαλλαγή (N aylor et al., 1996). Σε μελέτη γονιδ ιακής θεραπείας του καρκίνου της 

ουροδόχου κύστεως, η προθυμοσίνη  α  αναστέλλει την ανάπτυξη του όγκου και 

παρατείνει το προσδόκιμο επιβίωσης (Shiau et al., 2001).

1.9. Παραθυμοσίνη.
Πρωτοταγής δομή.

Δομή τοο γονιδίου.

Ενδοκυττάρια εντόπιση της πρωτεΐνης.

Η  παραθυμοσίνη  ε ίνα ι μ ια  μικρή (11.5 kDa) όξινη πρωτεΐνη που απομονώθηκε για  

πρώτη φ ορά  στο θύμο α δένα  επίμυος ταυτόχρονα  με την απομόνωση της 

προθυμοσίνης α  (H aritos e t al., 1985).

Η  πλήρης πρω τοταγής δομή ταυτοποίηθηκε α πό  κλώνους cDNA επίμυος και 

ανθρώ που (Frangou-Lazaridis e t al., 1988, Trom peter e t al., 1989, C linton et al., 1989). 

Με χημική μεθόδο ανάλυσης της αλληλουχίας τω ν αμινοξέων προσδιορίστηκε η 

πρω τοταγής δομή στον μόσχο (Panneerselvam  et al., 1988). Η  παραθυμοσίνη περιέχει 

101 αμινοξέα σε όλα τα είδη που  μελετήθηκαν με υψηλό ποσοστό ομολογίας (9 0 % ) . Η  

πρωτεΐνη είνα ι ιδαίτερα όξινη (ρΐ: 4.15) και χαρακτηρίζεται από την παρουσία πολλών 

όξινω ν αμινοξέων (Glu, Asp) σε ποσοστό 55%, που εντοπίζονται στην κεντρική περιοχή 

κα ι θεωρούνται θέσεις δέσμευσης ιόντω ν Zn2+ (Zn2+-binding protein, ZnBP). Οι 

αλληλουχίες PKRQKT (θέσεις 90-95) και RKR (θέσεις 78-80) θεωρούνται σήματα 

πυρηνικής εντόπισης της πρω τεΐνης (Trom peter et al., 1996). Η  ομολογία της 

παραθυμοσίνης με την προθυμοσίνη α  είνα ι περίπου 40% και εντοπίζεται στο 

αμινοτελικό άκρο και στην κεντρική περιοχή.

Το γον ίδ ιο  της παραθυμοσίνης επίμυος (6031 bp) αποτελείται από πέντε εξόνια που 

δ ιακόπτοντα ι από  τέσσερα ιντρόντα και φέρει στην περιοχή του υποκινητή τις
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κλασσικές ρυθμιστικές αλληλουχίες μεταγραφής ΤΑΤΑ και CAAT καθώς θέσεις 

δέσμευσης γ ια  τους παράγοντες SP1, ID (Trom peter and  Soling, 1992) και SRF (serum  

response factor) (Βαρέλη, 1995) (ΣΧΗΜΑ 4). To συνολικό μέγεθος του μεταγραφήματος 

(open read ing  frame) στον άνθρω πο είνα ι 306 bp (Clinton et al., 1989). To γονίδ ιο  της 

παραθυμοσ ίνης εδράζεται στο χρωμόσωμα 17 (ql2-q22) του ανθρώ πινου γονιδιώματος 

(Szabo e t al., 1989).

Ο ι πρώτες πληροφορίες γ ια  την ενδοκυττάρια θέση της πρωτεΐνης προήλθαν από 

ανοσοϊστοχημικές μελέτες. Η  παραθυμοσίνη εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα 

επιθηλιακώ ν κυττάρων του θύμου κα ι ενδοθηλιακών κυττάρων του σπλήνα επίμυος 

(Roson e t al., 1990). Ο ι Brand e t al. (1991α) εντόπισαν την πρωτεΐνη στο 

κυτταρόπλασμα κυττάρω ν ήπατος, επ ινεφριδίω ν, σπλήνα κα ι εγκεφάλου (Purkinje) και 

στον πυ ρ ή να  ανώ ριμω ν κυττάρων τω ν κρυπτώ ν του λεπτού εντέρου. Λειτουργικές 

μελέτες έδειξαν ότι η παραθυμοσίνη μετακινείται στον πυρήνα  ωοκυττάρων X e n o p o u s  

L a e v is  κα ι κυττάρω ν HeLa S3 κα ι υπεύθυνη γ ια  την μετακίνηση αυτή είνα ι η 

αλληλουχία  Lys-Arg-Gln-Lys (θέσεις 91-94) (W atts et al., 1990, C linton et al., 1991). Oi 

T rom peter et al. (1996) έδειξαν ότι η παραθυμοσίνη μετακινείται στον πυρήνα 

κυττάρω ν COS κα ι Reuber Η35 ηπατοκυττάρω ν επίμυος ενώ σε περίπτωση απαλοιφής 

του σήματος PKRQKT, η πρωτεΐνη εντοπίζεται τόσο στον πυρήνα  όσο κα ι στο 

κυτταρόπλασμα τω ν κυττάρων.

Π ρόσφατη μελέτη με έμμεσο ανοσοφθορισμό έδειξε ότι η παραθυμοσίνη εντοπίζεται 

κυρίω ς στον πυ ρ ή να  κυττάρων Τ24 (hum an b ladder carcinom a cell line) (Vareli et al., 

2000).

1.10. Ισ τικ ή  κ α ι φ υλογενετική κατανομή της παραθυμοσίνης.

Η  παραθυμοσίνη  απομονώθηκε αρχικά  στον επίμυ (Haritos et al., 1985) κα ι στην 

συνέχεια στον άνθρω πο (Tsitsiloni et al., 1988), στον χοίρο (Economou et al., 1988), 

στον μόσχο (Panneerselvam  et al., 1988), στον ποντικό (Clinton et al., 1989) και στην 

α ίγα  (Frillingos et al., 1991).

Σε ιστικό επίπεδο η παραθυμοσίνη εμφανίζει αντίστροφη κατανομή σε σχέση με την 

προθυμοσίνη α. Στον άνθρωπο υψηλή συγκέντρωση της πρωτεΐνης παρατηρήθηκε στο
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ήπαρ και ακολούθησαν σε περιεκτικότητα οι πνεύμονες, ο θύμος και ο ι νεφροί 

(Tsitsiloni et al., 1988). Παρόμοια κατανομή παρατηρείται στον επίμυ, στον ποντικό 

και στον χοίρο (Haritos et al., 1985, W ada et al., 1988, Economou et al., 1988, C lin ton et 

al., 1989). Τα  αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνει μελέτη σε επίπεδο m R N A , όπου οι μη 

λεμφικοί ιστοί, το ήπαρ, ο εγκέφαλος, οι νεφροί και οι πνεύμονες παρουσίζουν 

υψηλότερα επίπεδα μεταγραφήματος σε σχέση με το σπλήνα και το θύμο (C lin to n  et al., 

1989).

1.11. Βιολογικός ρόλος της παραθομοσίνης.

Η  αρχική παρατήρηση ότι η παραθυμοσίνη αναστέλλει τη ν προστατευτική δράση 

της προθυμοσίνης α σε ευαισθητοποιημένες σειρές ποντικώ ν από ευκαιριακές λοιμώξεις 

με τον μύκητα Candida albicans, οδήγησε στην υπόθεση ότι πρόκειται για  ανοσοενεργό 

πεπτίδιο (Haritos et al., 1985).

Η  παραθυμοσίνη βρέθηκε να απενεργοποιει αντιστρεπτά, παρουσία ιόντω ν Ζ η 2*, 

την φωσφοφρουκτοκινάση 1 και θεωρήθηκε ότι συμμετέχει στο μεταβολισμό των 

υδατανθράκων στο κυτταρόπλασμα (Brand and Soling, 1986). Η  ανίχνευση χαμηλώ ν 

επιπέδων της πρωτεΐνης στα ερυθροκύτταρα, τα οποία περιέχουν μεγάλα ποσά των 

ένζυμων που συμμετέχουν στη γλυκόλυση, έθεσε σε αμφισβήτηση τη ν παραπάνω 

υπόθεση (Brand et al., 1991).

Μ ια σειρά από ερευνητικές μελέτες που ακολούθησαν έδειξαν ότι η πρωτεΐνη 

συμμετέχει στις διαδικασίες του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Σε in -v itro  

πειραματική διαδικασία η παραθυμοσίνη συνδέεται, παρουσία ιόντω ν Ζ η 2*, με τη ν 

ιστόνη Η1 μέσω της κεντρικής όξινης περιοχής και πιθανότατα συμμετέχει στην 

οργάνωση της χρωματίνης όπως συμβαίνει και με άλλες όξινες πυρηνικές πρωτεΐνες 

(K ondili et al., 1 9% ). Μελέτη με έμμεσο ανοσοφθορισμό έδειξε ότι η παραθυμοσίνη 

εντοπίζεται στον πυρήνα των κυττάρων Τ24 (hum an bladder carcinom a cell line), σε 

θέσεις αντιγραφής της χρωματίνης, κατά τη ν έναρξη της S φάσης της μίτωσης (V areli et 

al., 2000).

Η  πιθανή συσχέτιση της παραθυμοσίνης με το ν κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

μελετήθηκε σε καρκινικούς ιστούς εντέρου, μαστού (Tsitsiloni et al., 1993,1994,1998),



όπου τα επίπεδα της πρωτεΐνης βρέθηκαν αυξημένα σε σχέση με τους αντίστοιχους 

φυσιολογικούς ιστούς. Πρόσφατη έρευνα έδειξε ότι η παραθυμοσίνη επιταχύνει τις 

διαδικασίες του κυτταρικού πολλαπλασιασμού μέσω αναστολής του συμπλέγματος του 

υποδοχέα  των γλυκοκορτικοειδών σε ηπατοκύτταρα επίμυος (Okam oto et al., 2000).

Σύμφω να με τα  παραπάνω , η παραθυμοσίνη φ αίνεται να  εμπλέκεται στις 

διαδικασίες του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, χω ρίς να  έχει αποσαφηνιστεί μέχρι 

σήμερα ο ακριβής μηχανισμός.

1.12. Θ υρεοειδής αδένας.

1 .1 2 .1  Εμβρυολογία.

Ο  θυρεοειδής ανήκει στους ενδοκρινείς αδένες. Εμβρυολογικά προέρχεται από  τρεις 

καταβολές, μ ια  μέση από το φ αρυγγικό  έδαφος κα ι δύο πλάγιες από τον 4° βραγχιακό 

θύλακο. Το τυφλό τρήμα της γλώσσας αποτελεί την αρχική θέση εντόπισης του αδένα, ο 

οποίος στην συνέχεια κατέρχεται σταδιακά προς τα  κάτω, πίσω από το υοειδές οστό, 

γ ια  να  λάβει την τελική θέση έμπροσθεν του 2ου κα ι 3ου ημικρίκιου της τραχείας. Κατά 

την  κάθοδο του αδένα δημιουργείτα ι ο θυρεογλωσσικός πόρος, υπολείμματα του 

οποίου παραμένουν μερικές φορές σε ενήλικα άτομα (Σπαρούνης, 1989).

1 .1 2 .2 . Α νατομ ία .

Ο  θυρεοειδής αδένας φέρει σχήμα «δίκην πεταλούδας» αποτελούμενος από δύο 

πλάγιους λοβούς που συνδέονται μεταξύ τους στη μέση γραμμή με μ ια  στενότερη 

μοίρα, τον ισθμό, ο οποίος βρίσκεται κάτω από το κρικοειδή χόνδρο (ΕΙΚΟΝΑ 1). Κάθε 

λοβός εμφανίζει σχήμα τρίπλευρης πυρα μ ίδα ς της οπο ίας η κορυφή φέρεται προς τα 

έσω και συνδέεται με τον ισθμό. Ενίοτε υπάρχει και τρίτος λοβός, ο πυραμοειδής, ο 

οποίος εξορμάται από τον ισθμό και εκτείνεται προς το υοειδές οστούν, 

υποδηλώ νοντας την εμβρυολογική οδό διάπλασης του αδένα. Το βάρος του 

φυσιολογικού αδένα στον ενήλικα κυμαίνεται από  18-25 gr και εξαρτάται από το φύλο 

(αυξάνεται στις γυναίκες κατά την κύηση), τις λειτουργικές ανάγκες και την κατασκευή
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του ατόμου. Ο  αδένας περιβάλλεται από την προτραχειακή περιτονία, η οπο ία  τον 

καθηλώνει στην τραχεία και στον λάρυγγα, με αποτέλεσμα να ακολουθεί τις κινήσεις 

της κατάποσης.

Η  πλούσια αιμάτωση του αδένα (5 m l/m in /g r)  εξασφαλίζεται σε κάθε πλευρά α πό  

την άνω και κάτω θυρεοειδική αρτηρία, οι οποίοι είνα ι κλάδοι της έξω καρω τίδας και 

του θυρεοσυχενικού στελέχους αντίστοιχα. Ενίοτε υπάρχει και η μέση θυρεοειδική 

αρτηρία που εκφύεται από  το αορτικό τόξο. Η απαγω γή  του α ίματος γίνεται α πό  τις 

αντίστοιχες φλέβες.
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ΕΙΚΟΝΑ 1. Ανατομία τοο θυρεοειδούς αδένα και των πέριξ ιστών (Gross Anatomy).

A-



Τα λεμφαγγεία  των δύο λοβών σναστομώνονται μεταξύ τους και φέρονται προς 

τους παρατραχειακούς, τους σφαγιτιδικούς και τους λεμφαδένες του ανώτερου 

μεσοθωρακίου.

Η νεύρωση του αδένα γίνετα ι από συμπαθητικούς κλάδους του μέσου και κάτω 

αυχενικού γαγγλ ίου  και από  παρασυμπαθητικές ίνες του άνω και παλίνδρομου 

λαρυγγικού  νεύρου (Σάββας, 1989).

1.12.3 Ιστολογία.

Μ ικροσκοπικώς ο θυρεοειδής αδένας συγκροτείται από πολυάριθμα λόβια των 20- 

40 θυλακίω ν το καθένα, που διαχω ρίζονται μεταξύ τους με ινώδη διαφραγμστια . Κάθε 

θυλάκιο αποτελείται από  ένα  στοίχο κυβοειδών αδενικών κυττάρων, τα οποία  

εκκρίνουν κολλοειδές έκκριμα (θυρεοσφαιρίνη) που γεμίζει την κοιλότητα των 

θυλακίων. Η  διάμετρος τω ν θυλακίων κυμαίνεται από 20-900 μιπ, ενώ το ύψ ος των 

κυβοειδώ ν κυττάρων είνα ι 15 μιπ. Η  κορυφαία επιφάνεια  του κυττάρου φέρει 

μικρολάχνες, ο ι οποίες μέσω μηχανισμού πινοκύττωσης μεταφέρουν το κολλοειδές στο 

κυτταρόπλασμα, α πό  το οποίο  απελευθερώνονται ο ι θυρεοειδικές ορμόνες προς την 

βάση του κυττάρου κα ι στην συνέχεια στη συστηματική κυκλοφορία.

Η  χορήγηση θυρεοειδοτρόπου ορμόνης μεταβάλλει το σχήμα τω ν κυττάρων από  

κυβοειδές σε στηλιδωτό, προκαλεί αύξηση τω ν μιτώσεων κα ι του αριθμού των 

κυττάρων, απορρόφηση του κολλοειδούς κα ι αύξηση της αιμάτωσης του αδένα. Ο ταν ο 

αδένας υπολειτουργεί το επιθήλιο των θυλακίων είνα ι αποπλατυσμένο 

(Π απαδημητρίου, 1990).

1.12.4. Φυσιολογία.

Ο  θυρεοειδής πα ράγει δύο δραστικές ορμόνες την θυροξίνη (3,5,3,5- 

τετραϊω δοθυρονίνη, Τ4) κα ι την τρΐϊωδοθυρονίνη (3,5,3-τριϊωδοθυρονίνη, Τ3), οι οποίες 

έχουν σημαντικό ρόλο στην ρύθμιση του βασικού μεταβολισμού και στην διατήρηση 

της ομοιόστασης του οργανισμού. Η επάρκεια του οργανισμού σε ιώδιο είναι 

απαραίτητη  προϋπόθεση γ ια  την σύνθεση των θυρεοειδικών ορμονών. Η  ποσότητα του
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ιωδίου που προσλαμβάνεται καθημερινά με τις τροφές και το νερό κυμαίνεται 

ανάλογα με τις διαιτητικές συνθήκες και την γεωγραφική περιοχή μεταξύ 10-2000 μ ^  

συνήθως όμως είναι 100-500 μ ^  Ο  θυρεοειδής περιέχει 6-8 m g ιωδίου που αντιστοιχεί 

στο 90% της συνολικής περιεκτικότητας στον οργανισμό. Ο ι θυρεοειδικές ορμόνες είναι 

ιωδιωμένα παράγωγα της τυροσίνης και η βιοσύνθεσή τους ακολουθεί τα παρακάτω 

στάδια:

• Τη ν  σύνθεση της θυρεοσφαιρίνης, Η  θυρεοοφαιρίνη (5 4 %  αμινοξέα) είνα ι μια 

γλυκοπρωτεΐνη μεγάλου μοριακού βάρους (660 kD a) η οποία φέρει 110 μόρια 

τυροσίνης. Η  θυρεοσφαιρίνη εκκρίνεται από τα θυλακιώδη κύτταρα στο εσωτερικό των 

θυλακίων και αποτελεί την μορφή με την οποία εναποθηκεύονται οι θυρεοειδικές 

ορμόνες.

• Τη ν  ενεργητική πρόσληψη του ανόργανου ιωδίου από τη ν συστηματική 

κυκλοφορία.

• Τη ν  οξείδωση του ιωδίου από το ένζυμο υπεροξειδάση της τυροσίνης (Τ Ρ Ο ).

• Τη ν  ιωδίωση των τυροσινών του μορίου της θυρεοσφαιρίνης παρουσία του ένζυμου 

ΤΡ Ο .

• Τη ν  σύζευξη των ιωδστυροσινών [μονοϊω δστυροσίνη (Μ ΓΤ ), διΐω δστυροσίνη (D IT )]  

για  το σχηματισμό των θυρεοειδικών ορμονών. Η  σύζευξη ενός μορίου Μ ΓΓ και ενός 

μορίου D IT  οδηγεί στο σχηματισμό της τριϊω δοθυρονίνης (Τ3), ενώ η σύζευξη δύο 

μορίων D IT  οδηγεί στο σχηματισμό της θυροξίνης (Τ*).

• Τ η ν  απελευθέρωση των θυρεοειδικών ορμονώ ν στην συστηματική κυκλοφορία.

Η  θυρεοειδοτρόπος ορμόνη (Thyroid -Stim ulating H orm one, T S H ) εκκρίνεται από 

πρόσθιο λοβό της υπόφυσης και διεγείρει τη ν βιοσύνθεση τω ν θυρεοειδικών ορμονώ ν.

Η  ρύθμιση της έκκρισης της TS H  επιτυγχάνεται μέσω της θυρεοεκλυτίνης (Th yro tro p in - 

Releasing Horm one, T R H ), η οποία εκκρίνεται από νευρικές απολήξεις της μέσης 

προεξοχής του υποθαλάμου και μεταφέρεται στον πρόεβιο λοβό της υπόφυσης δια του 

υποθαμοϋποφυσιακού πυλαίου συστήματος. Η  T R H  επιδρά άμεσα στα αδεντκά 

κύτταρα της πρόσθιας υπόφυσης αυξάνοντας τον ρυθμό έκκρισης της T S H . Η  

διατήρηση των φυσιολογικών επιπέδων τω ν θυρεοειδικών ορμονώ ν στο αίμα 

επιτυγχάνεται με μηχανισμό παλΐνδρομης ρύθμισης (θετικής, αρνητικής) της έκκρισης ιΒ..^  

της TS H  και της T R H . Η  αύξηση τω ν θυρεοειδικών ορμονώ ν Τ 3 κα ι Τ< αναστέλλει,^με
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μηχανισμό αρνητικής παλΐνδρομης ρύθμισης, την περαιτέρω έκκριση της TSH και της 

TRH (ΣΧΗΜΑ 5).

Cold exposure
u

Thyrotropin
releasing hormone

C A n te rio r ^  
p itu ita ry

Thyrotropin i +

Thyroxine

0 Negative
feedback

ΣΧΗΜΑ 5. Ρύθμιση της έκκρισης τω ν θυρεοειδικών ορμονών. TRH: θυρεοεκλυτίνη, TSH: 

θυρεοειδοτρόπος ορμόνη, Τ3: τριιωδοθυρονίνη, Τ4: θυροξίνη.

Ο ι θυρεοειδικές ορμόνες μεταφέρονται κατά  το μεγαλύτερο μέρος συνδεδεμένες με 

πρωτεΐνες του πλάσματος κα ι ειδικότερα με μ ια  ειδική προλευκωματΐνη σε ποσοστό 20- 

30% (Thyroxin-Binding Prealbum in, ΤΒΡΑ) κα ι κυρίως με την θυρεοσφαιρΐνη σε 

ποσοστό 70-80% (Thyroxin-Binding G lobulin, TBG). Έ να  μικρό ποσοστό της τάξεως του 

0.05% της ολικής θυροξίνης κα ι 0.5% της ολικής τριιω δοθυρονίνης παραμένει ελεύθερο 

κα ι επομένως είναι β ιολογικά ενεργό (Αποστολάκης, 1986, Χαρσούλης, 1998, 

Μ πατρίνος, 1999).

1.13. Απλή οζώ δης βρογχοκήλη.

Α ιτιοπαθογένεια .

Ως απλή (μη τοξική) οζώζης βρογχοκήλη ορίζεται η διόγκωση του θυρεοειδούς 

αδένα που δεν οφείλεται σε νεοπλασματική εξεργασία και χαρακτηρίζεται από 

φυσιολογικά επίπεδα των θυρεοειδικών ορμονών (ευθυρεοειδική κατάσταση). Η 

συχνότητα της απλής οζώδους βρογχοκήλης στο γενικό πληθυσμό, μη ιωδοπενικών
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περιοχών, είναι λιγότερο από 5% , με υπεροχή των γυναικώ ν σε α ναλογία  13:1 (Β π χ 

and Hegedus, 2000, Gaitan et aI., 1991). Σ τη ν Ελλάδα τα επιδημιολογικά δεδομένα 

είναι περιορισμένα. Σε μελέτη 4000 παιδιών σχολικής ηλικίας στην Η π ειρ ο , η 

συχνότητα εμφάνισης της νόσου ανέρχεται στο 21 % (Tsatsoulis et al., 1 9 % ).

Α ιτιολογικά διακρίνονται δύο μορφές της νόσου, η ενδημική και η σποραδική 

(Π ΙΝ Α Κ Α Σ  1). Ως ενδημική χαρακτηρίζεται η βρογχοκήλη που απαντά σε ποσοστό 

μεγαλύτερο από 10% του πληθυσμού μιας περιοχής και οφείλεται κυρίως στην χα μηλή 

περιεκτικότητα του ιωδίου στο νερό και στις τροφές. Η  ημερήσιες ανάγκες σε ιώδιο 

κυμαίνονται μεταξύ 100-500 pg και τιμές μικρότερες από 50 pg συνιστούν ιωδοπενία. 

Βρογχοκηλογόνες ουσίες που λαμβάνονται με την τροφή, όπως οι θειογλυκοσίδες στα 

λαχανικά αλλά και το ίδιο το ιώδιο σε μεγάλες ποσότητες, αποτελούν σπάνια αίτια  

βρογχοκήλης. Η  σποραδική μορφή περιλαμβάνει πρακτικά κάθε ά λλη αιτία  π λην της 

ενδημικής ιωδοπενίας. Συνήθως οφείλεται σε διαταραχή της βιοσύνθεσης των 

θυρεόέιδικών ορμονών (δυσορμονογένεση) λόγω  συγγενούς έλλειψης (μερικής ή 

ολικής) ενός ή περισσοτέρων ενζύμων που μετέχουν στο βιοσυνθετικό κύκλο 

(Χαρσούλης, 1998, Μπατρίνος, 1999).

ΠΙΝΑΚΑΣ 1. Αιτιολογική ταξινόμηση της απλής οζώδοος βρογχοκήλης,

Α. Ενδημική, οφειλόμενη σε:

L Έλλειψη ιωδίου 

ιι. Περίσσεια ιωδίου 

ιιι. Βρογχοκηλογόνα διαίτης 

{ Β. Σποραδική, οφειλόμενη σε:

j ι. Δυσορμονογένεση (συγγενείς διαταραχές στην βιοσύνθεση των ορμονών)J  ιι. Φαρμακοκογενή αίτια (λίθιο, θεισκοανικα, «ραινυλβσυταζόνη, αμινοσαλυκιλικό οξύ) '
> j

ui. Έλλειψη ιωδίου

ιν. Αντισταθμιστική, μετά από υφολική θυρεοειδεκτομή ή ακτινοβολία

Διακρίνονται οι παρακάτω τύποι βιοσυνθετικών διαταραχών: α. πλημμελής 

μεταφορά του ιωδίου από τον εξωκυττάριο χώρο μέσα στο κύτταρο, β. ανεπάρκεια του ,ΒΛ/0<Γ 

ενζύμου υπεροξειδάση, με αποτέλεσμα την ατελή οξείδωση του ιωδίου κα ι τη ν



αδυναμ ία  ενσωμάτωσης στο μόριο της τυροσίνης και γ. ανεπαρκής σύζευξη t o w  

ιωδιωμένων τυροσινών γ ια  τον σχηματισμό της θυροξίνης (f t)  και της 

τριϊω δοθυρονίνης (ft). Η  βλάβη ανεξάρτητα από το σημείο που εντοπίζεται, οδηγεί σε 

ελαττωμένη παραγω γή θυρεοειδικών ορμονώ ν και κατά συνέπεια στην ανάπτυξη 

βρογχοκήλης. Φ άρμακα όπως το λίθιο και η φαινυλβουταζόνη προκαλοΰν την 

εμφάνιση βρογχοκήλης. Η  υφολική θυρεοειδεκτομή κυρίως όταν συνδυάζεται με 

πλημμελή θεραπεία υποκατάστασης τω ν θυρεοειδικών ορμονώ ν οδηγεί συχνά σε 

αύξηση της μάζας του αδένα  κα ι στην ανάπτυξη βρογχοκήλης (Σμπαρούνης, 1989).

Ο  ρόλος της κληρονομικότητας στην απλή οζώδη βρογχοκήλη φαίνεται να  είναι 

σημαντικός. Η  οικογενής κατανομή κα ι υψηλή συχνότητα εμφάνισης της νόσου στα 

μονοζυγω τικά δ ίδυμα  σε σχέση με τα  διζυγω τικά αποδεικνύουν την συμμετοχή 

γενετικών παραγόντω ν στην αιτιοπαθογένεια  της νόσου. Σε μελέτη των Brix et al. 

(1999) σε πληθυσμό 5479 διδύμω ν του ίδιου φύλου στην Δανία , το ποσοστό της 

κληρονομικής προδιάθεσης της νόσου σ η ς  γυναίκες φτάνει το 82%.

Πρόσφατη μελέτη της α ιτιοπαθογένειας της νόσου σε μοριακό επίπεδο έδειξε ότι τα 

θυρεοειδικά κύτταρα που δ ιαμορφώ νουν ένα  θυλάκιο έχουν συχνά πολυκλωνική 

προέλευση, με αποτέλεσμα ν α  υπάρχει γενετική ετερογένεια στην ανάπτυξη και την 

λειτουργία  του θυρεοειδούς αδένα. Ο ι S tuder e t al. (1995) έδειξαν την ταυτόχρονη 

παρουσία  μονοκλωνικών κα ι πολυκλωντκών όζων σε πολυοζώδη βρογχοκήλη.

Σωματικές μεταλλάξεις που συνδέονται με την εμφάνιση βρογχοκήλης έχουν 

ανιχνευθεί στα εξόνια 9 κα ι 10 του γονιδ ίου  του υποδοχέα της TSH (TSHR), στο 

γον ίδ ιο  NIS (N aV l· sym porter gene) κα ι στο γονίδ ιο  m ultinodular goiter m arker 1 

(MNG1) που εδράζεται στο χρωμόσωμα 14 (Brix and  H egedus, 2000). Σημειακή 

μετάλλαξη στο εξόνιο 10  του γονιδ ίου  της θυρεοσφαιρίνης (thyroglobulin) έχει 

παρατηρηθεί σε ασθενείς με ενδημική κα ι σποραδική απλή οζώδη βρογχοκήλη (Perez- 

Centeno et al., 1996).

Νεότερες μελέτες της παθογένειας της νόσου καταδεικνύουν την συμμετοχή 

διαφ όρω ν αυξητικών παραγόντω ν στην ανάπτυξη της απλής οζώδους βροχγοκήλης. 

Τα επίπεδα του αυξητικού πα ράγοντα  IGF-I (insulin-like grow th factor-I) είναι 

αυξημένα σε ασθενείς με οζώδη βρογχοκήλη σε σχέση με τον γενικό πληθυσμό (Minuto 

e t al., 1989). Η  ακρομεγαλία, που χαρακτηρίζεται από  υψηλά επίπεδα IGF-I στον ορό,
ο
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συνδέεται με την βρογχοκήλη σε ποσοστό 70% (W uster et al., 1991). Νεότερες μελέτες 

δείχνουν ότι υπάρχει συνεργική δράση του IG F -I και της θυρεοειδοτρόπου ορμόνης 

(TS H ). Ασθενείς με ανεπάρκεια της υπόφυσης και υψηλά επίπεδα 1GF-I στον ορό (μετά 

από χορήγηση αυξητικής ορμόνης) δεν παρουσιάζουν αύξηση της μάζας του 

θυρεοειδούς αδένα (Cheung et aL, 19% ). Σε καλλιέργειες θυρεοειδικών κυττάρων 

παρατηρείται υπερέκφραση του IG F -I, μετά από εξωγενή χορήγηση T S H  (To d e  et al., 

1989, Hofbauer et al., 1995). Η  έκφραση τσυ γονιδίου του IGF-1 μειώνεται σημαντικά 

από υψηλά επίπεδα του ενδοκυττάριου ιώδιου, γεγονός που δείχνει τη ν πιθανή 

συμμετοχή του IG F -I στην παθογένεια της ενδημικής (ιωδσπενικής) βρογχοκήλης 

(Hofbauer et al., 1995).

Ο ι αυξητικοί παράγοντες FG F-1 , FG F-2  (fibroblast grow th factors) και ο υποδοχέας 

FGF-1 (FG FR -1) εκφράζονται στα θυλακιώδη κύτταρα σε απλή οζώδη βρογχοκήλη και 

τα επίπεδα έκφρασης είναι σημαντικά υψηλότερα σε σχέση με τον φ υσιολογικό αδένα 

(Thom pson et al., 1998). Ο ι H ill et al. (1994) και οι Cocks et al. (2000) έδειξαν ότι o F G F - 

2 υπερεκφράζεται μετά από εξωγενή χορήγηση T S H  σε καλλιέργειες θυρεοειδικών 

κυττάρων.

Ο ι αυξητικοί παράγοντες της αγγειογένεσης P1GF (placenta grow th factor), V E G F  

(vascular endothelial grow th factor) και οι αντίστοιχοι υποδοχείς (Flt-1 , F lk -l/ K D R ), 

υπερεκφράζονται σε καλλιέργειες θυρεοειδικών κυττάρων επίμυος (F R TL -5 ) μετά από 

εξωγενή χορήγηση TS H  (Viglieto et al., 1997). Ο ι Schulte et al. (2000) έδειξαν ότι η 

έκφραση του υποδοχέα actRII της activin Α , ενός αναστολέα της αγγειογένεσης, είναι 

μειωμένη στην απλή οζώδη βρογχοκήλη σε σχέση με τον φ υσιολογικό θυρεοειδικό ιστό.

Ο  ρόλος του αυξητικού παράγοντα H G F  (hepatocytes grow th factor) είνα ι υπό 

διερεύνηση. Ο ι Eccles et al. (1 9 % ) έδειξαν ότι ο H G F  εκκρίνεται από τα φ υσιολογικά 

θυρεοειδικό κύτταρα και αποτελεί ισχυρό μιτογόνο ερέθισμα για  τα κύτταρα αυτά. Σε 

μελέτη των Trovato et al. (1998) διαπιστώθηκε υπερέκφραση του H G F  σε μη 

νεοπλασματικούς όζους του αδένα και στο θηλώδες καρκίνω μα του θυρεοειδούς.

Ανεξάρτητα από τον αιτιολογικό παράγοντα, ο παθοφυσιολογικός μηχανισμός της 

μη τοξικής οζώδους βρογχοκήλης φαίνεται να είναι κοινός. Η  ανεπαρκής σύνθεση τω ν 

θυρεοειδικών ορμονών (Τ3, Τ4) οδηγεί σε αυξημένη (α ντιρροπισπκή) έκκριση της 

θυρεοειδοτρόπου ορμόνης (T S H ) από την υπόφυση, μέσω της υποθαλαμικής



θυρεοεκλυτίνης (TRH), η οποία  διεγείρει τα θυρεοειδικά κύτταρα για  την παραγω γή  T? 

κα ι Τ4, ώστε να  αποκατασταθεί η ισορροπία. Η υπερέκκριση TSH οδηγεί σε αύξηση της 

λειτουργικής μάζας του αδένα (υπερπλασία, υπερτροφία) και στην δημιουργία  

βρογχοκήλης. Η  αποκατάσταση των επιπέδων των θυρεοειδικών ορμονών στην 

περιφέρεια  οδηγεί, με μηχανισμό αρνητικής παλΐνδρομης ρύθμισης, στην σταδιακή 

μείωση της έκκρισης της TSH. Α ν ο αιτιολογικός παράγοντας συνεχίζει και υφίστανται, 

ακολουθεί νέο εκκριτικό κύμα TSH και ο θυρεοειδής αδένας εισέρχεται σε νέα φάση 

υπερπλασίας κα ι υπερτροφίας. Αποτέλεσμα της συνεχούς λειτουργικής μεταβολής και 

μορφολογικής αναδιαμόρφω σης του αδένα είναι η δημιουργία  κυστικών και 

αδενω ματοδώ ν όζων (Αποστολάκης, 1986, Χαρσούλης, 1998, Μ πατρίνος, 1999).

Η  TSH στον ορό των ασθενών με απλή οζώδη βρογχοκήλη είναι φυσιολογική ή 

ελαφρά μειωμένη (Toft et al., 1976), γεγονός που ενισχύει την υπόθεση ότι κάποιος 

άλλος μηχανισμός ενεργεί ταυτόχρονα  με την υπερέκκριση της TSH κα ι οδηγεί στη 

δη μ ιουργία  της βρογχοκήλης.

1 .14 . Κ αλοήθη κ α ι κακοήθη νεοπλάσματα  του θυρεοειδούς αδένα.

Το θολα κ ιώ δες αδένω μ α  είνα ι το συχνότερο καλοήθες νεόπλασμα του θυρεοειδούς 

αδένα. Π ροσβάλλει κα ι τα  δύο φύλα, ανεξάρτητα από την ηλικία. Ιστολογικά 

δ ιακρ ίνετα ι στους παρακάτω  τόπους: απλό, δοκιδώδες, μικροθυλακιώδες,

μακροθυλακιώδες, τύπος α πό  οξύφιλα κύτταρα (H urthle cell) και μικτός τύπος. Η  

διάκριση του θυλακιώδους αδενώματος από το αντίστοιχο καρκίνωμα είνα ι αρκετές 

φορές αδύνατη. Η  ανεύρεση αποτιτανώσεων κα ι αγγειακής διήθησης αποτελούν 

σημεία κακοήθειας (Π απαδημητρίου, 1990).

Ο  καρκίνος του θυρεοειδούς αδένα  αποτελεί την συχνότερη ενδοκρινική νεοπλασία 

(Robbins, 1991). Η  συχνότητά του ανέρχεται στο 0.6% και 1.6% του συνόλου των 

νεοπλασμάτω ν στους άνδρες κα ι στις γυναίκες αντίστοιχα (Sherman et al., 1998). Τα 

κακοήθη νεοπλάσματα του θυρεοειδούς αδένα προέρχονται από τα θυλακιώδη 

κύτταρα, τα  παραθυλακιώ δη κύτταρα και τα στοιχεία του συνδετικού υποστρώματος 

του αδένα  (ΠΙΝΑΚΑΣ 2).
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2. Ταξινόμηση των κακοήθων νεοπλασμάτων τοο θυρεοειδούς αδένα.

Α. Καρκινώματα

α. Από τα κύτταρα των θυλακίων 

l Διαφοροποιημένα 

θηλώδη 

θυλακιώδη 

il Αδιαφοροποίητα 

Γιγαντοκοτταρικά 

Μικροκυτταρικά 

Ατρακτοκυτταριχά 

β. Από τα παραθυλακιώδη κύτταρα 

Μυελοειδή 

γ. Μετασταηκά

Από νεφρούς, πνεύμονες, μαστό
φ
Β. Ογκοι από στοιχεία τοο συνδετικού ιστού 

Σαρκώματα 

Λεμφώματα 

Πλασμοκυττώματα

ί
ί
ίI
!

|

ί

ί

Το  θηλώδες (papillary) κα ρκίνω μα είνα ι το m o συχνό από τα νεοπλάσματα του 

θυρεοειδούς (70-80%), παρουσιάζεται συνήθως τη ν δεκαετία, προσβάλλει

συχνότερα τις γυναίκες (2-3:1), έχει βραδεία εξέλιξη και καλή πρόγνωση.

Τ ο  θολακιώδες (fo llicular) κα ρκίνω μα  (10-15% ) εμφανίζεται τη ν 5*ι-6π δεκαετία και 

είναι συχνότερο στις γυναίκες (6:1). Α νήκει μα ζί με το θηλώδες καρκίνω μα στα 

διαφοροποιημένα νεοπλάσματα του θυρεοειδούς.

Τ ο  αδιαφοροποίητα (undifferentiated, anaplastic) κα ρκίνω μα  (5 -10% ) 

αναπτύσσεται σε άτομα άνω των 60 ετών, είναι το m o επιθετικό και παρουσιάζει την 

χειρότερη πρόγνωση από τα νεόπλασματα του αδένα. Ιστολογικώ ς δεν εμφανίζει 

κανένα χαρακτηριστικό του θυρεοειδικού ιστού και παρουσιάζεται ως ανομοιόμορφη 

μάζα με άφθονες πυρηνοκινησίες που διηθεί τους πέριξ ιστούς.

Τ ο  μοελοειδές (m edullary) κα ρκίνω μα  (7 -10% ) εξορμάται από τα παραθυλακιώδη 

κύτταρα (C  cells), προσβάλλει κα ι τα δύο φύλα με τη ν ίδ ια  α να λογία  και δύναται να



παρουσιάζει ορμονοεκκριτική δραστηριότητα (έκκριση καλσιτονίνης). Δ ιακρΐνονται 

δύο μορφές, η σποραδική και η οικογενής. Η  οικογενής μορφή μπορεί να  συνυπάρχει 

με νεοπλάσματα άλλων ενδοκρινώ ν αδένων (σύνδρομα πολλαπλής ενδοκριντκής 

νεοπλασίας ΜΕΝ ΙΙα κα ι ΙΙβ) (Rosen et al., 1997).

Η  α ιτιολογία  του καρκίνου του θυρεοειδούς αδένα  παραμένει κατά το πλείστον 

αδιευκρίνιστη. Σήμερα πιστεύεται ότι περιβαλλοντικοί κα ι γενετικοί παράγοντες 

δρούν  συνεργικά γ ια  την κακοήθη εξαλλαγή των θυλακιωδών κυττάρων του 

θυρεοειδούς αδένα.

Η  έκθεση στην ιονίζουσα ακτινοβολία  είτε γ ια  θεραπευτικούς σκοπούς (καλοήθεις 

κα ι κακοήθεις παθήσεις του τραχήλου) είτε λόγω  περιβαλλοντικής μόλυνσης (Νήσοι 

M arshall στην Ιαπω νία  και Chernobyl στην Ο υκρανία) προκαλεί αύξηση της 

συχνότητας του θυρεοειδικού καρκίνου. Μελέτες που έγ ινα ν  μετά το πυρηνικό 

ατύχημα του C hernobyl το 1986, έδειξαν αύξηση των κρουσμάτων του καρκίνου του 

θυρεοειδούς αδένα  κατά 20-60 φορές, ιδίω ς σε άτομα νεαρής ηλικίας (Kazakov et al., 

1992, N ikiforov and  G nepp, 1994, Becker et al., 1996). Στις περιπτώσεις αυτές η 

μεταλλαξιογόνος δράση της ακτινοβολίας οδηγεί με σωματικές μεταθέσεις του γονιδ ίου  

RET κα ι μεταλλάξεις του γονιδ ίου  ρ53 (Santoro e t al., 2000). Τα θηλώδη καρκινώματα 

απαντώ ντα ι συνήθως σε μη-ιωδοπενικές περιοχές σε αντίθεση με τα θυλακιώδη τα 

οπο ία  εμφ ανίζοντα ι συχνότερα σε ιωδοπενικές περιοχές (Lind et al., 1998, Bakiri et al.,

1998).

Τα τελευταία χρό ν ια  η έρευνα έχει στραφεί στην μελέτη της καρκινογένεσης σε 

μοριακό επίπεδο. Ο  καρκίνος του θυρεοειδή συνδέεται με μεταλλάξεις γονιδίω ν που 

σχετίζονται με τον  πολλαπλασιασμό κα ι την διαφοροποίηση των θυλακιωδών 

κυττάρων (ΠΙΝΑΚΑΣ 3).

I
| ΠΙΝΑΚΑΣ 3. Γονίδια
j
{ θυρεοειδούς αδένα.

εμπλεκόμενα στην παθογένεια τοο καρκίνου του I

θηλώδες καρκίνωμα: RET, TRK, ρ53, PTEN, MET, ras, ρ16, mtDNA, c-erbB-2 

θυλακιώδες καρκίνωμα: ρ53, ras, PPARy, PTEN 

; Αδιαφοροποίητο καρκίνωμα: ρ53, β-Cathenin, ΡΤΕΝ 

j Μυελοειδές καρκίνωμα: RET, c-erbB-2
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Το  ογκο-κστασταλτιχό γονίδιο P TE N  (Cow den gene) απενεργοποιεΐται οε ποοοστό 

5-10% στο θυλακιώδες καρκίνωμα (Halachm i et a)., 1998). Μ εταλλάξεις που οδηγούν σε 

απενεργοποίηση του ογκο-κατασταλτικού γονιδίου ρ53 ανευρίσκονται συχνά (70-80% ) 

στα αδιαφοροποΐητα καρκινώματα και σπανιότερα (0-12% ) στα καλά 

διαφοροποιημένα νεοπλάσματα του αδένα (Ito  et al., 1992, Fagin et al., 1993, Sim on et 

al., 1994, Farid et al., 1995). Σημειακές μεταλλάξεις του ογκογσνιδίου Ras ανιχνεύονται 

σε υψηλό ποσοστό (7-92% ) σε καλοήθη (αδενώματα) και κακοήθη (θηλώδη, θυλακιώδη) 

νεοπλάσματα τσυ θυρεοειδούς αδένα (Karga et al., 1991, Farid et al., 1995). Τ α  πρωτο- 

ογκογονίδια της κινάσης της τυροσίνης (R E T, TR K , M E T ) εμπλέκονται στην 

παθογένεια του θηλώδσυς και του μυελοειδσύς καρκινώματος (Farid  et al., 1995). Έ ν α  

προτεινόμενο μοντέλο της ογκογένεσης στον θυρεοειδή απεικονίζεται στο Σ Χ Η Μ Α  6.

ΣΧΗΜΑ 6. Διαγραμμαπκή απεικόνιση της ογκογένεσης των καρκινωμάτων του 
θυρεοειδούς αδένα

1.15. Διαγνωστική προσέγγιση των θορεοειδικών όζων.

Η  παρουσία ψηλαφητού μορφώματος στον θυρεοειδή αδένα που εμφανίζει 

διαφορετική σύσταση από το υπόλοιπο παρέγχυμα αποτελεί τη ν συχνότερη αιτία  

προσέλευσης του ενδοκρινολογικού ασθενούς στο ιατρείο. Η  συχνότητα του μονήρους

Πρόδρομο θτ>ΧώδΕς_____________7 θπλώδβς

Φυαολονκό
θυρεοοδκό
κύτταρο

Αόιοφοροηοίτττο
καρκήαβμο
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με υπεροχή τω ν γυνα ικώ ν ενώ σε νεκροτομικό υλικό το ποοοστό είνα ι κατά πολύ 

υψηλότερο κα ι φτάνει μέχρι κα ι 12% (Χαρσούλης, 1998, Μ πατρίνος, 1999).

Ο ι θυρεοειδικοί όζοι μπορεί ν α  είνα ι μονήρεις ή πολλαπλοί, συμπαγείς ή κυστικοί 

κα ι ανάλογα  με την εικόνα που  δ ίνουν  στο σπ ινθηρογράφημα ψ υχροί ή θερμοί. Η  

μονήρης διόγκωση του θυρεοειδούς αδένα μπορεί να  οφείλεται σε ποικιλία  

παθολογικώ ν καταστάσεων κα ι η διαφορική διάγνω ση επικεντρώνεται στην διάκριση 

μεταξύ καλοήθων κα ι κακοήθων όζων (ΠΙΝΑΚΑΣ 4).

Ο  καρκίνος του θυρεοειδούς εμφανίζεται με την  μορφή μονήρους όζου σε ποσοστό 

95%, γεγονός που προσδίδει ιδιαίτερη βαρύτητα στην σωστή διάγνωση και 

θεραπευτική αντιμετώπιση της κατάστασης. Ό πω ς φ αίνεται στον π ίνακα, το 90% 

περίπου τω ν περιπτώσεων μονήρου όζου του αδένα  οφείλεται σε καλοήθεις βλάβες του 

αδένα (Χαρσούλης, 1998, Μ πατρίνος, 1999).

ΠΙΝΑΚΑΣ 4. Αιτιολογική ταξινόμηση των μονηρών όζων τοο θυρεοειδούς αδένα.

Α. Συμπαγής

Καρκίνωμα (10%)

Αδένωμα (30%)

Οζώδης βρογχοκήλη (40%)

Β. Κυστικός

Καρκίνωμα (1-2%)

Εκφύλιση αδενώματος, οζώδης βρογχοκήλης (18%)

I
ι

I>ί

Ο  καρκίνος του θυρεοειδούς εμφανίζεται με την  μορφή μονήρους όζου σε ποσοστό 

95%, γεγονός που προσδίδει ιδιαίτερη βαρύτητα στην σωστή διάγνωση και 

θεραπευτική αντιμετώπιση της κατάστασης. Ό πω ς φ αίνεται στον π ίνακα, το 90% 

περίπου των περιπτώσεων μονήρου όζου του αδένα οφείλεται σε καλοήθεις βλάβες του 

αδένα (Χαρσούλης, 1998, Μ πατρίνος, 1999).

Η  διαγνωστική προσέγγιση του ασθενούς με όζο του θυρεοειδούς περιλαμβάνει τις 

ακόλουθες εξετάσεις, οι οποίες παρατίθεντα ι με σειρά διαγνωστικής ακρίβειας:

α. Παρακέντηση του θυρεοειδούς αδένα με λεπτή βελόνη (fine-needle aspiration, 

FNA). Η  παρακέντηση του θυρεοειδούς αδένα με λεπτή βελόνη σε συνδυασμό με
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κυτταρολογική εξέταση του δείγματος αποτελεί μια αξιόπιστη προεγχειρητική μέθοδο 

διάγνωσης των θυρεοειδικών όζων (Gharib, 1994). Ο  α γ ε ν ή ς  τοποθετείται στην 

εξεταστική κλίνη σε ύπτια θέση με τον αυχένα σε πλήρη έκταση για  να αποκαλυφθεί ο 

θυρεοειδής αδένας. Η  παρακέντηση εκτελείται με βελόνη 22-gauge η οποία 

προσαρμόζεται σε πλαστική σύριγγα μιας χρήσεως. με ή χωρίς τοπική αναισθησία (1 % 

lidocaine) σε άσηπτες συνθήκες. Η  βελόνη εισέρχεται εντός του όζσυ και δημιουργείται 

αρνητική πίεση ώστε το κυτταρικό υλικό να αναρροφηθεί εντός της σύριγγας. Ο  

ψηλαφητός όζος παραχεντείται 2-4 φορές σε διαφορετικές περιοχές ώστε να 

εξασφαλιστεί επαρκής και αντιπροσωπευτική ποσότητα δείγματος γ ια  την 

κυτταρολογική εξέταση (W erga et al., 2000) (Ε ΙΚ Ο Ν Α  3).

Η  ειδικότητα, η ευαισθησία και η διαγνωστική ακρίβεια της μεθόδου κυμαίνοντα ι 

από 70-90%, 83-99% και αντίστοιχα (R idgw ay, 1 9 % ). Ωστόσο σε ένα μεγάλο ποσοστό 

(10-25%) η κυτταρολογική εξέταση είναι μη-διαγνω στική, είτε λόγω  ανεπαρκούς 

ποσότητας δείγματος είτε λόγω  αδιευκρίνιστου ιστολογικού τύπου, συνήθως όταν 

πρόκειται για  θυλακιώδες νεόπλασμα (αδένωμα, καρκίνω μα) (Baloch et al., 1998, 

Bakhos et al., 2000, C how  et al., 2001). Σε ορισμένες από αυτές τις περιπτώσεις, η 

μοριακή ανάλυση των δειγμάτων μπορεί να οδηγήσει σε ακριβή διάγνω ση (W in ze r et 

al., 1998, Russo et al., 1999, Takano et al., 1999,2000, Chiappetta et al., 2000).

. AB/vCOf.
Εικόνα 2. Τεχνική της παραχέντησησης too θυρεοειδούς αδένα (FNA).



β. Η δεύτερη σε αξία διαγνωστική μέθοδος είνα ι το υπερηχογράφημα με το οποίο 

λαμβάνουμε πληροφορίες σχετικά με τις διαστάσεις κα ι την σύσταση του όζου 

(συμπαγής, κυστικός). Το κύριο μειονέκτημα της μεθόδου είναι ότι δεν μπορεί να 

διαχωρίσει με ακρίβεια την καλοήθη ή κακοήθη φύση του όζου (Χαρσούλης, 1998, 

Μ πατρίνος, 1999).

γ. Το σπινθηρογράφημα έχει πλέον μικρή διαγνωστική αξία στην διερεύνηση της 

φύσης του μονήρους όζου του θυρεοειδούς. Α νάλογα  με το ποσό του ραδιοϊσοτόπου 

που προσλαμβάνεται καθορίζεται κα ι η λειτουργικότητα του όζου (θερμός, ψυχρός). 

Αυτό έχει ιδιαίτερη αξία στην περίπτωση του αυτόνομου αδενώματος (θερμός όζος) 

που αναστέλλει την λειτουργία  του φυσιολογικού παρεγχύματος (Χαρσούλης, 1998, 

Μ πατρίνος, 1999).

1 .16 . Ο  ρόλος τη ς  α πόπτω σ η ς στην απλή  οζώ δη  βρογχοκήλη 

κ α ι στα νεοπλάσματα  του  θυρεοειδούς αδένα.

Η  απόπτωση (apoptosis) ή προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος (program m ed 

cell death) είνα ι μ ια  διαδικασία  σημαντική γ ια  την  ανάπτυξη και την διατήρηση της 

ομοιόστασης του οργανισμού (M eier e t al., 2000). Η  αυτοκτονία  του κυττάρου ως 

απάντηση σε ενδογενή ή εξωγενή ερεθίσματα είνα ι μ ια  ελεγχόμενη κα ι 

προγραμματισμένη διαδικασία, η οπο ία  απαιτεί κατανάλωση ενέργειας γ ια  την 

σύνθεση RNA και πρωτεϊνών (κασπάσες) (Thom pson, 1995). Η  νέκρωση αντίθετα είναι 

παθολογικός κυτταρικός θάνατος που οφείλεται σε γεντκευμένη έκπτωση των 

κυτταρικών ρυθμιστικών μηχανισμώ ν λόγω επίδρασης σοβαρού κυτταρικού 

τραύματος (Ameisen, 1996).

Μ ορφολογικά τα  κύτταρα που αποπ ίπτουν εμφανίζουν αρχικά απώλεια του 

κυτταρικού όγκου, πτύχωση των μεμβρανών, συμπύκνωση και περιφερική διάταξη της 

χρω ματίνης προς την πυρηνική μεμβράνη. Τα μ ιτοχόνδρια  και τα ριβοσωμάτια 

διατηρούν την βασική τους δομή και ένα μέρος της λειτουργίας τους. Στην συνέχεια ο 

κυτταροσκελετός κσταστρέφεται και ακολουθεί η αποδόμηση (fragm entation) του 

γονιδιω ματικού DNA σε μικρά κλάσματα τα οποία  δ ίνουν την γνωστή εικόνα δίκην
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επιχρίσματος (smear) κατά την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (K err et aL, 1972, 

1995). H  in situ ανίχνευση της απόπτωσης με την μέθοδο T U N E L  (term inal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxy uridine triphosphate nick end labeling) 

βασίζεται στην ενσωμάτωση σημασμένων νσυκλεστιδίων στο 3*-ΟΗ άκρο τω ν 

κλασμάτων του D N A  παρουσία του ένζυμου T d T .

Διακρίνουμε δύο κύριους παθογενετικούς μηχανισμούς που οδηγούν το κύτταρο 

σε απόπτωση: α. την ενεργοποίηση της ογκο-κατασταλτικής πρωτεΐνης ρ53 που 

ρυθμίζει την έκφραση των αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bax και κατ' επέκταση 

την απελευθέρωση του κυτοχρώμστος c από τα μιτοχόνδρια και β. την ενεργοποίηση 

του συστήματος Fas/Fas ligand. Το  τελικό αποτέλεσμα των μηχανισμώ ν αυτών είνα ι η 

ενεργοποίηση ειδικών πρωτεολυτικών ενζύμων (κασπάσες) που καταστρέφουν το 

κύτταρο (Ε ΙΚ Ο Ν Α  3).

I

\

ΕΙΚΟΝΑ 3. Παθογενεπκοΐ μηχανισμοί της απόπτωσης (ρ53, Bcl-^Bax και CD95L) (TIBS).
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Το ογκο-κατασταλτικό (tum or suppressor) γον ίδ ιο  p53 κωδικοποιεί μ ια  πυρηνική 

φωαφοπρωτεΐνη με δράση μεταγραφικού παράγοντα , η οποία εμπλέκεται στην 

ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου σε περίπτωση βλάβης του DNA, αναστέλλωντας την 

μετάβαση α πό  την φάση G1 στην φάση S. Αυτό επ ιτυγχάνετα ι μέσω επαγω γής της 

πρω τεΐνης ρ21 η οποία  είνα ι ισχυρός αναστολέας των κινασώ ν των κυκλινών (CDKs) 

με τελικό αποτέλεσμα να  διατηρείται υποφωσφορυλιωμένη η πρωτεΐνη του 

ρετινοβλαστώματος (retinoblastom a protein, Rb). Αντίθετα, η φωσφορυλίωση του Rb 

μέσω ενεργοποίησης του μεταγραφικού πα ρά γοντα  E2F-1 οδηγεί στην μετάβαση από  

τη ν  G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου (Israels and  Israels, 1999). Σε περίπτωση 

μη-επιδιορθώσιμης βλάβης του DNA, το  γον ίδ ιο  ρ53 οδηγεί το κύτταρο σε απόπτωση 

μέσω του παθογενετικού μηχανισμού των πρω τεϊνώ ν Bcl-2 κα ι Bax (Selvankum aran et 

al., 1994, Reed, 1998, Basu and  H aidar, 1998). Ο  αποπτωτικός δρόμος μέσω της 

πρω τεΐνης ρ53 εμπλέκει κα ι άλλους μεταγραφικούς παράγοντες με σημαντικότερο τον 

E2F-1. Η  έκφραση του E2F-1 επάγει την  απόπτωση είτε μέσω ενεργοποίησης του 

γον ιδ ίου  ρ53 (Kowalic e t al., 1995, 1998) είτε μέσω καταστολής αντι-αποπτωτικών 

παραγόντω ν, όπως ο NF-κΒ (Tanaka e t al., 2002).

To γον ίδ ιο  bcl-2 ανήκει σε μ ια  ευρύτερη οικογένεια γονιδ ίω ν τα οποία  

κω δικοποιούν γ ια  πρωτεΐνες με ανταγωνιστική δράση στην ρύθμιση της απόπτωσης 

(A dam s an d  Cory, 2001, Strasser et al., 2000). Δ ιακρίνοντα ι σε αυτές που αναστέλλουν 

τη ν  αποπτωτική διαδικασία  (αντι-αποπτωτικές: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A-I) και σε 

εκείνες που την επάγουν (προ-αποπτωτικές: Bax, Bak, Bad, Bid, Bcl-xs) (Reed, 1997, 

H u an g  and  Strasser, 2000, A ntonsson e t al., 2001). Ο ι πρωτεΐνες Bcl-2 και Bax 

σχηματίζουν ομοδιμερή κα ι ετεροδιμερή στην μιτοχονδριακή μεμβράνη (Bcl-2/ Bax, 

Bcl-2/Bcl-2 κα ι Bax/ Bax) και η -σχετική αναλογία  λειτουργεί σαν ένα είδος 

ενδοκυττάριου ρεοστάτη που ελέγχει την απόπτωση (Oltvai e t al., 1993, Schendel et al., 

1998). Η  πρωτεΐνη Bcl-2 βρίσκεται κυρίως στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων 

συνδεδεμένη με την κυτταροπλασματική πρωτεΐνη Apaf-1 (apoptotic protease 

activating factor-1) κα ι ρυθμίζει την διαπερατότητα της μεμβράνης για  διάφορα ιόντα 

κα ι γ ια  το κυτόχρωμα c (Gross et al., 1999). Ο ταν το κύτταρο υποστεί εσωτερική βλάβη 

διαταράσεται η διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεβράνης και απελευθερώνονται 

στο κυτταρόπλασμα ο παράγοντας που επάγει την απόπτωση (AIF, apoptosis-inducing0
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factor) και το κυτόχρωμα c. Ο  παράγοντας A IF  μετακινείται στον πυρήνα και 

ενεργοποιεί τις διαδικασίες για  τη ν αποδόμηση του D N A , ενώ το σύμπλοκο 

κυτόχρωμα c και Apaf-Ι  (αποπτοσωμάτιο) ενεργοποιεί τη ν πρωτεάση-caspase 9, που 

οδηγεί μέσω ενεργοποίησης και των άλλω ν πρωτεασών στην καταστροφή του κυττάρου 

(Hengartner, 2000). Η  πρωτεΐνη Bel-2 καταστέλλει την διαδικασία της απόπτωσης 

αναστέλλοντας την απελευθέρωση του κυτοχρώμστος c από τα μιτοχόνδρια (K luck et 

al., 1997, Gross et aL, 1999), αντίθετα με την κύτταρο πλασματική πρωτεΐνη Bax η οποία 

προάγει την ενεργοποίηση των κασπαοών μέσω απελευθέρωσης του κυτοχρώματος c 

και οδηγεί το κύτταρο οε απόπτωση (Goldstein et al., 2000, Antonsson et al., 2001, 

Degenhardt et al., 2002).

Ένας από τους σημαντικότερους παθογενετικοός μηχανισμούς της απόπτωσης είναι 

αυτός του συστήματος Fas/Fas ligand. Ο  υποδοχέας Fas (A P O l ,  C D -9 5 L ) που ανήκει 

στην οικογένεια του TN F R  (tum or necrosis factor receptors) συνδέεται με το διαλυτό 

μόριο-Fas ligand και οδηγεί αρχικά στην ενεργοποίηση της πρωτεάσης-caspase 8 και 

στην συνέχεια μέσω ενός καταρράκτη αντιδράσεων στην ενεργοποίηση και των άλλω ν 

πρωτεασών, με τελικό αποτέλεσμα την λύση του κυττάρου (Nagata, 1999, Pinkoski and 

Green, 1999, Reed et al., 2000).

Η  βρογχοκήλη συνίσταται σε υπερπλασία και υπερτροφία των θυρεοειδικών 

κυττάρων σε συνδυασμό με αυξημένη αγγειογένεση. Ο  ρόλος της απόπτωσης στην 

βρογχοκήλη αφορά κυρίως το στάδιο της σναδιαμόρφωσης (rem odeling) του αδένα, 

μετά την άρση της βρογχοκηλογόνου αιτίας. Ο  αυξημένος κυτταρικός θάνατος που 

παρατηρείται στην φάση αυτή, οδηγεί σε μείωση της μάζας του αδένα και επαναφορά 

στα φυσιολογικά επίπεδα.

Στα αρχικά στάδια της υποστροφής της μάζας του αδένα αναπτύσσεται μια  

ισορροπία τω ν φαινομένων του πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης στα θυρεοειδικά 

κύτταρα. Στο  τέλος της 1*κ εβδομάδας αναπτύσσεται έντονη αποπτωτική 

δραστηριότητα που οδηγεί σε επαναφορά της μάζας του αδένα στα φ υσιολογικά 

επίπεδα (Riesco et al., 1998). Ο ι Tam ura et al. (2000) μελέτησαν το ρόλο της απόπτωσης 

και την πιθανή συμμετοχή του Fas/Fas ligand συστήματος κατά τη ν διάρκεια της 

αποκατάστασης της μάζας του αδένα σε επίμυες με βρογχοκήλη. Η  διαδικασία της (ο 

απόπτωσης μελετήθηκε με ηλεκτρονική μικροσκοπία κα ι με τη ν μέθοδο T U N E L  και η



έκφραση του F as/F as ligand συστήματος με ανοσοιστοχημεία. Διαπιστώθηκε 

υπερέκφραση του υποδοχέα Fas στα θυρεοειδικά κύτταρα κατά την διαδικασία  της 

απόπτωσης. Ο ι Patel et al. (1998) προκάλεσαν βρογχοκήλη σε επίμυες με ειδική 

βρογχοκηλογόνο δίαιτα. Κατά την διάρκεια της αύξησης της μάζας του αδένα τα 

επ ίπεδα  της Bcl-2 ήταν σημαντικά υψηλά. Μετά την διακοπή της δίαιτας και κατά την 

φάση της σναδιαμόρφω σης του αδένα διαπίστω σαν έντονη αποπτωτική 

δραστηριότητα με χαμηλά επίπεδα της πρωτεΐνης.

Ο  αποπτω τικός δείκτης όπως καθορίστηκε σε in  situ μελέτες ανίχνευσης της 

απόπτω σης με τη ν  μέθοδο TUNBL, ε ίνα ι ιδια ίτερα χαμηλός στον φυσιολογικό ιστό, 

στην οζώδη βροχγοκήλη, στα θυλακιώδη αδενώματα και στα καλά διαφοροποιημένα 

καρκινώ ματα  ενώ αυξάνεται σημαντικά στα αδιαφοροποίητα  καρκινώματα (Basolo et 

al., 1997, Yoshida et al., 1999, Sreelenkha e t al., 2000).

Ανοσοϊστοχημικές μελέτες έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Bcl-2 εκφράζεται σε υψ ηλά 

ποσοστά στον φυσιολογικό θυρεοειδή κα ι στα καλοήθη νεοπλάσματα του αδένα 

(οζώδη βροχγοκήλη, θυλακιώδες αδένωμα). Αντίθετα η έκφραση και η αντι- 

αποπτω τική δράση της πρωτεΐνης μειώ νονται σημαντικά στα αδιαφοροποίητα  

καρκινώ ματα  (Pollina et al., 1996, Puglisi e t al., 2000, Sreelenkha et al., 2000). Ο  υψηλός 

δείκτης απόπτωσης που παρατηρείτα ι στα αδιαφοροποίητα  καρκινώματα σχετίζεται με 

υψ ηλά  επίπεδα  έκφρασης της αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax (Manetto et al., 1997). 

Α νοσοϊστοχημικά το γον ίδ ιο  ρ53 εκφράζεται σε υψ ηλά επίπεδα κυρίως στα 

αδιαφ οροποίητα  καρκινώ ματα (Pollina e t al., 1996, Puglisi e t al., 2000) κα ι συνήθως 

αντχνεύεται η ανενεργός μεταλλαγμένη πρωτεΐνη η οποία  εμφανίζει μεγαλύτερο χρόνο 

ημίσειας ζωής σε σχέση με την  φυσιολογική (Levine et al., 1991, Battifora et al., 1994).

1.16. Σκοπός της εργασίας.

Η  προθυμοσίνη α  είνα ι μ ια  μικρή, όξινη, πυρηνική πρωτεΐνη με χαρακτήρες 

μεταγραφικού πα ράγοντα  κα ι ογκο-πρωτεΐνης που συμμετέχει ενεργά τόσο στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό όσο και στην απόπτωση. Η  παραθυμοσίνη είναι μια 

πρωτεΐνη με σημαντικές ομοιότητες με την προθυμοσίνη α και πιθανό ρόλο στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Στην εργασία αυτή μελετήθηκε για  πρώτη φορά η
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έκφραση της προθυμοσίνης α και της παραθυμοσίνης σε επίπεδο mRNA στον 

θυρεοειδή αδένα του ανθρώπου σε περιπτώσεις φυσιολογικού ιστού και απλής οζώδους 

βρογχοκήλης. Η έκφραση της προθυμοσίνης α μελετήθηκε επιπλέον σε πρωτεϊντκό 

επίπεδο σε καλοήθη και κακοήθη νεοπλάσματα του αδένα. Επιπρόσθετα διερευνήθηκε 

ο ρόλος των μεταγραφικών παραγόντων προθυμοσίνη α, E2F-1 και ρ53 και των 

αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bax στην ρύθμιση του πολλαπλασιασμού και της 

απόπτωσης των θυλακιωδών κυττάρων του θυρεοειδούς. Αναλυτικά η πειραματική 

διαδικασία περιελάμβανε τα ακόλουθα βήματα:

• Ανίχνευση του λειτουργικού γονιδίου της προθυμοσίνης α σε κύτταρα περιφερικού 

αίματος και σε θυλακιώδη κύτταρα από ασθενείς με απλή οζώδη βρογχοκήλη, οι οποίοι 

υποβλήθηκαν σε διαγνωστική παρακέντηση με λεπτή βελόνη (FN Α).

• Μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α, της παραθυμοσίνης και της 

φωσφοπρωτεΐνης ρ53 σε επίπεδο mRNA με ημι-ποσστική αντίστροφη αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης (semi-quantitative RT-FCR) σε δείγματα FNA ασθενών με 

απλή οζώδη βρογχοκήλη.

• Μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α σε επίπεδο mRNA με ημι-ποσστική RT- 

PCR σε ιοτικά παρασκευάσματα παραφίνης από ασθενείς με κακοήθη νεοπλάσματα 

του αδένα.

• Μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α σε πρωτεϊνικό επίπεδο με την 

ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφητική μέθοδο (competitive inhibition ELISA) σε ασθενείς 

με απλή οζώδη βρογχοκήλη, θυλακιώδες αδένωμα και καρκίνο του θυρεοειδούς αδένα, 

οι οποίοι υποβλήθηκαν σε μερική ή ολική θυρεοειδεκτομή.

• Μελέτη των πολυμορφισμών του γονιδίου της προθυμοσίνης α με την τεχνική της 

διαμόρφωσης μονής αλύσου του DNA (single strand conformation polymorphism,

SSCP).

• Ανοσοϊστοχημική μελέτη της έκφρασης των γονιδίων E2F-1, Ki-67 και ρ53 που 

συμμετέχουν στο κυτταρικό πολλαπλασιασμό και πιθανή συσχέτισή τους με την 

προθυμοσίνη α σε ιστολογικές τομές παραφίνης από ασθενείς με απλή οζώδη 

βρογχοκήλη, θυλακιώδες αδένωμα και καρκίνο του θυρεοειδούς αδένα.

• Ανοσοϊστοχημική μελέτη της έκφρασης των αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bax ,B̂0( 

και πιθανή συσχέτισή τους με την προθυμοσίνη α σε ιστολογικές τομές παραφίνης από
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ασθενείς με απλή οζώδη βρογχοκήλη, θυλακιώδες αδένωμα και καρκίνο του 

θυρεοειδούς αδένα.

• In situ μελέτη της απόπτωσης σε καλοήθη και κακοήθη νεοπλάσματα του 

θυρεοειδούς αδένα με τη ν μέθοδο TUNEL.

ν>
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Ζ  ΑΣΘΕΝΕΙΣ, ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1. Ασθενείς.

Στην παρούσα μελέτη έλαβαν μέρος 69 ασθενείς με καλοήθεις (απλή οζώδη 

βρογχοκήλη, θυλακιώδες αδένωμα) και κακοήθεις παθήσεις (θυλακιώδες και θηλώδες 

καρκίνωμα) του θυρεοειδούς αδένα, οι οποίοι διαχωρίστηκαν σε τρεις ομάδες ανάλογα 

με την φύση του θυρεοειδυςού ιστού (κύτταρα, φρέσκος ιστός, ιστολογικά 

παρασκευάσματα παραφίνης) που χρησιμοποιήθηκε στην πειραματική διαδικασία.

Οι μετέχοντες ήταν άτομα και των δύο φύλων, ανεξαρτήτου ηλικίας και είχαν 

ελεύθερο ατομικό ιστορικό για άλλες παθήσεις πλην των συγκεκριμένων νόσων.

Η πρώτη ομάδα περιελάμβσνε ασθενείς με απλή οζώδη βρογχοκήλη (ν ■ 18) (2 

άνδρες, 16 γυναίκες, ηλικία 24-78 χρόνια), οι οποίοι υποβλήθηκαν σε παρακέντηση του 

θυρεοειδούς αδένα με λεπτή βελόνη (fine-needle aspiration, FNA) για διαγνωστικούς 

σκοπούς. Τα χαρακτηριστικά των ασθενών περί γράφονται στον ΠΙΝΑΚΑ 5.

Σε όλους τους ασθενείς ακολουθήθηκε το παρακάτω πρωτόκολλο, κατά την πρώτη 

επίσκεψη στο τακτικό ενδοκρινολογικό ιατρείο του Π. Π. Γ. Ν. Ιωαννίνων:

• Έγινε λήψη ατομικού και κληρονομικού ιστορικού.

• Έγινε λήψη περιφερικού αίματος με το οποίο ελέγχθησαν οι εξής παράμετροι: 

γενική αίματος, ΤΚΕ (ταχύτητα καθιζήοεως ερυθρών αιμοσφαιρίων), CRP (C- 

αντιδρώσα πρωτεΐνη), τριιωδοθυρονίνη (Τ3), θυροξίνη (Τ4), θυρεοειδοτρόπος ορμόνη 

(TSH), αντιθυρεοσφαιρινικά αντισώματα (anti-TSH) και αντιμιτοχονδριακά 

αντισώματα (anti-TPO). Οι εξετάσεις πραγματοποιήθηκαν στο Βιοχημικό Εργαστήριο 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων. Από κάθε αεβενή ελήφθησαν επιπλέον 

10  ml αίματος για να χρησιμοποιηθούν στην πειραματική διαδικασία απομόνωσης 

γενωμικού DNA και ολικού RNA καθώς και στην ανοσοπροσροφητική μέτρηση 

(ELISA) της προθυμοσίνης α στον ορό. Δείγματα αίματος (ν = 20) συλλέχθησαν επίσης 

από υγιή άτομα για να χρησιμοποιηθούν ως μάρτυρες στην ELISA.

• Όλοι οι ασθενείς υποβλήθηκαν σε υπερηχογράφημα και σπινθηρογράφημα του 

θυρεοειδούς αδένα. •ΙΒ/ι/ο^,



•  Η  επιβεβαίωση της διάγνω σης έγινε με παρακέντηση του θυρεοειδούς αδένα σε 

συνδυασμό με κυτταρολογική εξέταση του δείγματος. Η  διαδικασία της FNA, όπως 

εκτελείται στο τακτικό Ε νδοκρινολογικό Ιατρείο του Π ανεπιστημιακού Νοσοκομείου 

Ιω αννίνω ν α πό  τον Καθηγητή κ. Α. Τσατσούλη ε ίνα ι η ακόλουθη: Ο  ασθενής 

τοποθετείται στην εξεταστική κλίνη σε ύπτια  θέση με τον  αυχένα σε πλήρη έκταση ώστε 

ν α  αποκαλυφθεί ο θυρεοειδής κα ι να  εντοπιστεί η θέση του οζιδίου. Η  παρακέντηση 

εκτελείται με ή χω ρίς τοπική  αναισθησία (1% lidocaine) υπό άσηπτες συνθήκες με 

βελόνη 22-gauge η οποία  είνα ι προσαρμοσμένη σε σύρριγγα  10 ml μ ιας χρήσεως ή σε 

π ιστόλι β ιοψ ία ς (Cameco L td, London, UK). Ο  ψ ηλαφητός όζος παρακεντείται 2-4 

φορές ώστε να  εξασφαλιστεί επαρκής ποσότητα δείγματος (θυλακιώδη κύτταρα) για  

τη ν  κυτταρολογική εξέταση. Μ έρος του υλικού της παρακέντησης τοποθετήθηκε άμεσα 

σε υγρό  άζωτο κα ι αποθηκεύτηκε στους -80°C γ ια  ν α  χρησιμοποιηθεί γ ια  την 

απομόνωση γενωμικού D N A  κ α ι ολικού RNA από  τα  θυλακιώδη κύτταρα του αδένα.

ΠΊΝΑΚΑΣ 5. Κλτνικοπαθολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών με απλή |
ι

οζώδη βρογχοκήλη π ο ό  υποβλήθηκαν σε παρακέντηση με λεπτή βελόνη : 

(FNA). Όπου Α: άνδρας, Γ: γυναίκα. |

Ηλικία Φόλο 1 Τ3 | ft4 TSH Σχόλια

1 67 Γ 1.00 1.24 0.48

2 40 Γ 1.30 - 0.80 -

3 30 Γ " 1.10 ! 1.45 0.40 .

4 59 Γ 1.67 1.90 0.9 '
5 55 Γ - - 0.74 -6 78 Γ 1.62 1.38 1.06

7 41 γ 1.24 1.46 0.71 ' !

8 24 Γ 0.87 0.90 1.70 . {

9 38 Γ - - 1.02 -

10 27 Α 1.8 0.45 1.12 -

11 26 Γ 1.9 1.28 0.40 Οικογενειακό ιστορικό

12 27 Γ - - , 0.87 Οικογενειακό ιστορικό

13 40 Γ 1.22 0.90 ; 0.90 Οικογενειακό ιστορικό

14 41 Γ 1.88 1.29 0.05 -

15 57 Γ 1.10 0.56 | 0.51 -

16 40 Γ 1.04 0.90 | 0.80 ; -

17 38 Α 1.17 0.70 j 0.60 j -

,8 30 Γ 1.07 1.00 j 0.41 Οικογενειακό ιστορικό
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Από την ανωτέρω ομάδα αποκλείστηκαν ασθενείς με θυρεοειδίτιδα Hashimoto 

(θετικοί για anti-TPO αντισώματα) και νόσο του Graves (θετικοί για anti-TSH 

αντισώματα) καθώς και αυτοί με κακοήθη νεοπλάσματα του αδένα. Τέσσερα 
χειρουργυζά παρασκευάσματα (ν * 4) φυσιολογικού θυρεοειδικού ιστού

παρακεντήθηκαν και απστέλεασν τους μάρτυρες για αυτή την κατηγορία των ασθενών.

Η δεύτερη ομάδα περιελάμβανε 20 ασθενείς (7 άνδρες, 13 γυναίκες, ηλικία 35-75 

χρόνια) οι οποίοι υποβλήθηκαν οε μερική ή ολική θυρεοειδεκτομή στην Χειρουργική 

Κλινική του Γενικού Νομαρχειακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων «Χατζηκώστα» από τους 

κ. Τσιμογιάννη και Νίκα. Τα κλινικοπαθαλογιχά χαρακτηριστικά των ασθενών 

περιγράφονται στον ΠΙΝΑΚΑ 6.

ΠΙΝΑΚΑΣ 6. Κλινικοηαθολσγικά χαρακτηριστικά των ασθενών που | 

υποβλήθηκαν σε μερική ή ολική θυρεοειδεκτομή. Οπου Α: άνδρας και Γ: \

'  γυναίκα. J
________________________________________________ ι

Ηλικία ; Φόλα Ιστολογική 6«άγνωση j
1 1 60 ( Γ i Οζώδης βρογχοκήλη >

fi
2 75 Γ Οζώδης βρογχοκήλη t

3 62 ί Γ ί Οζώδης βρογχοκήλη !
4 38 j r  | Οζώδης βρογχοκήλη i
5 71 : Γ ί Οζώδης βρογχοκήλη ίi
6 35 ί A Οζώδης βρογχοκήλη ί

7 *  ! A 1 Οζώδης βρογχοκήλη tt

• 50 j Γ Οζώδης βρογχοκήλη 1
'  9 _....... « ? . 1 Α ί Οζώδης βρογχοκήλη 1

" 10 38 } γ ! θυλακιώδες αδένωμα 1»
11 39 | Α ! θολακιώδες αδένωμα I1
12 43 { A 1 θολακιώδες αδένωμα 1
13 64 » Γ θολακιώδες αδένωμα
14 62 5 Γ ! θολακιώδες αδένωμα 1
15 70 I r  ! θολακιώδες αδένωμα 1
16 47 | Γ ! θηλώδες καρκίνωμα ί
17 39 Α ! θηλώδες καρκίνωμα i
18 50 ! γ ! θηλώδες καρκίνωμα
19 40 r ί Θολακιώδες καρκίνωμα l
20 38 i Α ί θολακιώδες καρκίνωμα |
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Σε όλους τους ασθενείς ακολουθήθηκε το πρωτόκολο που αναφέρθηκε στην πρώτη 

ομάδα  ασθενών. Σύμφωνα με την ιστοπαθολογική έκθεση οι ασθενείς διαχωρίστηκαν 

σε αυτούς με απλή  οζώδη βρογχοκήλη (ν = 9), θυλακιώδες αδένωμα (ν = 6), θηλώδες 

καρκίνω μα (ν = 3) και θυλακιώδες καρκίνωμα (ν = 2). Τμήμα του εξαιρεθέντος ιστού 

αποστάλλει γ ια  ιστολογική και κυτταρολογική εξέταση κα ι το υπόλοιπο τοποθετήθηκε 

σε υγρό άζωτο κα ι αποθηκεύτηκε στους -80°C εώς ότου χρησιμοποιηθεί στην 

συναγωνιστική ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφηττκή μέτρηση (ELISA) των επιπέδων 

της προθυμοσίνης α.

Η  τρ ίτη  ομ άδα  περιελάμβανε 31 ασθενείς (9 άνδρες, 22 γυναίκες, ηλικία 16-78 

χρόνια ), ο ι οποίοι υποβλήθηκαν σε μερική ή ολική θυρεοειδεκτομή στην Χειρουργική 

Κλινική του Π ανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων.

Μ ετά από  έλεγχο των αρχείων του Εργαστήριου Π αθολογικής Α νατομίας κα ι σε 

συνεργασία με την  Κ αθηγήτρια κ. Β. Μ αλόμου-Μ ήτση, αναζητήθηκαν κα ι βρέθηκαν 

τα  ιστολογικά παρασκεύσματα τω ν παραπάνω  ασθενών από  τα  οποία  ελήφθησαν 

τομές παραφ ίνης. Σύμφω να με την  ιστοπαθολογική έκθεση οι ασθενείς διαχωρίστηκαν 

σε αυτούς με απλή οζώδη βρογχοκήλη (ν = 10), θυλακιώδες αδένωμα (ν = 10) κα ι καλά 

διαφ οροποιημένο καρκίνωμα του θυρεοειδούς (ν = 11). Ο ι ασθενείς με καλά 

διαφ οροποιημένο καρκίνω μα του θυρεοειδούς διαχω ρίστηκαν σε αυτούς με θηλώδες 

καρκίνω μα  (ν = 7) κα ι σε αυτούς με θυλακιώδες καρκίνω μα (ν = 4). Τα χαρακτηριστικά 

αυτής της ομάδας τω ν ασθενών παρατίθενται στον ΠΙΝΑΚΑ 7. Ο  πέριξ φυσιολογικός 

ιστός σε πέντε (ν = 5) περιπτώσεις απλής οζώδους βρογχοκήλης χρησιμοποιήθηκε ως 

μάρτυρας γ ια  την σύγκριση των αποτελεσμάτων. Ο ι ιστολογικές τομές παραφ ίνης 

επιστρώθηκαν σε αντικειμενοφόρο πλάκα κα ι αποτέλεσαν το υλικό γ ια  την 

ανοσοϊστοχημική μελέτη και την μέθοδο TUNEL. Επιπλέον 3-5 τομές από κάθε 

περίπτωση χρησιμοποιήθηκαν γ ια  την απομόνωση ολικού RNA.

2 .2 .1 . Α πομόνω ση γοντδιω ματικοό  D N A  από  π ερ ιφ ερ ικ ό  αίμα.

Μ ελετήθηκαν τρεις διαφορετικές μέθοδοι απομόνωσης DNA από περιφερικό αίμα, 

με βάση τα  αντίστοιχα πρωτόκολλα, τα οποία τροποποιήθηκαν ανάλογα  ώστε να 

μπορούν να  συγκριθούν μεταξύ τους (Miller et al., 1998, Siafacas et al., 1995, Zoller et
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Π ΙΝ Α Κ Α Σ 7. Κ λιντχοπαθολογιχά  χα ρ α κ τη ρ ισ τικ ό  τω ν  ασθενώ ν α πό  το ο ς  > 

ο π ο ίο ο ς ελήφθησαν ιστολσγικές το μ ές π α ρ α φ ίνη ς τοο  θ υ ρ ε ο ε ιδ ο ύ ς  α δένα . |

t Ο που Α: άνδρα ς κα ι Γ: γυναίκα .
!
ίfr

Ηλικία Φύλο j Ιστολογική διάγνωση |
1 L  « Γ 1 Οζώδης βρογχοκήλη
2 56 Λ Οζώδης βρογχοκήλη ;

~ “ 3 ' 35 r ..... 1 Οζώδης βρογχοκήλη με μικρή λεμφοκοτταρική διήθηση *

. - 4 61 τ  | Οζώδης βρογχοκήλη j
~ 5 51 r  j Οζώδης βρογχοκήλη pc αλλοιώσεις χρόνιας μη αδααής | 

θορεοηδίπδος [

34 r  _| Οζώδης βρογχοκήλη 1
7 46 Α | Οζώδης βρογχοκήλη
g - * * 55 Γ ! Οζώδης βρογχοκήλη μι κασηκή εκφόλιαη }
9 54 r  1 Οζώδης βρογχοκήλη 1
10 37 Γ I

I

Οζώδης βρογχοκήλη με αλλοιώσεις χρόνιας μη ηδαα)ς 
θορεοηδίπδας

11 46 Α | Οζώδης βρογχοκήλη ]
'  12 42 A 1 θολακιώδες αδένωμα {

13 27 Γ ί θολακιώδες αδένωμα
14 32 | Γ θολακιώδες αδένωμα ί
15 30 j Γ θολακιώδες αδένωμα !
16 16 Γ θολακιώδες αδένωμα {
ί.7 38 J Γ 1 θολακιώδες αδένωμα j
18 32 | r  ! θολακιώδες αδένωμα
19 |_____ 31 I Γ ί θολακιώδες αδένωμα
20 19 . . . .  Γ I θολακιώδες αδένωμα )
21 33 Γ I θηλώδες καρκίνωμα με κοσπκή εκφόλιαη

' 22 ______31 1 Γ Ί θηλώδες καρκίνωμα ?
23 27 r  I θηλώδες καρκίνωμα ,
24 40 r  1! θηλώδες καρκίνωμα με κοσπκή εκφόλιαη j
25 37 Α ί θηλώδες καρκίνωμα
26 |

1
________ ί

55 |
ί

_______ J
Α ί

1
Ενκαψωμένο θηλώδες καρκίνωμα με ογκοκοτταρικοός 

χαρακτήρες
27 |_  ”  i Γ ί θηλώδες καρκίνωμα
28 ! 78 j γ ί θολακιώδες καρκίνωμα
29 54 ί 

----------  ι a  j θυλακιώδες καρκίνωμα με διήθηση της κάψας
30 52 Α ! θολακιώδες καρκίνωμα ;
3Ϊ 72 1

1 Α ί♦
1

θολακιώδες καρκίνωμα με χαρακτήρες Hurthle cdl j
ϊ

I f

* * ·

\\Ε
Π

Ι£
Τΐ



al., 1994). Η  ποσότητα του εξαγόμενου DNA υπολογίστηκε φωτομετρικά με μέτρηση 

στα 260 nm  και με βάση τον τύπο: οπτική πυκνότητα (O.D.)=l αντιστοιχεί σε 50 μ g /m l 

διπλοελικωμένου DNA, ενώ η καθαρότητα προσδιορίστηκε α πό  τον λόγο 

O.D.260nm/O.D.280nm και π μ ές  1.8-2 θεωρήθηκαν ότι αντιστοιχούν σε υψηλής 

καθαρότητας δείγμα.

Η  επιλογή της μεθόδου M iller et al. έγινε με βάση τα  εξής κριτήρια: α. το 

αποτέλεσμα της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης, β. την συγκέντρωση και γ· την 

καθαρότητα του εξαγόμενου DNA.

Π αρακάτω  παρατίθεντα ι τα  πρωτόκολλα τω ν μεθοδολογιών που μελετήθηκαν: 

α. Το πρωτόκολλο της μεθόδου M iller e t al. έχει ως εξής:

•  Σε 10 m l περιφερικού αίματος (4°C) προστίθενται 15 m l διαλύματος LB I (155 mM  

N H 4C I /10 m M  KHCO3/ 1 m M  EDTA) κα ι το διάλυμα που  προκύπτει τοποθετείται σε 

π ά γ ο  γ ια  30 min.

•  Ακολουθεί φυγοκέντρηση (15 m in, 3000 rpm , 4°C) κα ι το  υπερκείμενο 

απομακρύνεται.

•  Το ίζημα επαναδιαλύεται σε 10 m l διαλύματος LB I, ακολουθεί φυγοκέντρηση σ π ς  

ίδ ιες συνθήκες και το υπερκείμενο απομακρύνεται.

• Π ροστίθενται 2.5 ml διαλύματος LB I, γ ίνετα ι ανακίνηση κα ι φυγοκεντρείται σ π ς 

ίδ ιες συνθήκες.

• Α πομακρύνεται το υπερκείμενο κα ι το κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύεται σε 3 ml 

δ ιαλύματος LB II (10 m M  Tris, pH: 8.2,400 m M  NaCl, 2 m M  EDTA)

•  Π ροστίθενται 75 μΐ πρωτεϊνάσης K (10 m g /m l) κα ι 200 μΐ sodium  dodesyl sulfate 

(SDS) 10% και ακολούθει επώαση στους 55°C γ ια  1 h.

• Π ροστίθενται 2 ml διαλύματος NaCl 6 Μ, γίνετα ι ανακίνηση και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση σ π ς  ίδιες σύνθηκες.

• Λ αμβάνεται το υπερκείμενο σε κα ινούργιο  σωλήνα κα ι το DNA καταβυθίζεται με 

τη ν  προσθήκη δύο όγκων αιθανόλης.

•  To DNA σνασύρεται με την βοήθεια γυάλινης ράβδου, διαλύεται σε 500 μΐ 

δ ιαλύματος ΤΕ και αποθηκεύεται στους -20°C.

β. Το πρωτόκολλο της μεθόδου Siafacas e t al. είνα ι το παρακάτω:
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• 4 ml φρέσκου αίματος συλλέγονται σε σωλήνα SST (serum  separator tube) και 

φυγοκεντρούνται για  10 m in σης 10000 rpm  ώστε να διαχωριστεί το πλάσμα από τα 

έμμορφα συστατικά του αίματος. Ο  θρόμβος αίματος που δημιουργείται μεταφέρεται 

σε καθαρό σωλήνα και τεμαχίζεται με νυστέρι.

• Προστίθενται 0.2 g οξινισμένης άμμου (a d d  washed sand) και ακολουθεί 

ομογενοποίηση με νυστέρι και γουδί.

• Προστίθενται 10 m l διαλύματος LSH B  (10 m M  T r is -H Q , p H : 7 .6 ,10  m M  K Q , 10 

m M  M gQ a, 2 m M  E D T A ) και το ομογενοποιημένο διάλυμα μεταφέρεται σε καθαρό 

σωλήνα.

• Προστίθενται 125 μΐ N ovidet P-40 (Sigm a) και ακολουθεί φυγοκέντρηοη για  10 m in 

στις 1200 rp m

• Απομακρύνεται το υπερκείμενο και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 5 m l διαλύματος 

LSHB. Ακολουθεί φυγοκέντρηοη στις ίδιες συνθήκες.

• Τ ο  οπερκείμενο μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα και προστίθενται 800μ1 διαλύματος 

H S H B  (10 m M  T r is -H Q , p H : 7.6, 10 m M  K Q , 10 m M  M g Q z, 400 m M  N a Q , 2 m M  

E D T A ).

• Προστίθενται 50 μ] sodium  dodesyl sulfate, p H : 72 (S D S 100 g /i, Sigma Chem ical 

C o .) και ακολουθεί επώαση στους 55°C για  10 m in.

• Προστίθενται 300 μΐ διαλύματος N a Q  6 Μ  και ακολουθεί φυγοκέντρηοη για  5 m in 

στις 13000 rpm , σε θερμοκρασία 4°C.

• Τ ο  υπερκείμενο μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα. T o  D N A  καταβυθίζεται με τη ν 

προσθήκη δύο όγκων αιθανόλης, λαμβάνεται με τη ν βοήθεια γυά λινης ράβδου και 

αποθηκεύεται σε 250 μΐ T r is -H Q  10 m M , p H : 8 στους -20°C.

γ. Το  πρωτόκολλο της μεθόδου Z o lle r et al. (Factor V  Gene M utasion Assay, 

ViennaLab) χρησιμοποιείται αποκλειστικά για  τη ν απομόνωση D N A  για  αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης (P C R ). Τ ο  πρωτόκολλο της μεθόδου είνα ι το παρακάτω:

• 100 μΐ περιφερικού αίματος προστίθενται σε 1 m l LS (Lysis Solution) σε σωλήνα 

eppendorf. Τ ο  περιεχόμενο ανακινείται καλά για  15 m in σε θερμοκρασία δωματίου.

• Ακολουθεί φυγοκέντρηοη για  5 m in  σπς 3000 rp m  και το υπερκείμενο 

απομακρύνεται.

• Προστίθενται 1m l LS  και ακολουθεί φυγοκέντρηοη για  5 m in  σης 12000 rpm .



•  To υπερκεΐμενο απομακρύνεται και το κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύεται οε 200 μ] 

GEN xTRACT Resin, γίνετα ι ανάμιξη  σε Vortex γ ια  10 sec και το διάλυμα επωάζεται 

γ ια  20 m in  στους 56°C.

•  Το δ ιάλυμα  α νακ ινεΐτα ι σε Vortex γ ια  10 sec και ακολουθεί νέα επώαση γ ια  10 min 

στους 98°C.

•  Μ ετά α π ό  ανακίνηση σε Vortex γ ια  10 sec, ακολουθεί φυγοκέντρηση γ ια  5 m in στις 

12000 rpm , το  υπερκείμενο μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα κα ι αποθηκεύεται στους -  

20°C.

2 .2 .2 . Α π ομόνω ση γονιδ ιω μα τικοό  D N A  από το ολικό  της παρακέντησης τοο 

αδένα (Ε Ν Α ).

Η  απομόνωση γονιδιω ματικοό DNA από  τα  θυλακιώδη κύτταρα της παρακέντησης 

(FNA) πραγματοποιήθηκε με το πακέτο υλικών της HYBAID (Hybaid Recovery™  

A m plification Reagent). Η  μέθοδος χρησιμοποιείτα ι αποκλειστικά για  την απομόνωση 

DNA γ ια  PCR. Το πρωτόκολλο της μεθόδου περιλαμβάνει τα  ακόλουθα βήματα:

• Το υλικό της παρακέντησης μεταφέρεται α πό  τους -80°C σε καθαρό σωλήνα 

E ppendorf 1.5 m l κ α ι εκχυλίζεται με 25 μ ΐ δ ιαλύματος lx  ΤΕ pH: 8. Ακολουθεί 

ομογενοποίηση του ιστού με γουδ ί γ ια  10-20 φορές.

•  Λ αμβάνετα ι 1 μΐ από  το ομογενοποίημα κα ι μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα 

Perkin-Elm er 0.5 m l. Π ροστίθενται 20 μΐ διαλύματος H ybaid  Recovery Amplification 

R eagent κα ι γ ίνετα ι ανάμιξη σε Vortex.

•  Τα δείγμ ατα  τοποθετούνται σε ειδική θερμοάντοχη βάση και επωάζονται γ ια  5 m in 

σε φ ούρνο μ ικροκυμάτω ν (900 W att).

•  Το τελικό δ ιάλυμα  (21 μΐ) αποθηκεύεται στους -20°C έως ότου χρησιμοποιηθεί ως 

εκμαγείο DN A  (5-10 μΐ) γ ια  την αντίδραση PCR.

2 .3 . Ηλεκτροφ όρηση D N A .

Η  συνήθης μέθοδος διαχωρισμού κα ι αναγνώ ρισης τμημάτων DNA είναι η 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Η  μετακίνηση του DNA καθορίζεται από τους



ΑΣΘΕΝΕΙΣ, ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ Μ ΕΘΟΔΟΙ 51

παρακάτω παράγοντες: α. το μοριακό βάρος του D N A , β. τη συγκέντρωση της 

αγαρόζης, γ. τη διαφορά δυναμικού, δ. τη στεροδιάταξη του D N A  και ε. τη σύσταση 

του ρυθμιστικού διαλύματος της ηλεκτροφόρησης.

Η  ηλεκτροφόρηση του D N A  γίνεται σε επίπεδη πηκτή αγαρόζης 0.8-1.2% (G IB C O  

BRL) σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒ Ε  1χ (ΤΒ Ε  5χ/1: 54 gr Tris , 27.5 gr Boric acid, 20 m l 

E D T A  0.5 M , pH : 8). Μετά τον βρασμό της αγαρόζης προστίθενται βρωμιούχο αιθίδιο 

10 pg/m l και αφήνεται να πήζει σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης για  45 m in. Τ ο  

βρωμιούχο αιθίδιο είναι ισχυρό μεταλλαξιογόνο και πρέπει να χρησιμοποιείται 

σύμφωνα με τους θεσμοθετημένους κανόνες ασφαλεία9  Στη ν συνέχεια η πηκτή 

εμβαπτίζεται σε διάλυμα ΤΒ Ε  1χ και τοποθετούνται στις υποδοχές τα δείγματα του 

D N A  αφού πρώτα αναμιχθούν με διάλυμα 6χ Typ e  III (Loading buffer: 30% 

γλυκερόλη, 0.25% μπλε της βρωμοφα ινόλης, 0.25% κυανό της ξυλόλης) σε αναλογία 

6:1.

Η  ηλεκτροφόρηση γίνεται σε σταθερή τάση 98 Volt (Τροφοδοτικό: E C  105 E -C  

Apparatus Corporation, Florida) για  45 m in και ακολουθεί η παρατήρηση και η 

φωτογράφηση της πηκτής σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας (Ε ΙΚ Ο Ν Α  4). Τ α  

μοριακά βάρη των υπό μελέτη τμημάτων του D N A  υπολογίζονται προσεγγιστικά με 

βάση γνωστά κλιμακούμενα μοριακά βάρη (1Kb D N A  Ladder, G IB C O  BR L).

To  βρωμιούχο αιθίδιο είναι ισχυρό μεταλλαξιογόνο και πρέπει να χρησιμοποιείται 

σύμφωνα με τους θεσμοθετημένους κανόνες ασφαλείας.

6108 bp

2036 bp

Ε ΙΚ Ο Ν Α  4. Ηλεκτροφόρηση γονιδιωματικοό D N A  από λεοκά αιμοσφαίρια περιφερικού 

αίματος (μέθοδος απομόνωσης Miller et aL,1998). Όπου L: 1 Kb D N A  Ladder.
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2 .4 . Μ ετασχηματισμός επιδεκτικώ ν βακτηρίω ν με φορείς ποο περιέχοον 

ευκαριω τικό D N A  (Transform ation).

Η  εισαγωγή των πλασμιδιακώ ν φορέων, στα επιδεκτικά προς μετασχηματισμό 

βακτηριακά στελέχη, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο των H anahan et 

al. (1983):

•  10-50 ng  (20 μΐ) του πλασμιδίου που φέρει το εξωγενές DNA προστίθενται σε 200 μΐ 

βακτηρίων, ακολουθεί ανάδευση κα ι επώαση στους 4°C γ ια  20 min.

•  Τα βακτήρια υπόκειντα ι σε θερμικό shock στους 42°C γ ια  90 sec και μεταφέρονται 

στους 4°C.

• Π ροστίθενται 800 μΐ διαλύματος LB και ακολουθεί επώαση στους 37°C γ ια  30 min.

• Τα μετασχηματισμένα βακτήρια επιλέγονται ως εξής: ποσότητες 10, 20, 50, 100 μΐ 

α πό  το εναιώ ρημα τω ν βακτηρίων επιστρώνονται σε τριβλία  LB που περιέχει το 

κατάλληλο αντιβιοτικό. Ακολουθεί ολονύκτια επώαση στους 37°C και αναπτύσσονται 

αποικίες μόνο α πό  τα  βακτηριακά στελέχη που  φέρουν τον πλασμιδιακό φορέα που τα 

καθιστά ανθεκτικά στο συγκεκριμένο αντιβιοτικό.

2.5 . Παρασκευή πλασμιδιακού D N A  μικρής κλίμα κα ς (M in i preparation).

Η  απομόνωση πλασμιδιακού DNA έγινε με την μέθοδο της αλκαλικής λύσης των 

βακτηρίων:

•  5-10 αποικίες από  την επιφάνεια  του τριβλίου ενοφθαλμίζονται, κάθε μια 

ξεχωριστά, σε 5 m l θρεπτικού υλικού LB παρουσία αμπικιλλίνης.

•  Ακολουθεί επώαση στους 37°C γ ια  2 h.

• 1.5 m l από  κάθε καλλιέργεια μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα Eppendorf και το 

υπόλοιπο διατηρείται στους 4°C.

•  Τα δείγματα φυγοκεντρούνται στις 12000 rpm  για  2 m in και το κυτταρικό ίζημα 

επαναδιαλύεται σε ΙΟΟμΙ διαλύματος A (50mM γλυκόζη, 25mM Tris, pH: 8, lOmM 

EDTA) στο οποίο έχουν διαλυθεί 2 m g /m l λυσοζύμη.

• Προστίθενται 200μ1 διαλύματος Β (1 % SDS σε 0.2 Μ NaOH) και γίνεται ανάμιξη σε 

Vortex.
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• Προστίθενται 150μ1 διαλύματος Γ  (3 Μ  οξικό κάλιο, p H : 4.8) και ακολουθεί επώαση 

στους 4°C για  5 min.

• Τα  δείγματα φυγοκεντρσυνται και το υπερκείμενο μεταφέρεται σε κα ινούργιο 

σωλήνα, όπου εκχυλίζεται διαδοχικά με φαινόλη και χλωροφόρμιο. Τ ο  δείγμα 

φυγοκεντρείται, οι δύο φάσεις διαχωρίζονται και η οργανική φάση απομακρύνεται.

• Το  πλασμιδιακό D N A  καταβυθίζεται με π ρ ο θ ή κ η  δύο όγκω ν αιθανόλης.

Ο  έλεγχος του πλασμιδιακού D N A  γίνεται μετά από πέψη με περιοριστικά ένζυμα 

και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Τ ο  πλασμιδιακό D N A  θα χρησιμοποιηθεί ως 

εκμαγείο (template) ώστε να προσδιοριστούν οι βέλτιστες συνθήκες της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης (PCR ) για τη ν ενίσχυση του γονιδίου της προθυμοσίνης α.

Ζ 6 .1 . Απομόνω ση ολικού R N A .

Η  απομόνωση άθικτου R N A  απαιτεί άσηπτες συνθήκες εργασίας για τί είναι 

εξαιρετικά ευαίοθητο μόριο στην δράση των ριβονουκλεασών και αποδομείται εύκολα. 

Τα  χημικά αναλώσιμα που χρησιμοποιούνται είναι υψηλής καθαρότητας ενώ τα 

γυαλικά και τα διαλύματα αποστειρώνονται για  90 m in στους 120°C. Τα  διαλύματα 

που είναι ευαίσθητα στην θερμοκρασία αποστειρώνονται με διήθηση σε φ ίλτρα 0.2 pm  

Nalgene (Nalgen Rochester).

Η  ποσότητα του εξαγώμενου R N A  υπολογίζεται με φωτομέτρηση στα 260 nm  και με 

βάση τη ν σχέση: οπτική πυκνότητα (O .D .) *  1 αντιστοιχεί σε 40 p g /m l R N A . Η

από τον λόγο O.D.zMnm /O.D.raonm και τιμές μεγαλύτερες από 1.7 α ντιστοιχούν σε 

υψηλής καθαρότητας δείγμα.

2 .6 .2 . Απομόνω ση ολικού R N A  από περιφ ερικό αίμα.

και ακολουθεί επώαση για  10-15 m in  σε πάγο. Κατά την διάρκεια της επώασης γ ίν ε

καθαρότητα του R N A  σε σχέση με τις πρωτεΐνες προσδιορίζεται επίσης φωτομετρικά

Απομονώθηκε ολικό R N A  από κύτταρα περιφερικού αίματος με το  πακέτο υλικώ ν 

της Q IA G E N  (R N A  Blood m ini kit) σύμφωνα με το παρακάτω πρωτόκολλο:

• 1.5 m l ολικού αίματος αναμιγνύεται με 7.5 m l διαλύματος E L  σε σω λήνα τω ν 15 m l



ανάμιξη με Vortex 2 φορές. Ακολουθεί φυγοκέντρηση γ ια  10 m in στις 400 rpm  στους 

4°C και το υπερκεΐμενο απομακρύνεται.

•  Το ίζημα επαναδιαλύετα ι σε 3 m l διαλύματος EL, γ ίνετα ι ανάμιξη με Vortex και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση γ ια  10 m in στις 400 rpm  στους 4°C. Το υπερκείμενο 

απομακρύνεται.

•  Προστίθενται 600 μΐ δ ιαλύματος RLT κα ι το ίζημα επαναδιαλύετα ι με ανακίνηση σε 

Vortex. Π ριν  την χρήση του διαλύματος RLT προστίθενται β-μερκαπτοαιθανόλη (10 μΐ 

α νά  1 ml διαλύματος RLT).

•  Το διάλυμα (600 μΐ) μεταφέρεται σε στήλη QIA shredder, η οποία  είναι 

τοποθετημένη επάνω  σε σωλήνα 2 m l κα ι ακολουθεί φυγοκέντρηση γ ια  2 m in στις 

14000 rpm . Η  στήλη απομακρύνεται και προστίθενται 1 όγκος αιθανόλης 70%. Το 

περιεχόμενο αναδεύεται με πιπέτα.

• Λ αμβάνοντα ι 700 μΐ δ ιαλύματος κα ι μεταφέρονται σε στήλη Q IA am p η οποία  είναι 

τοποθετημένη επάνω σε σωλήνα 2 ml. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm  γ ια  15 

sec κα ι ο σωλήνας με το δ ιάλυμα  απομακρύνονται.

•  Η  στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα 2 m l κα ι προστίθενται 700 μΐ διαλύματος 

RW 1. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rp m  γ ια  15 sec κα ι ο σωλήνας με το 

διάλυμα απομακρύνονται.

•  Η  στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα 2 m l κα ι προστίθενται 500 μΐ διαλύματος 

RPE. Π ρ ιν  την χρήση του διαλύματος RPE προστίθενται 4 όγκοι αιθανόλη 100%. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rp m  γ ια  15 sec κα ι ο σωλήνας με το διάλυμα 

απομακρύνονται.

•  Η  στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα 2 m l κα ι προστίθενται 500 μΐ διαλύματος 

RPE. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm  γ ια  3 m in  κα ι ο σωλήνας με το διάλυμα 

απομακρύνονται.

• Η  στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα E ppendorf κα ι προστίθενται 40 μΐ RNase 

free Η 2Ο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm  γ ια  1 m in. Η  εκχύλιση 

επαναλαμβάνεται με άλλα 40 μΐ Η 2Ο  και το  διάλυμα με το εξαγόμενο RNA 

αποθηκεύεται στους -80°C.
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2 .6 .3 . Απομόνω ση ολικού R N A  από το ολικό της παρακέντησης τοο αδένα 

(F N A ).

Η  απομόνωση ολικού R N A  από τα θυλακιώδη κύτταρα της παρακέντησης (F N A ) 

πραγματοποιήθηκε με το πακέτο υλικών της Q IA G E N  (RNeasy m ini kit) σύμφωνα με 

το παρακάτω πρωτόκολλο:

• Τ ο  δείγμα μεταφέρεται από τους -80°C σε καθαρό σωλήνα Eppendorf και 

εκχυλϊζεται με 600 μΐ διαλύματος R LT, στο οποίο έχει προηγουμένως προστεθεί β- 

μερκαπτοαιθανόλη (10 μΐ ανά 1 ml διαλύματος R L T). Ακολουθεί ανάδευση με σύριγγα  

20G για 20-30 φορές. Η  ομογενοποίηση ολοκληρώνεται με φυγοκέντρηση του 

δείγματος (600 μΐ) σε στήλη Q IA  shredder, η οποία είναι τοποθετημένη επάνω σε 

σωλήνα 2 m l, στις 14000 rpm  για  2 m in. Η  στήλη απομακρύνεται και προστίθενται 1 

όγκος αιθανόλης 70% στον σωλήνα των 2 m l. Τ ο  περιεχόμενο αναδεύεται με πιπέτα.

• Λαμβάνονται 700 μΐ διαλύματος και μεταφέρονται σε στήλη Q IA a m p , η οποία είναι 

τοποθετημένη επάνω σε σωλήνα 2 m l. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm  για  15 

sec και ο σωλήνας με το διάλυμα απομακρύνονται.

• Η  στήλη μεταφερεται σε καθαρό σωλήνα 2 m l και προστίθενται 700 μΐ διαλύματος 

R W  1. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm  για  15 sec και ο σωλήνας με το 

διάλυμα απομακρύνονται.

• Η  στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα 2 m l και προστίθενται 500 μΐ διαλύματος 

RPE. Π ρ ιν  την χρήση του διαλύματος R FE προστίθενται 4 όγκοι αιθανόλη 100%. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm  για  15 sec και ο σωλήνας με το διάλυμα 

απομακρύνονται.

• Η  στήλη μεταφερεται σε καθαρό σωλήνα 2 m l και προστίθενται 500 μΐ διαλύματος 

RPE. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm  για  3 m in  και ο σωλήνας με το  διάλυμα 

απομακρύνονται.

• Η  στήλη μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα Eppendorf και προστίθενται 40 μ ΐ 

απεσταγμένου-απιονισμένου νερού. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rp m  για  1 

m in. Η  εκχύλιση επαναλαμβάνεται με άλλα 40 μ ΐ E b O  κα ι το  διάλυμα με το εξαγόμενο 

R N A  αποθηκεύεται στους -8 0 ° C

h
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2 .6 .4 . Α πομόνω ση ολικού RNA α πό  θυρεοειδικό  ιστό.

Μ ελετήθηκαν δύο διαφορετικές μέθοδοι απομόνωσης ολικού RNA από χειρουργικό 

παρασκεύασμα θυρεοειδικού ιστού.

Το πρωτόκολλο της μεθόδου τω ν  C hom czynski an d  Sacchi (1987) περιλαμβάνει τα 

εξής βήματα:

•  Εκχύλιση του ιστού με διάλυμα D (4 Μ ισοθειοκυανιούχος γουαντδίνη, 25 mM 

κιτρικό νάτριο , pH : 7, 0.5% Sarkosyl, 0.1 Μ  2-μερκαπτοαιθανόλη), σε αναλογία  1 ml 

δ ιαλύματος α νά  100 m g ιστού.

•  Ο μογενοποΐηση του ιστού σε ομογενοποιητή Polytron σ α ς  μέγιστες στροφές.

•  Α πομάκρυνση του D N A  κα ι τω ν πρωτεϊνών. Το εκχύλισμα μεταφέρεται σε σωλήνα 

C orex κα ι γ ια  1 όγκο διαλύματος D  προστίθενται κατά σειρά με ανάδευση 0.1 όγκοι 

οξικό νάτρ ιο  2 Μ, pH : 4, 1 όγκος φαινόλη κα ι 0.2 όγκοι χλωροφόρμιου-ισοαμυλικής 

αλκοόλης 4 9 /1  ν /ν .

Το ομογενοποιημένο δ ιάλυμα  μεταφέρεται στους 4°C κα ι μετά α πό  15 m in 

ακολουθεί φυγοκέντρηση γ ια  20 m in  στις 12000 rp m  στην ίδ ια  θερμοκρασία. 

Δ ιαχω ρίζοντα ι τρεις φάσεις εκ τω ν οποίω ν η υδατική περιέχει το RNA ενώ οι άλλες δύο 

το  D N A  κα ι τις  πρωτεΐνες.

•  Καταβύθιση του RNA. Η  υδατική φάση μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα Corex και 

το RNA καταβυθίζεται με προσθήκη ίσου όγκου ισοπρανολόλης στους -20°C γ ια  2 h. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση (20 m in, 12000 rpm ), το ίζημα επαναδιαλύεται σε 0.5 ml 

δ ιαλύματος D κα ι μεταφέρεται σε σωλήνα Eppendorf. To RNA καταβυθίζεται γ ια  

δεύτερη φορά με προσθήκη δύο όγκων αιθανόλης στους -20°C για  δύο ώρες. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση (20 m in, 12000 rpm ) κα ι το ίζημα ξεπλένεται με 70% αιθανόλη. Η 

αιθανόλη απομακρύνεται με ξήρανση στο Speed Vac κα ι το RNA διαλύεται σε 

απεσταγμένο-απιονισμένο νερό σε τελικό όγκο 300-500 μΐ.

Απομόνωση ολικού RNA έγινε επίσης με το πακέτο  υ λ ικώ ν  τη ς QIA GEN (RNeasy 

m ini kit) ακολουθώντας την  παρακάτω  διαδικασία:

•  30 m g θυρεοειδικού ιστού τεμαχίζονται με νυστέρι σε άσηπτες συνθήκες και 

εκχυλίζονται με 600 μΐ δ ιαλύματος RLT, στο οποίο έχει προηγουμένως προστεθεί β-
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μερκαπτοαιθσνόλη (10 μΐ σνά 1 ml διαλύματος R L T ). Ο  ιστός ομογενοποιείται σε 

ομογενοποιητή P o is o n  στις μέγιστες στροφές.

• Στην συνέχεια ακολουθείται το πρωτόκολο όπως περιγράφεται στη παράγραφο Ζ  6. 

3.

1 6 . 5 .  Απομόνω ση ολικού R N A  από ισττκά παρασκεοόσματα παραφ ίνης.

Η  απομόνωση ακέραιου R N A  από ιστολογικές τομές παραφίνης είναι εξαιρετικά 

δύσκολη. Συνήθως το εξαγόμενο R N A  είναι κατακερματισμένο σε τμήματα των 100-200 

bp, δίνοντας την εικόνα επιχρίσματος (smear) κατά τη ν ηλεκτροφόρηση. Η  

αποπαραφινοποίηση των δειγμάτων έγινε με δύο πρωτόκολα ώστε να επιλεγεί η 

αποδοτικότερη μέθοδος.

α. Το  πρωτόκολλο της μεθόδου Coom bs et aL (1999) έχει ως εξής:

• Α νά  τομή παραφίνης (20 pm ) προστίθενται 100 μΐ Tw een-20 0.5% , σε καθαρό 

σωλήνα Eppendorf.

• Ακολουθεί επώαση στους 90°C για  10 m in και στη συνέχεια τσ δείγματα ψ ύχονται 

στους 55°C.

• Προστίθενται 2 μΐ πρωτεϊνάσης Κ  (10 m g/ m l) και επώαση στους 55°C για  3 Κ

• 100 μΐ διαλύματος Τ Ε  (Tris , E D T A ) p H : 7.5

• Αδρανοποίηση της πρωτεϊνάσης Κ  με επώαση στους 99°C για  10 m in.

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση σπς 10500 rpm  για  15 sec και ο σω λήνας με το  διάλυμα 

απομακρύνονται.

• Το  δείγμα ψύχεται σε πάγο και αφαιρείται η παραφίνη.

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση σπς 10500 rp m  για  15 sec και ο σω λήνας με το  διάλυμα 

απομακρύνονται.

• Λαμβάνεται το υπερκείμενο και ακολουθεί καθαρισμός του δείγματος με το πακέτο 

υλικώ ν RNeasy m ini kit (Q iagen) με βάση το πρωτόκολο όπως περιγράφεται όπως 

περιγράφεται στη παράγραφο Ζ  6.3.

β. Το  πρωτόκολο της μεθόδου G o e lz  et aL (1985) περιλαμβάνει τα  ακόλουθα 

βήματα: *Β<lOt

£



• Α ν ά  τ ο μ ή  π α ρ α φ ίν η ς  (20 μ π ι) π ρ ο σ τ ίθ ε ν τ α ι 1 m l ξ υ λ έ ν ιο , γ ίν ε τ α ι α ν ά μ ιξ η  με V o rte x  

κ α ι α κ ο λ ο υ θ ε ί φ υ γ ο κ έ ν τρ η σ η  σ τις  14000 r p m  γ ια  10 m in . Τ ο  υ π ερ κ είμ ενο  

α π ο μ α κ ρ ύ ν ε τ α ι κ α ι η  δ ια δ ικ α σ ία  ε π α ν α λ α μ β ά ν ε τ α ι.

• Π ρ ο σ τ ίθ ε ν τ α ι 1 m l 1 0 0 %  α ιθ α ν ό λ η , γ ίν ε τ α ι α ν ά μ ιξ η  με V o rte x  κ α ι α κο λο υ θ εί 

φ υ γ ο κ έ ν τ ρ η σ η  σ τις  14000 r p m  γ ια  10 m in . Τ ο  υ π ε ρ κ ε ίμ ε ν ο  α π ο μ α κ ρ ύ ν ε τα ι κ α ι η 

δ ια δ ικ α σ ία  ε π α ν α λ α μ β ά ν ε τ α ι.

• Τ ο  ίζ η μ α  ε κ χ υ λ ίζ ε τ α ι μ ε  600 μ ΐ  δ ια λ ύ μ α τ ο ς  R L T  (Q ia g e n ), σ το  ο π ο ίο  έχει 

π ρ ο η γ ο υ μ έ ν ω ς  π ρ ο σ τεθ εί β -μ ε ρ κ α π τ ο α ιθ α ν ό λ η  (10 μ ΐ α ν ά  1 m l δ ια λ ύ μ α το ς  R L T ) .  

Α κ ο λ ο υ θ ε ί α ν ά δ ε υ σ η  με σ ύ ρ ιγ γ α  20 G  γ ια  20-30 φορές.

• Π ρ ο σ τ ίθ ε ν τ α ι 10 μ ΐ  π ρ ω τε ϊν ά σ η ς  Κ  (10 m g /  m l)  κ α ι α κ ο λο υ θ ε ί επώ α ση σ το υς  55°C 

γ ια  15 m in .

• Π ρ ο σ τ ίθ ε ν τ α ι 1 ό γ κ ο ς  α ιθ α ν ό λ η  κ α ι  α κ ο λο υ θ ε ί η  α π ο μ ό ν ω σ η  το υ  R N A  μ ε  τ ο  π α κέτο  

υ λ ικ ώ ν  R N e a s y  m in i  k it  (Q ia g e n ) ό π ω ς π ε ρ ιγ ρ ά φ ε τα ι σ τη  π α ρ ά γ ρ α φ ο  2 .6 .3 .

Μ ε τ ά  α π ό  ε π α ν α λ α μ β α ν ό μ ε ν α  π ε ιρ ά μ α τ α , η  μέθ ο δ ο ς α π ο π α ρ α φ ιν ο π ο ίη σ η ς  τ ω ν  

C o o m b s  e t a l. (1999) επ ε λέ γη  ως η  α π ο δ ο τικ ό τε ρ η . Τ ο  ε ξα γ ό μ ε ν ο  R N A  α π ο δ ο μ ε ίτα ι 

π ο λ ύ  ε ύ κ ο λ α  κ α ι  π ρ έ π ε ι ν α  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτ α ι α πευθεία ς γ ια  α ν τ ίδ ρ α σ η  R T -P C R .

2. 7. Η λεκτροφ όρηση  RNA.

Η  η λ ε κ τρ ο φ ό ρ η σ η  τ ο υ  R N A  γ ίν ε τ α ι  σε επ ίπ εδ η  π η κ τ ή  α γα ρ ό ζη ς -φ ο ρ μ α λδ εύ δ η ς , 

λ α μ β ά ν ο ν τ α ς  όλες τ ις  ειδ ικές π ρ ο φ υ λ ά ξε ις  γ ια  τ η ν  π ρ ο σ τα σ ία  το υ  μ ο ρ ίο υ  α π ό  τ η ν  

δ ρ ά σ η  τ ω ν  ρ ιβ ο ν ο υ κ λ ε α σ ώ ν . Ο ι  συσκευές η λε κ τρ ο φ ό ρ η σ η ς  α π ο λ υ μ α ίν ο ν τ α ι σε 

δ ιά λ υ μ α  N a O H  0.1 Ν ,  τ ο υ λ ά χ ισ τ ο ν  γ ια  2  h  π ρ ιν  τ η ν  χ ρ ή σ η .

Η  α γ α ρ ό ζ η  (1 .4 %  w / v )  π ρ ο σ τ ίθ ε ν τ α ι σε 10 m l δ ια λ ύ μ α τ ο ς  F A  l x  ( F A  ΙΟ χ : 200 m M  

M O P S , 50 m M  ο ξ ικ ό  ν ά τ ρ ιο , 10 m M  E D T A  κ α ι ρ ύ θ μ ισ η  το υ  p H  στο 7 με N a O H )  κ α ι 

τ ή κ ε τ α ι υ π ό  α ν ά δ ε υ σ η  σ το υς 100°C (m ic ro w a v e ). Α κ ο λ ο ύ θ ω ς  το  δ ιά λ υ μ α  ψ ύ χ ετα ι μ έ χρ ι 

το υ ς  65°C κ α ι π ρ ο σ τ ίθ ε ν τ α ι 1.8 m l φ ο ρ μ α λδ ε ύ δ η ς  3 7 %  (12.3 Μ )  κ α ι 1 μ ΐ β ρ ω μ ιο ύ χ ο  

α ιθ ίδ ιο  (10 μ g / μ l ) .  Τ ο  μ ίγ μ α  α ν α δ ε ύ ε τα ι κ α ι δ η μ ιο υ ρ γ ε ίτ α ι ο ρ ιζ ό ν τ ια  π η κ τή .

Τ α  δ ε ίγ μ α τ α  R N A  α ν α μ ιγ ν ύ ο ν τ α ι  με δ ιά λ υ μ α  φ όρτω σης 5χ (lo a d in g  bu ffe r) σε 

α ν α λ ο γ ία  5:1 κ α ι ε π ω ά ζο ν τα ι σ το υ ς  65°C γ ια  5 λ ε π τά . Γ ια  τ η ν  π α ρ α σ κευ ή  10 m l 

δ ια λ ύ μ α τ ο ς  φ ό ρ τω σ η ς α π α ιτ ο ύ ν τ α ι 20 m g  μ π λέ  της β ρ ω μ ο φ α ιν ό λη ς , 80 μ ΐ E D T A  0.5 Μ ,



ΑΣΘΕΝΕΙΣ, ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 59

720 μ ΐ φ ο ρ μ α λδ εύδ η  3 7 % , 2 m l γ λ υ κ ε ρ ό λ η  1 0 0 % , 3.1 m l φ ο ρ μ α μ ίδ ιο , 4 m l F A  10χ κ α ι 

α π ε σ τα γ μ έ ν ο -α π ιο ν ισ μ έ ν ο  Η 2Ο  μ έ χ ρ ι τα  10 m l.

Η  η λεκ τρ ο φ ό ρ η σ η  εκ τελε ίτα ι σε ρ υ θ μ ισ τ ικ ό  δ ιά λ υ μ α  (r u n n in g  b u ffe r), (1 0 0 0 m l: 100 

m l F A  lO x , 20 m l φ ο ρ μ α λδ εΰ δ η  3 7 %  κ α ι 880 m l α π ε σ τ α γ μ έ ν ο -α π ιο ν ισ μ έ ν ο  H 2O) σε 

σταθερή τά ση 9 0 V  γ ια  1 h  (Τρ ο φ ο δ ο τικ ό : E C 105 E - C  A p p a ra tu s  C o rp o ra t io n , F lo r id a ). 

Α κ ο λ ο υ θ ε ί π α ρ α τή ρ η σ η  κ α ι φ ω το γρ ά φ η σ η  τη ς  π η κ τή ς  σε σ υ σ κ ευ ή  υ π ε ρ ιώ δ ο υ ς  

α κ τ ιν ο β ο λ ία ς  ( Ε Ι Κ Ο Ν Α  5).

Ο τ α ν  η π ο σ ό τη τα  το υ  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ο υ  R N A  π ο υ  η λε κ τρ ο φ ο ρ ε ίτα ι ε ίν α ι μ ικ ρ ό τε ρ η  

α π ό  10 p g , το  β ρ ω μ ιο ύ χ ο  α ιθ ίδ ιο  δ εν  π ρ ο σ τίθ ε ν τα ι σ τ η ν  π η κ τ ή  α λ λ ά  σε κάθε δ ε ίγ μ α  

ξεχω ριστά  π ρ ιν  τ η ν  μετο υ σ ίω σ η  σ το υ ς  65°C.

1 2

28 $

18 S  

r R N A

ΕΙΚΟΝΑ 5. Ηλεκτροφόρηση ολικού RNA από λεοκό αιμοσφαίρια περιφερικού αίματος.

Δείγμα 1:6.4 pg και δείγμα 2:4 pg RNA.

2.8.1. Αλυσιδωτή αντίδραση πολομεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR).
Η αρχή λειτουργίας της μεθόδου.

Η  α λυ σ ιδ ω τή  α ν τ ίδ ρ α σ η  π ο λ υ μ ε ρ ά σ η ς  (P o ly m e ra s e  C h a in  R e a ctio n , P C R )  

επ ινο ή θ η κ ε  τ ο  1985 α π ό  τ η ν  ε ρ ε υ ν η τ ικ ή  ο μ ά δ α  τ ο υ  M u ll is  (S a ik i et a l., 1985) κ α ι έκτο τε 

κα θιερώ θηκε ως η σ η μ α ν τ ικ ό τ ε ρ η  τ ε χ ν ικ ή  τη ς  μ ο ρ ια κ ή ς  β ιο λ ο γ ία ς  με ε υ ρ ύ τα τ ο  φ ά σ μ α  

ε φ α ρ μ ο γώ ν.

Η  τ ε χ ν ικ ή  P C R  εκ μ ε τα λλε ύ ε τα ι τ ο ν  η μ ισ υ ν τ η ρ η τ ικ ό  τ ρ ό π ο  δ ιπ λ α σ ια σ μ ο ύ  τ ο υ  D N A  

κ α ι π α ρ έχει τ η ν  δ υ ν α τ ό τη τ α  τα χ ε ία ς  κ α ι ε κ λ ε κ τικ ή ς  α π ο μ ό ν ω σ η ς  ε νό ς  ε π ιθ υ μ η το ύ  

κ λά σ μ α το ς  D N A  με εκθ ετική  ε ν ίσ χ υ σ η  (a m p lif ic a tio n ). Ο υ σ ια σ τ ικ ά  π ρ ό κ ε ιτ α ι γ ια  μ ια  in  

v it ro  α ν τ ιγ ρ α φ ή  κ α ι ε ν ίσ χ υ σ η  μ ια ς  σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν η ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς -σ τ ό χ ο υ  D N A  σε π ο λ λ ά

'TWO*
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α ν τ ίγ ρ α φ α . Η  ευ α ισ θ η σ ία  τη ς  μ εθ ό δ ο υ  ε ίν α ι τό σ ο  μ ε γ ά λ η  ώ στε ν α  α π α ιτε ίτα ι ε λά χισ τη  

π ο σ ό τη τα  α ρ χ ικ ο ύ  ε κ μ α γ ε ίο υ  D N A ,  η  ο π ο ία  δ ύ ν α τ α ι ν α  φ τά σει κ α ι σ το  επ ίπ εδο ενός 

μ ο ρ ίο υ . Τ ο  μ ίγ μ α  τ ω ν  α ν τ ιδ ρ α σ τ η ρ ίω ν  μ ια ς  τυ π ικ ή ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  π ο λυ μ ερ ά σ η ς  

π ε ρ ιλ α μ β ά ν ε ι τ α  α κ ό λο υ θ α :

• το  θ ε ρ μ ο ά ν το χ ο  έ ν ζ υ μ ο  T a q  D N A  π ο λ υ μ ε ρ ά σ η  (T h e r m u s  a q u a ticu s ), το υ  ο π ο ίο υ  η 

ε ν ε ρ γ ό τ η τ α  ε ξ α ρ τά τα ι α π ό  τ η ν  π α ρ ο υ σ ία  ιό ν τ ω ν  μ α γ ν η σ ίο υ .

• το  ζε ύ γο ς  τ ω ν  ε κ κ ιν η τώ ν  (p r im e rs ), π ο υ  ε ίν α ι συνθετικές ο λ ιγ ο ν ο υ κ λ ε ο τιδ ικ έ ς  

α λ λ η λ ο υ χ ίε ς  τ ω ν  15-25 β ά σ εω ν, σ υ μ π λ η ρ ω μ α τικ έ ς  (c o m p le m e n ta ry ) π ρο ς τ ο  5 ' ά κ ρ ο  

τ ο υ  κ ω δ ικ ε ύ ο ν το ς  κ α ι α ν τ ικ ω δ ικ ε ύ ο ν το ς  τ μ ή μ α τ ο ς  το υ  D N A  π ο υ  π ρ ό κ ε ιτα ι ν α  

ε ν ισ χ υ θ ε ί κ α ι χ ρ η σ ιμ ε ύ ο υ ν  ως α φ ετη ρ ία  γ ια  τ η ν  έ ν α ρ ξη  τη ς  α ν τιγρ α φ ή ς .

• τ α  τέσσ ερα  τρ ιφ ο σ φ ω ρ ικ ά  ν ο υ κ λ ε ο τ ίδ ια  ( d A T P ,  d G T P ,  d C T P ,  d T T P ) .

• τ ο  ε κ μ α γ ε ίο  D N A  (te m p la te ).

• κ α ι το  ε ιδ ικ ό  ρ υ θ μ ισ τ ικ ό  δ ιά λ υ μ α  μ ε  τ α  ιό ν τ α  μ α γ ν η σ ίο υ  (P C R  b u ffe r) σ το  ο π ο ίο  θα 

α ν α μ ιχ θ ο ύ ν  τ α  π α ρ α π ά ν ω .

Κ ά θ ε  α ν τ ίδ ρ α σ η  ε κ τε λε ίτα ι σε θ ερ μ ικ ό  κ υ κ λ ο π ο ιη τή  σε 30-40 κ ύ κ λο υ ς , κα θένα ς α π ό  

το υ ς  ο π ο ίο υ ς  π ε ρ ιλ α μ β ά ν ε ι τρεις  φάσεις:

• Α π ο δ ιά τ α ξ η  (μ ε τ ο υ σ ίω σ η , α π ο ε λ ίκ ω σ η , d e n a tu ra tio n ) τ ο υ  D N A  η  ο π ο ία  συνήθω ς 

ε π ιτε λ ε ίτα ι σ το υς  94°C γ ια  30-60 sec. Η  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ία  μ π ο ρ ε ί ν α  α υ ξη θ εί στο υς 97°C 

ό τ α ν  η  α λ λ η λ ο υ χ ία -σ τ ό χ ο ς  ε ίν α ι π λ ο ύ σ ια  σε βάσεις G + C .

• Α ν α δ ιά τ α ξ η  κ α ι  υ β ρ ιδ ισ μ ό ς  τ ω ν  ε κ κ ιν η τ ώ ν  (a n n e a lin g ) στις α ντίσ το ιχ ες  

σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ικ έ ς  α λ λ η λ ο υ χ ίε ς  το υ  ε κ μ α γε ίο υ  D N A  σε θ ερ μ ο κ ρ α σ ία  π ο υ  υ π ο λ ο γ ίζ ε τα ι 

μ ε  β ά σ η  τ ο  σ η μ ε ίο  τ ή ξ η ς  (m e lt in g  p o in t, T m )  τ ω ν  ο λ ιγ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ιδ ίω ν  γ ια  30-60 sec.

• Ε π ιμ ή κ υ ν σ η  (π ο λ υ μ ε ρ ισ μ ό ς , e x te n s io n , e lo n g a tio n ) τ ω ν  ε κ κ ιν η τ ώ ν  α π ό  τ η ν  

θ ε ρ μ ο ά ν το χ η  π ο λ υ μ ε ρ ά σ η  σ το υς 68-72°C γ ια  χ ρ ό ν ο  π ο υ  υ π ο λ ο γ ίζ ε τα ι α ν ά λ ο γ α  με το  

μέγεθος (b p )  το υ  π ρ ο ϊό ν το ς  π ο υ  π ρ ό κ ε ιτα ι ν α  ενισ χυ θ εί (1 m in  γ ια  1000 b p ).

Η  εκθ ετική  ε ν ίσ χ υ σ η  τ ο υ  α ρ ιθ μ ο ύ  τ ω ν  α ν τ ιγ ρ ά φ ω ν  το υ  D N A  κ α θ ο ρ ίζετα ι α π ό  τ η ν  

εξίσω ση: Ν =  n  (1 + e ) c , ό π ο υ  Ν :  η  τε λ ικ ή  π ο σ ό τη τα  το υ  π ρ ο ϊό ν το ς , η: η α ρ χ ικ ή  π ο σ ό τη τα  

τ ο υ  ε κ μ α γε ίο υ , e: η  α π ό δ ο σ η  (e ffic ie n cy) τη ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  κ α ι c: ο  α ρ ιθ μ ό ς  τω ν  κ ύ κ λ ω ν  

P C R .

ο
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Η  επ ίτευξη  ικ α ν ο π ο ιη τικ ή ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  π ο λ υ μ ε ρ ισ μ ο ύ  τό σ ο  ω ς π ρ ο ς  τ η ν  α π ό δ ο σ η  

όσο κ α ι ως προς τ η ν  ε ιδ ικ ό τη τα , ε ξα ρ τά τα ι κ α τά  κ ύ ρ ιο  λ ό γ ο  α π ό  το υ ς  π α ρ α κ ά τ ω  

π α ρ ά γο ντες :

ί. τ η ν  ε π ιλ ο γ ή  τω ν κ α τ ά λ λ η λ ω ν  ε κ κ ιν η τώ ν . 

ϋ . τ η ν  σ υ γκ έντρ ω σ η  τω ν  ιό ν τω ν  μ α γ ν η σ ίο υ  ( M g 2*).

ill. τ η ν  α κ ρ ιβ ή  θ ερμ οκρα σία  υ β ρ ιδ ισ μ ο ύ  (a n n e a lin g ), η  ο π ο ία  ε ίν α ι η  σ η μ α ν τ ικ ό τ ε ρ η  

π α ρ ά μ ετρ ο ς γ ια  τ η ν  ε π ιτυ χ ία  τη ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  κ α ι κ α θ ο ρ ίζ ε τα ι α π ό  τ ο  σ η μ ε ίο  τή ξ η ς  τ ω ν  

ε κ κ ιν η τώ ν . Η  θ ερμ οκ ρα σ ία  υ β ρ ιδ ισ μ ο ύ  ε ίν α ι σ υ ν ή θ ω ς  5°C  χ α μ η λ ό τ ε ρ η  α π ό  τ ο  σ η μ ε ίο  

τή ξη ς  τ ω ν  ε κ κ ιν η τώ ν , το  ο π ο ίο  μ π ο ρ εί ν α  υ π ο λ ο γ ισ τ ε ί μ ε  το υ ς  α κ ό λ ο υ θ ο υ ς  τύ π ο υ ς : 

α . T m = 4  ( G + C )  + 2  ( Α + Τ )  κ α ι

β. T m * 8 1 .5  + 1 6 .6  [lo g  10 (N a * )] + 0.41 ( %  G + C )  -  675 /  L

ό π ο υ  L : μ ή κ ο ς  το υ  ο λ ιγ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ιδ ίο υ  οε βάσεις, Α: α δ ε ν ίν η , Τ :  θ υ μ ίν η , G :  γ ο υ α ν ίν η  

κ α ι C :  κ υ το σ ίν η  (In n is  et al.,1990).

Ο ι.ε φ α ρ μ ο γ έ ς  της μεθόδου P C R  π ε ρ ιλ α μ β ά ν ο υ ν  έ ν α  ε υ ρ ύ  π ε δ ίο  τη ς  β α σ ικ ή ς  

έρευνα ς κ α ι τη ς  μ ο ρ ια κ ή ς  δ ια γν ω σ τικ ή ς . Η  μέθ οδ ο ς χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτ α ι γ ια  τ η ν  ά μ ε σ η  

κ λ ω ν ο π ο ίη σ η  κ α ι α λ λ η λ ο ύ χ ισ η  ενός σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν ο υ  κ λ ά σ μ α το ς  D N A .  Σ τ η ν  ια τ ρ ικ ή  

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι σ τ η ν  μ ο ρ ια κ ή  δ ιά γ ν ω σ η  λ ο ιμ ώ ξ ε ω ν  κ α ι γ ε ν ε τ ικ ά  κ α θ ο ρ ισ μ έ ν ω ν  

ν ο σ η μ ά τω ν . Τ έ λ ο ς  η  ε ντυ π ω σ ια κ ή  ευ α ισ θ η σ ία  κ α ι ε ιδ ικ ό τ η τ α  τ η ς  μ ε θ ό δ ο υ  β ρ ίσ κ ο υ ν  

π ο λλέ ς  εφ α ρμογές σ τη ν  ια τρ ο δ ικ α σ τικ ή  έρ ευ να .

2 . 8.2. Α ν ίχ ν ε υ σ η  τ ο υ  γ ο ν ιδ ίο υ  τ η ς  π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η ς  α μ ε  PCR.

Η  π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η  α κ ω δ ικ ο π ο ιε ίτα ι α π ό  μ ια  ο ικ ο γ έ ν ε ια  έξι γ ο ν ιδ ίω ν  α π ό  τ α  ο π ο ία  τ ο  

έ να  ε ίν α ι λ ε ιτ ο υ ρ γ ικ ό  ενώ  τ α  ά λ λ α  π έντε  σ τε ρ ο ύ ν τ α ι ιν τ ρ ο ν ίω ν  κ α ι χ α ρ α κ τ η ρ ίζ ο ν τ α ι  

ως ψ ε υ δ ο γ ο ν ίδ ια  (M a n r o w  et al., 1992). Τ ο  λ ε ιτ ο υ ρ γ ικ ό  γ ο ν ίδ ιο  α π ο τ ε λ ε ίτ α ι α π ό  π έ ν τε  

ε ξό ν ια  π ο υ  δ ια κ ό π το ν τα ι α π ό  τέσσερα ιν τ ρ ό ν ια  κ α ι φ έρει τ ις  κ λ α σ σ ικ έ ς  ρ υ θ μ ισ τ ικ έ ς  

α λ λ η λ ο υ χ ίε ς  μ ε τα γρ α φ ή ς  Τ Α Τ Α  κ α ι C A A T  σ τ η ν  π ε ρ ιο χ ή  τ ο υ  υ π ο κ ιν η τ ή  (S z a b o  et a l., 

1993, E sch e n fe ld t et al., 1989, M a n r o w  et a l., 1992).

Β α σ ικ ό ς  σ κο π ό ς τη ς  π α ρ ο ύ σ α ς  μ ε λέτη ς  ή τ α ν  η  α π ο μ ό ν ω σ η  τ ο υ  λ ε ιτ ο υ ρ γ ικ ο ύ  

γ ο ν ιδ ίο υ  τη ς  π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η ς  α σε π ε ρ ιφ ε ρ ικ ό  α ίμ α  κ α ι σε θ υ λ α κ ιώ δ η  κ ύ τ τ α ρ α  τ ο υ  

θυρεοειδούς α δ έν α  ( F N A )  μ ε  α ν τ ίδ ρ α σ η  P C R . Ο  σ χ ε δ ια ο μ ό ς  τ ο υ  ζ ε ύ γ ο υ ς  τ ω ν
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ε κ κ ιν η τ ώ ν  (p r im e rs ) έ γ ιν ε  με βάση τ η ν  χ α ρ το γ ρ ά φ η σ η  το υ  c D N A  κ α ι το υ  υ π ο κ ιν η τ ή  

τ η ς  π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η ς  α  (M a n r o w  et al., 1992). Τ ο  5 ’-ά κ ρ ο  το υ  κ ω δ ικ ε ύ ο ν το ς  (sense) 

ε κ κ ιν η τ ή  π ε ρ ιλ α μ β ά ν ε ι τ μ ή μ α  το υ  υ π ο κ ιν η τ ή  το υ  λ ε ιτ ο υ ρ γ ικ ο ύ  γ ο ν ιδ ίο υ , τ ο υ  ο π ο ίο υ  η  

α λ λ η λ ο υ χ ία  δ ια φ έρ ει κ α ι σ τα  π έντε ψ ε υ δ ο γ ο ν ίδ ια . Η  α λ λ η λ ο υ χ ία  τ ω ν  ε κ κ ιν η τ ώ ν  π ο υ  

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  ε ίν α ι η α κ ό λο υ θ η :

sense: 5 ’- T G A  G T C  C C C  C A C  T G G  C T -3 '  ( -9  έως + 7 ) κ α ι 

a n tise n se : 5'-GTT  A G A  A C A  A C T  C A G  C A A  A A T - 3 ’ (1212 έως 1232)

Σ τ ις  π α ρ ενθ έσ εις  α ν α φ έ ρ ο ν τα ι ο ι θέσεις τ ω ν  ε κ κ ιν η τ ώ ν  μ ε  β ά ση τ ο  c D N A  (ε ξ ό ν ια ) 

τ η ς  π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η ς  α. Ο ι  σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν ο ι ε κ κ ινη τέ ς  με ε κ μ α γ ε ίο  γ ε ν ω μ ικ ό  D N A  

ε ν ισ χ ύ ο υ ν  τ μ ή μ α  μεγέθους 5 K b  π ο υ  α ν τ ισ τ ο ιχ ε ί σ το  λ ε ιτ ο υ ρ γ ικ ό  γ ο ν ίδ ιο  τη ς  

π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η ς  α  (5  ε ξό ν ια  κ α ι 4  ιν τ ρ ό ν ια )  κ α ι μ ε  ε κ μ α γ ε ίο  π λ α σ μ ιδ ια κ ό  D N A  

ε ν ισ χ ύ ο υ ν  τ μ ή μ α  μεγέθους 1240 K b  π ο υ  α ν τ ισ τ ο ιχ ε ί σ το  c D N A  τη ς  π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η ς  α  (5 

ε ξ ό ν ια ).

Μ ε  ε γ μ α γ ε ίο  τ ο  π λ α σ μ ιδ ια κ ό  D N A  π ρ ο σ δ ιο ρ ίσ τ η κ α ν  ο ι β έλτισ τες σ υνθ ήκ ες 

ε ν ίσ χ υ σ η ς  τ ο υ  γ ο ν ιδ ίο υ  τη ς  π ρ ο θ υ μ ο σ ίν η ς  α , μ ε τά  α π ό  ε π α ν α λ α μ β α ν ό μ ε ν ε ς  

α ν τ ιδ ρ ά σ ε ις , σ τ ις  οποίες μ ε λ ε τή θ η κ α ν  ο ι  σ η μ α ν τικ ό τε ρ ε ς  μ ε τα β λη τέ ς  τη ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  

P C R  ( Π Ι Ν Α Κ Α Σ  8).

ΠΙΝΑΚΑΣ 8. Μεταβλητές της αντίδρασης PCR που μελετήθηκαν για  τον καθορισμό ι
j

τω ν βέλτιστων συνθηκών ενίσχυσης τοο γονιδίου της προθυμοσίνης α.

Μεταβλητές της αντίδρασης j
i

Έυρος τιμών j
Ποσότητα εκμαγείου DNA 100-1000ng

Συγκέντρωση των εκκινητών |
. !

0.25-0.5 μΜ κάθε εκκινητής

Συγκέντρωση ιόντων μαγνησίου (Mg2+) j1 1.5-3 mM !
Θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών ;

1
55-69C j

Χρονική διάρκεια της φάσης υβριδισμού των ' 
εκκινητών !

30-60 sec
ί

Χρονική διάρκεια της φάσης επιμήκυνσης ; 1-3 min
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Τα  αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη ήταν της G IB C O  

BRL. Ο ι τελικές συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων και η σειρά με την οποία 

τοποθετούνται στον μικροφυγοκεντρικό σωλήνα 0.2 m l (Perkin Elm er) παρατίθενται 

στον Π ΙΝ Α Κ Α  9.

ΠΙΝΑΚΑΣ 9. Συγκεντρώ σεις τω ν αντιδραστηρίω ν της PCR.

Αντιδραστήριο Ογκος
i

; Τελική συγκέντρωση !

Απεσταγμένο-αποστειρωμένο νερό ! 31.75 μ!
ί

91 _
1 ,

ΙΟχ PCR Buffer 5μ1
i

! ΐχ  ϊ

dNTPs mix (10 mM κάθε dNTP) \ <μΙ | 0.2 mM (κάθε dNTP) ί
J

Primers mix (10 μΜ κάθε primer) 2 5  μΐ
1 - - __

0 5  μΜ (κάθε primer)

MgCb (50mM) 15μΙ ί 15  mM
i

Εκμαγείο DNA (50 ng/μ ΐ) 5 μΐ j 250 ng

Taq DNA πολυμεράση (5 U/μΙ) 0.25 μΐ 1 2 5  U
.i.

Ο ι αντιδράσεις PCR πραγματοποιήθηκαν σε θερμικό κυκλοποιητή Gene A m p  PCR 

system 9600 (Perkin Elm er). T o  θερμικό προφίλ για  τη ν ενίσχυση του γονιδίου της 

προθυμοσίνης α παρατίθενται στον Π ΙΝ Α Κ Α  10.

ΠΙΝΑΚΑΣ 10. Συνθήκες (θερμικό προφίλ) της αντίδρασης PCR για την ενίσχυση f 

του λειτουργικού γονιδίου της προθυμοσίνης α.

Κύκλοι θερμοκρασία και χρόνος

j » * Αποδιάταξη (preliminary denaturation): 94°C για 5min

34 x

Αποδιάταξη (denaturation): 94°C για 1 min 

Υβριδισμός (annealing): 62°C για 1 min 

Επιμήκυνση (extension): 72°C για 3 min

l x
----------------------------------

Τελική επιμήκυνση (final extension): 72°C για 7 min

V lBAfOe

-f



2.8 .3 . Μ ελέτη της γονιδ ια κή ς έκφρασης με ημι-ποσοτική αντίστροφη 

αλυσιδω τή αντίδραση πολομεράσης (Reverse Transcriptase-Polym erase 

C h a in  Reaction, R T -P C R ).

Η  αντίστροφη αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Reverse Transcriptase- 

Polym erase C hain  Reaction, RT-PCR) είνα ι μ ια  παραλλαγή της κλασσικής PCR που 

χρησιμοποιεί ως αρχικό υπόστρωμα (εκμαγείο) RNA, το οποίο με την βοήθεια του 

ένζυμου αντίστροφη μεταγραφάση (reverse transcriptase) μετατρέπεται σε 

συμπληρω ματικό DNA (cDNA). Η  αντίδραση RT-PCR, υπό συγκεκριμένες 

προϋποθέσεις, επιτρέπει την μελέτη και ποσοτικοποίηση της έκφρασης ενός γονιδίου σε 

επίπεδο mRNA.

Η  μελέτη της έκφρασης τω ν γον ιδ ίω ν  της προθυμοσίνης α, της παραθυμοσίνης και 

του ογκο-κατασταλτικού γον ιδ ίου  ρ53 πραγματοποιήθηκε με ημι-ποσοτική αντίδραση 

RT-PCR ενός βήματος (one step) με την χρήση του πακέτου υλικών της Roche (Titan 

O ne Tube RT-PCR Kit) σε δείγματα  FNA με απλή οζώδη βρογχοκήλη και σε 

ιστολογικές τομές πα ραφ ίνη ς με καλοήθη κα ι κακοήθη νεοπλάσματα του αδένα. Η  

έκφραση του γονιδ ίου  της β-ακτίνης αποτέλεσε τον εσωτερικό μάρτυρα της 

αντίδρασης. Σ την αντίδραση RT-PCR ενός βήματος, η σύνθεση του cDNA (αντίστροφη 

μεταγραφή) κ α ι η αντίδραση PCR εκτελούνται διαδοχικά στον ίδιο  

μ ικροφυγοκεντρικό σωλήνα χω ρ ίς ν α  αλλάζει το ρυθμιστικό διάλυμα. Το μ ίγμα  των 

ένζυμω ν της αντίδρασης περιλαμβάνει την αντίστροφη μεταγραφάση AMV για  την 

σύνθεση του cDNA κα ι την  Expand H igh Fidelity πολυμεράση γ ια  την αντιγραφή και 

ενίσχυση του cDNA, η οπο ία  έχει υψηλή επιδιορθωτική ικανότητα. Κύρια 

πλεονεκτήματα της RT-PCR ενός βήματος είνα ι η εξαιρετική ευαισθησία ακόμα και με 

ελάχιστη ποσότητα εκμαγείου RNA (W inzer e t al., 1998), η ελαχιστοποίηση του 

απαιτούμενου χρόνου κα ι η ελάττωση του κινδύνου επιμόλυνσης των δειγμάτων.

Η  ταυτόχρονη ενίσχυση cDNA (RNA) κα ι γονιδιω ματικού DNA λόγω επιμόλυνσης 

των δειγμάτω ν δεν επιτρέπει την ποσοτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης RT- 

PCR. Το εμπόδιο αυτό μπορεί να  ξεπεραστεί είτε με την χρήση ενζύμων που πέπτουν το 

DNA (DNAse) είτε με τον κατάλληλο σχεδίασμά των εκκινητών.
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Στην παρούσα μελέτη τα ζεύγη των εκκινητών για  τα γονίδια  της προθυμοσίνης α 

και του ρ53 σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να μην ενισχύουν γονιδιω ματικό D N Α  (Π ΙΝ Α Κ Ε Σ  

11 και 12). Η  αλληλουχία κάθε εκκινητή (sense και antisense) είναι συμπληρω ματική σε 

περιοχή του c D N A  που αντιστοιχεί σε δύο διαδοχικά εξόνια με αποτέλεσμα να μην 

ενισχύετσι το μεταξύ τους ιντρόνιο και κατά συνέπεια να μην ενισχύεται γενωμικό 

D N A  που πιθανότατα να έχει επιμολύνει τα δείγματα R N A  (Σ Χ Η Μ Α  7). Αντίθετα οι 

θέσεις των εξονίων και των ιντρονίω ν του γονιδίου της παραθυμοσίνης δεν έχουν 

καθοριστεί στο ανθρώπινο γονιδίωμα με αποτέλεσμα οι αντίστοιχοι εκκινητές να μην 

ενισχύουν αποκλειστικά εκμαγείο R N A  (Π ΙΝ Α Κ Α Σ  13). Σ τη ν  περίπτωση αυτή τα 

δείγματα R N A  επωάστηκαν με D N A se I (Prom ega) π ριν την αντίδραση R T-P C R .

Σ Χ Η Μ Α  7. Η  α λλη λο υχία  κάθε εκκινητή (sense κ α ι antisense) γ ια  τα  γο ν ίδ ια  της 

προθυμοσίνης α κα ι του ρ53 σχεδιάστηκε ώστε να  είνα ι σ υμ π λη ρω μα τική  σε περιοχή το υ  c D N A  

(R N A )  που αντιστοιχεί σε δύο διαδοχικά εξόνια, με αποτέλεσμα να  μ η ν  ενισχύεται το  μεταξύ 

τους ιντρ όνιο  κα ι κατά συνέπεια να  μ η ν  ενισχύεται γο νιδ ιω μ α τικ ό  D N A .

Ε Ξ Ο Ν ΙΟ Ι

ΙΝΊΠ D N A

Ν Η Τ Η Σ
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ί ΠΙΝΑΚΑΣ 11. Τμήμα της αλληλουχίας t o o  cDNA της προθυμοσίνης α ανθρώπου

(Manrow et al., 1992). Οι υπογραμμισμένες περιοχές αντιστοιχούν στις θέσεις των ,
ί

εκκινητών και με έντονα γράμματα παρατίθενται η αλληλουχία του προϊόντος της * 1 

j αντίδρασης RT-PCR (255 bp). Η αλληλουχία του κωδικεύοντος (sense) εκκινητή ;ι j
j (θέσεις 193-212) υπερπηδά το ιντρόνιο 1 και η αλληλουχία του αντικωδικεύοντος ! 

(antisense) εκκινητή (θέσεις 429-448) υπερπηδά το ιντρόνιο 4.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

ctttgcattg ttcctcatcc gcctccttgc tcgccgcagc cgcctccgcc gcgcgcctcc 
tccgccgccg cggactccgg cagctttatc gccagagtcc ctgaactctc gctttctttt 
taatcccctt catcggatca ccggcgtgcc ccaccatgtc agacgcagcc gtagacacca 
gctccgaaat caccaccaag g a c ttaa agg  agaagaagga a g ttg tg g a a  gaggcagaaa  
atggaagaga  cg cccc tgc t  aacgggaatg  c ta a tgagga  aaatggggag  caggaggctg  
ac aa tg ag g t  agacgaagaa gaggaagaag  gtggggagga  agaggaggag gaagaagaag  
g tg a tg g tg a  ggaagaggat ggagatgaag  atgaggaagc  tga g tc a gc t  acgggcaagc  
gggcagctg a  aga tga tgag  ga tgacga tq  tcgataccaa gaagcagaag accgacgagg 
atgactagac agcaaaaaag gaaaagttaa actaaaaaaa aaaaggccgc cgtgacctat 
tcaccctcca cttcccgtct cagaatctaa acgttggtca ccttcgagta gagaggcccg

i
II

ΠΙΝΑΚΑΣ 12. Τμήμα της αλληλουχίας του cDNA του γονιδίου ρ53 ανθρώπου 

(GenBank, www.ncbijilin.nih.gov/Genbarik). Οι υπογραμμισμένες περιοχές I 

j αντιστοιχούν στις θέσεις των εκκινητών και με έντονα γράμματα παρατίθενται η
ι

αλληλουχία του προϊόντος της αντίδρασης RT-PCR (565 bp). Η  αλληλουχία του 

κωδικεύοντος (sense) εκκινητή (θέσεις 613-631) υπερπηδά το ιντρόνιο 4 και η
I

αλληλουχία του αντικωδικεύοντος (antisense) εκκινητή (θέσεις 1158-1176) υπερπηδά 

το ιντρόνιο 8.

421 acccaggtcc agatgaagct cccagaatgc cagaggctgc tccccgcgtg gcccctgcac
481 cagcagctcc tacaccggcg gcccctgcac cagccccctc ctggcccctg tcatcttcrg
541 tcccttccca gaaaacctac cagggcagct acggtttccg tctgggcttc ttgcattctg '
601 ggacagccaa q tc tg tg a c t  tgcacgtact. cccc tgccc t  caacaagatg  t t t tg c c a a c
661 tggccaagac c tg c c c tg tg  c a gc tg tggg  t t g a t tc c a c  acccccgccc ggcacccgcg
721 tccgcgcca t  ggcca tc tac  aagcagtcac  agcacatgac  g g ag g ttg tg  aggcgctgcc

* 781 cccaccatga  gcgc tgc tca  g a tagc ga tg  g tc tggcccc  tcc tc ag ca t  c tta tc cgag
! 841 tggaaggaaa t t t g c g tg t g  g a g ta t t t g g  atgacagaaa c a c t t t tc g a  ca tag tg tg g
; 901 tgg tg cc c ta  tgagccgcct g a g g ttg g c t  c tg ac tg ta c  caccatccac tacaactaca
j 961 tg tg ta aca g  t tc c tg c a tg  ggcggcatga  accggaggcc ca tcctcacc  atcatcacac
j 1021 tggaagac tc  c a g tg g ta a t  c tac tgggac  ggaacagctt tg a gg tg cg t  g t t t g tg c c t
I 1061 g tcc tgggag  agaccggcgc acagaggaag agaa tc tccg  caagaaaggg gagcctcacc
j 1141 acgagctgcc  cccagggagc ac taagcgag  cactgcccaa caacaccagc tcctctcccc
! 1201 agccaaagaa gaaaccactg gatggagaat atttcaccct tcagatccgt gggcgtgagc
i 1261 gcttcgagat gttccgagag ctgaatgagg ccttggaact caaggatgcc caggctggga
[ 1321 aggagccagg ggggagcagg gctcactcca gccacctgaa gtccaaaaag ggtcagtcta
ι 1381 cctcccgcca taaaaaactc atgttcaaga cagaagggcc tgactcagac tgacattctc

http://www.ncbijilin.nih.gov/Genbarik
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| Π Ι Ν Α Κ Α Σ  13. Α λλη λο υ χ ία  t o o  c D N A  της παραθυμοσίνης ανθρώ που (C lin to n  et al., 

1989). Ο ι  υπογραμμισμένες περιοχές αντιστοιχούν στις θέσεις τω ν εκκινητώ ν κα ι με 

έντονα γράμματα παρατίθενται η α λληλουχία  του προϊόντος της αντίδρασης R T -P C R  

(310 bp). Η  αλληλουχία  του κωδικεΰοντος (sense) εκκινητή αντιστοιχεί στις θέσεις 

301-317 και η  αλληλουχία  του  αντικωδικεΰσντος (antisense) εκκινητή  στις θέσεις 592- 

! 610. Ο ι  θέσεις τω ν εξονίων και των ιντρσνίω ν του γο νιδ ίο υ  της παραθυμοσίνης δεν 

έχουν καθοριστεί στον άνθρωπο.

1
61 
121 
1Θ1 
241 
301 
361 
421 
481 
541 
601 
661 
721 
781 ' 
841 
901 
961 
1021 
1081

ggcggcgacg
gcccgccctc
cgcgcgcctc
cgccgccgcc
ctctccgtct
• t g tc g y g »
aaggagaagg
gaggagaacg
gaaggggaag
agagctgccg
toqgcgtgac
gggggcagcc
gctgccaccc
tccaccctca
gcccccaatt
tctccggtag
ctatcctgcc
gggtggggcc
ttaataaaga

gatcgagctc
cggacggccg
tgccgcctct
gccgccaccg
cggccccggg
aaagcgtcgra
tggaggagaa
gggctgagga
aagaagatga
aagaggagga
gcctgccaac
aagzccagcc
tc t tc t t tc t
ctctgccatt
gctcctctct
cctctcccac
tgatccctgg
ggggttgccg
aatggtcgcg

accgcgccga
cagcctgcgg
tccagagacc
cgccaggttc
accccgcctc
ggcagoggcc
ggcaagccgg
ggaagaagaa
ggaagaagaa
tgaagoggat
aggctgggtt
actcttcacc
ccccagcctt
gttccacctc
ctctttgctc
ctaacctctg
atctccctca
agccccacag
cttc tg ttz

gcgcgccggc
tctccgtcca
cagcttgccg
cggccgcggc
cccgccagcc
gagttgagog
aaagagcgaa
gaaactgcog
gaagaggatg
cccaaacggc
gggaggcctc
tggctccctg
ctcatttccg
ctgacctgct
tc tttc tccc
catcccccag
gatcccctct
ctgcccccct

accgcctgca 
gacccacccc 
agcggccgcc 
caccctccgc 
ccggccccgg 
ccaaggacct 
agaaagaagt 
aggatggaga 
atgaagggcc 
agaagacaga 
zczgggczgg 
ctctgggccc 
cczczccaga 
ccazctgagc 
tcccctacca 
cgzcatgzcc 
tczcagacag  
cccctccctt

ccgccctccc
cgccccaccc
gczgccgzgz
cgtccagggc
ccccggcace
gaaggagaag
ggtujgaggag
ggaggaagat
cgcgctgaag
aaa tgg2gca
aggzgggggz
zgcaccgaga
caczgcgccc
zctccagczg
gcctcattct
tgccccatcc
cgccaggccg
tttgcacaat

f»

!
*

i

Ο ι αλληλουχίες των εκκινητών για  την ενίσχυση των γονιδίω ν της προθυμοσίνης α, 

της παραθυμοσίνης, του ρ53 και της β-ακτίνης καθώς και οι αντίστοιχες θερμοκρασίες 

αποελίκωσης και το μέγεθος του αναμενόμενου προϊόντος παρατίθενται στον 

Π ΙΝ Α Κ Α  14.

Η  ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων της R T-P C R  προϋποθέτει τον τερματισμό 

της αντίδρασης κατά την διάρκεια της εκθετικής φάσης ενίσχυσης (exponential phase) 

του προϊόντος, ώστε να  επιτυγχάνεται γραμμική αντιστοίχιση της τελικής ποσότητας 

του προϊόντος με την αρχική ποσότητα του m R N A . Η  παραπάνω συνθήκη αποτελεί 

την βασική αρχή λειτουργίας της real-tim e PCR (H iguchi et al., 1993). Σ τη ν παρούσα 

μελέτη η διατήρηση της αντίδρασης R T-P C R  στην εκθετική φάση ενίσχυσης του 

προϊόντος επετεύχθη μετά από επαναλαμβανόμενες αντιδράσεις με αυξανόμενους 

θερμικούς κύκλους (22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36). Ως εκμαγείο σπς αντιδράσεις αυτές 

χρησιμοποιήθηκε ολικό R N A  σε συγκέντρωση 2 p g/μ ΐ. Μ ε βάση τη ν μελέτη της
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κινητικής της ενίσχυσης κάθε γονιδίου προσδιορίστηκε το αντίστοιχο θερμικό 

προφίλ, σύμφωνα με το οποίο η εκτέλεση της αντίδρασης σε 30 θερμικούς κύκλους δίνει 

την δυνατότητα ποσοτικοποίησης του m R N A  των γονιδίω ν της προθυμοσίνης α, της 

παραθυμοσίνης και της β-ακτινης (Π ΙΝ Α Κ Α Σ  15). Λόγω  των πολύ χαμηλώ ν επιπέδων 

έκφρασης του γονιδίου ρ53 δεν έγινε τιτλοποίηση των θερμικών κύκλων. Ο ι 

αντιδράσεις R T-P C R  πραγματοποιήθηκαν αε θερμικό κυκλοποιητή G eneAm p PCR 

system 9600 (Perkin Elm er).

ΠΙΝΑΚΑΣ 15. Συνθήκες της ημιποσοηκής αντίδρασης RT-PCR για  την ενίσχυση j 

τω ν γονιδίω ν της προθυμοσίνης α, της παραθυμοσίνης, τοο ρ53 και της β-ακτίνης.

Κύκλοι j θερμοκρασία  και χρόνος

1 χ [ Α ντίστροφη μεταγραφή (reverse transcription): 6 0 C για 30 min
j

1 χ j  Αποδιάταξη (prelim inary denaturation): 94° C για 2 m in

*

10 χ

Αποδιάταξη (denaturation): 94°C  για 30 sec 

Υ βριδισμός (annealing): 50-66°C για 30 sec 

Επιμήκυνση (extension): 68° C για 45 sec

20 χ

Αποδιάταξη: 94°C για 30 sec 

Υβριδισμός: 50-66° C για 30 sec 

Επιμήκυνση: 68° C για 45 sec + 5 sec α νά  κύκλο

Ι χ <
Τελική επιμήκυνση (final extension): 68° C για 3 m in

Ο ι τελικές συγκεντρώσεις τω ν αντιδραστηρίω ν και η σειρά με τη ν οποία 

τοποθετούνται στον μικροφυγοκεντρικό σωλήνα 0.2 m l (Perkin Elm er) παρατίθενται 

στον Π ΙΝ Α Κ Α  16. Πρέπει να τονιστεί ότι η πειραματική διαδικασία της R T-P C R  

εκτελείται σε καθαρούς χώρους με αποστειρωμένα υλικά  για  να αποφευχθεί 

επιμόλυνση των δειγμάτων.

Τ α  προϊόντα (10 μΐ) της R T-P C R  ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1.4%, 

οπτικοποιήθηκαν με βρωμιούχο αιθίδιο και φωτογραφήθηκαν (K O D A C  digital science 

120) σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας. Η  ανάλυση και η σύγκριση της έντασης τω ν 

ηλεκτροφορηθέντων προϊόντω ν έγινε με το λογισμικό πρόγραμμα Scion-Im age 

(w w w .sdoncorp.com ). Η  ένταση του σήματος (οπτική πυκνότητα) υπολογίστηκε για

http://www.sdoncorp.com


όλα τα γον ίδ ια  σε όλα τα δείγματα. Τα επίπεδα έκφρασης της προθυμοσίνης α και της 

παραθυμοσίνης ομαλοποιήθηκαν με βάση τα επίπεδα της β-ακτίνης. Ο  λόγος της 

έκφρασης της προθυμοσίνης α  και της παραθυμοσίνης προς την β-ακτίνη 

υπολογίστηκε γ ια  όλα τα δείγματα της μελέτης. Με αυτόν τον τρόπο, ο ι υπάρχουσες 

διαφορές της αρχικής ποσότητας του εκμαγείου RNA ελαχιστοποιούνται και τα 

προ ϊόντα  της RT-PCR καθίστανται συγκρίσιμα.

Η  στατιστική επεξεργασία τω ν αποτελεσμάτων έγινε με το λογισμικό πρόγραμμα 

SPSS (Version 10.0 for W indow s, SPSS Inc., Chicago, USA). Τα επίπεδα έκφρασης κάθε 

πρω τεΐνης σε σχέση με τον  ιστολογικό τύπο εκτιμήθηκαν με την μέθοδο ANOVA. Οι 

συσχετίσεις μεταξύ της έκφρασης των πρωτεϊνών κα ι της ηλικίας ή του φύλου των 

ασθενών καθορίστηκαν με την μέθοδο Spearm an. Τα αποτελέσματα θεωρήθηκαν 

στατιστικώς σημαντικά όταν η τιμή του Ρ  ήταν μικρότερη από 0.05.

ΠΙΝΑΚΑΣ 16. Συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων της RT-PCR.

Διάλυμα 1

Αντιδραστήριο
*

Όγκος Τελική συγκέντρωση ί

ί Αποστειρωμένο νερό
i

έως25μ1 1I

! dNTPs mix 4μ1 0.2 mM (each) |

1 DTT 2.5 μΐ 5 mM !
Iί

1 Αναστολέας RNaotbv
I

Ι μ ΐ 5 U !!
Μίγμα εκκινητών (10 μΜ each) 2μ ΐ 0.4 μΜ (each) j

Εκμαγείο RNA (template) χ μΐ i p g ^ p g  i

Σύνολο 25 μΐ
l

Διάλυμα 2 j

Αντιδραστήριο Όγκος Τελική συγκέντρωση

Αποστειρωμένο νερό ΐ 4 ρ ΐ  ; ί

5χ RT-PCR buffer ίο  μΐ I l x  j

Μίγμα ένζυμων (AMV and Expand Ι μ ΐ -

Σύνολο ! 25μ1 j I
Διάλυμα 1 + Διάλυμα 2 = 50 μΐ
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2.9. Πολυμορφ ισμοί διαμόρφωσης μονόκλω νης αλυσίδας 

(Single Strand Conform ation Polym orphism , SSCP).

Η  ανάλυση της διαμόρφωσης της μονόκλωνης δομής του D N A  (SSCP) είναι μια 

ευρέως χρησιμοποιούμενη τεχνική για  την ανίχνευση σημειακών μεταλλάξεων και 

πολυμορφισμών ενός γονιδίου. Σε μη-αποδιατακτικές συνθήκες η μονόκλωνη αλυσίδα 

του D N A  λαμβάνει μια συγκεκριμένη δευτεροταγή δομή, η οποία καθορίζεται από 

ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις και κατ’ επέκταση από την αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων. Η  μέθοδος βασίζεται στην αρχή ότι μονόκλωνα μόρια D N A  που 

διαφέρουν κατά ένα νουκλεστίδιο (βάση), μετακινούνται με διαφορετική ταχύτητα σε 

πηκτή πολυαχρυλαμίδιου λόγω  αλλαγής της δευτεροταγούς δομής τους (O rita  et al., 

1989).

Η  μέθοδος είναι ιδιαίτερα απλή και γρήγορη και περιλαμβάνει αρχικά τη ν 

ενίσχυςη της αλληλουχίας-στόχου με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (P C R ), 

ακολουθεί αποδιάταξη του προϊόντος και στην συνέχεια ηλεκτροφόρηση σε πήγμα 

ακρυλαμίδιου. Η  πηκτή βάφεται με χρώση νιτρικού αργύρου και εμφ ανίζονται οι 

ζώνες που αντιστοιχούν στα μονόκλωνα μόρια D N  Α  (Σ Χ Η Μ Α  8).

Θεωρητικά όταν το τμήμα του D N A  δεν φέρει μετάλλαξη εμφ ανίζονται δύο ζώνες 

που αντιστοιχούν σπς δύο συμπληρωματικές αλυσίδες ενώ στην περίπτωση σημειακής 

μετάλλαξης εμφανίζονται τέσσερις ζώνες που αντιστοιχούν δύο στη μεταλλαγμένη και 

δύο στην φυσιολογική αλληλουχία του D N A . Σ τις  περισσότερες περιπτώσεις 

εμφανίζονται περισσότερες ζώνες από τις αναμενόμενες λόγω  τω ν διαφορετικών 

διαμορφώσεων που λαμβάνει το μονόκλω νο D N A .

Η  θερμοκρασία και η συγκέντρωση του ακρυλαμιδίου στην πηκτή με ή χωρίς 

γλυκερόλη, αποτελούν τις m o κρίσιμες παραμέτρους της μεθόδου. Ο  προσδιορισμός 

των βέλτιστων συνθηκών της ηλεκτροφόρησης, μεταβάλλοντας τις παραπάνω 

παραμέτρους, αυξάνει την πιθανότητα ανίχνευσης μιας μετάλλαξης.

Μ ειονέκτημα της μεθόδου αποτελεί η ανίχνευση ψευδών μεταλλάξεων που 

οφείλονται στην εισαγωγή εσφαλμένης βάσης από τη ν D N A  πολυμεράση κάτα τη ν 

αντιγραφή και ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου με τη ν FC R . Η  επιλογή ενζύμου με
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υψ ηλή επιδιορθωτική ενεργότητα (proofreading) μειώνει την πιθανότητα αυτή και 

αυξάνει την αξιοπιστία  της αντιγραφής.

Στην παρούσα μελέτη με εκμαγείο ολικό RNA από  θυλακιώδη κύτταρα του 

θυρεοειδούς (FNA) παρασκευάστηκε συμπληρωματικό DNA (cDNA) με το ένζυμο 

αντίστροφη μεταγραφάση και ακολούθησε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (RT- 

PCR) γ ια  την ενίσχυση τμήματος του cDNA της προθυμοσίνης α μεγέθους 255 bp. Ο ι 

συνθήκες της αντίδρασης δ ίνοντα ι στην παράγρα φ ο  2. 8. 3. Η  χρησιμοποίηση mRNA 

ως αρχικού υλικού προτιμάτα ι γ ια τί επιτρέπει την ανίχνευση μεταλλάξεων σε 

μεγαλύτερα τμήματα  της κωδικεύουσας περιοχής (exons) μ ιας πρωτεΐνης (Sarkar et al., 

1992).

Το πρωτόκολλο της μεθόδου περιλαμβάνει τα  ακόλουθα βήματα:

α. Π ροετο ιμ ασ ία  τη ς  π η κ τή ς  (Glavac and Dean, 1993). Παρασκευάστηκε πηκτή 

ακρυλαμιδίου  διαστάσεων 200 χ 180 χ 1 m m  με τελικές συγκεντρώσεις: 7.5% 

ακρυλαμίδη (30% w /v ,  ακρυλαμίδη: δις-ακρυλαμίδη = 37.5:1, 2.6% C, Proto Gel, 

N ational Diagnostics), 5% γλυκερόλη (50%) (Merck), 0.5x TBE (ΙΟχ) (TBE 5x/l: 54 gr 

Tris, 27.5 gr Boric acid, 20 m l EDTA 0.5 M, pH: 8), 6 μ ΐ/m l  υπερθεϊκού αμμωνίου10% 

(am m onium  persulfate, APS, Sigma) κα ι 0.7 μΐ/m l  TEMED (Sigma). Στις παρενθέσεις 

αναφ έροντα ι ο ι αρχικές συγκεντρώσεις τω ν διαλυμάτων, τα  οποία  παρασκευάζονται 

κάθε εβδομάδα κα ι δ ιατηρούντα ι στους 4°C. Μ ετά τον  πολυμερισμό, η πηκτή 

τοποθετείται τουλάχιστον μ ια  ώρα π ρ ιν  στον χώ ρο που  θα γίνει η ηλεκτροφόρηση 

(θερμοκρασία δω ματίου ή 4°C) ώστε ν α  εξασφαλιστεί ομοιόμορφη θερμοκρασία σε όλη 

τη ν  επιφάνεια.

Η  πηκτή ακρυλαμιδίου είνα ι πολύ ευαίσθητη στους χειρισμούς με τα χέρια  και 

καταστρέφεται εύκολα. Αυτό μπορεί να  αποθευχθεί με την παρασκευή συνθετικής 

πηκτής ακρυλαμιδίου-αγαρόζης σύμφωνα με το πρωτόκολλο των Peng et al. (1995), το 

οποίο  περιλαμβάνει τα  ακόλουθα βήματα:

•  Π αρασκευάζεται δ ιάλυμα Α που περιέχει 14% ακρυλαμιδίου (30% w /v , 

ακρυλαμίδη: δις-ακρυλαμίδη = 37.5:1, 2.6% C) κα ι 5% γλυκερόλη (50%) σε τελικό όγκο 

30 ml. Το διάλυμα επωάζεται σε υδατόλουτρο στους 30°C γ ια  5 min.

•  Π αρασκευάζεται δ ιάλυμα Β που περιέχει 0.5% αγαρόζη σε ΤΒΕ 2χ σε τελικό όγκο 30 

ml. Το διάλυμα επωάζεται σε υδατόλουτρο στους 30°C γ ια  5 min.
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• Τα διαλύματα Α και Β αναμιγνύονται και προστίθενται 200 μΐ APS 10% και 20 μΐ 

TEMED. Το μίγμα τοποθετείται άμεσα σε κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης και 

αφήνεται να πήξει τουλάχιστον για 1 h σε θερμοκρασία δωματίου ή στους 4°C

β. Προετοιμασία των δηγμάτων. Το προϊόν της αντίδρασης RT-PCR (3μ1, 10-20 

ng/μΐ) αναμιγνύεται με διάλυμα φόρτωσης (95% φορμαμίδιο, 5 mM NaOH, 0.1% 

κυανό της ξυλόλης, 0.1% μπλε της βρωμοφσινόλης) σε αναλογία 1 :2. Τα δείγματα 

επωάζονται στους 99°C (αποδιάταξη) για 5 min, ψύχονται σε πάγο για άλλα 5 min και 

στην συνέχεια τοποθετούνται στην πηκτή.

γ. Συνθήκες ηλεκτροφόρησης. Η ηλεκτροφόρηση διεξάγεται σε σταθερή τάση 130 

Volt (5-10 V/cm) για 12 ώρες στους 4°C min ή σε θερμοκρασία δωματίου σε ρυθμιστικό 

διάλυμα ΤΒΕ lx.

ΦΥΣΙΚΟΥ ΤΥΠΟΥ DNA (W T) ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΟ DNA ΓΜ)

-------- + ----------------------
---------+ ---------------------

ΑΠΟΔΙΑΤΑΞΗ

ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ 
ΧΡΩΣΗ ΜΕ ΚΓΤΡΙΚΟ ΑΡΓΥΡΟ

WT Μ

ι
ιI
Ιί

I
s

a i&
■er

ΣΧΗΜΑ 8. Σχηματική ανάλυση της μεθόδου SSCP.



δ. Η  χρώ ση με ν ιτρ ικ ό  άργυρο (AgNOa) πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο των Peng et al. (1995) και περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:

• Η  μονιμοποίηση των δειγμάτω ν της πηκτής επ ιτυγχάνετα ι με διάλυμα που περιέχει 

12% οξικό οξύ, 50% μεθανόλη κα ι 0.02% φορμαλδεΰδη, υπό ήπια  ανάδευση γ ια  2-12 h.

• Η  πηκτή ξεπλένεται δύο φορές με δ ιάλυμα  50% αιθανόλης γ ια  20 m in κάθε φορά.

•  Ακολουθεί ανάδευση της πηκτής σε διάλυμα 0.02% sod ium  thiosulfate γ ια  1 m in και 

ξέπλυμα με απεσταγμένο νερό γ ια  3 φορές.

•  Στην συνέχεια προστίθενται το δ ιάλυμα  της χρωστικής που περιέχει 0.2% AgNC^ 

(Riedel-deHaen) κα ι 0.03% φορμαλδεΰδη. Ακολουθεί ανάδευση γ ια  30 m in και στην 

συνέχεια ξεπλένεται δύο φορές με απεσταγμένο νερό. Τα υγρά  απομακρύνοντα ι με 

αντλία  κενού γ ιατί η επαφή με τα  χέρ ια  έχει σαν αποτέλεσμα την δημιουργία  artefacts.

•  Π ροστίθενται το διάλυμα εμφάνισης (developing solution) που περιέχει 6% 

Na:>CC)3, 0.02% φορμαλδεΰδη κα ι 0.0005% sodium  thiosulfate. Ο ι επιθυμητές ζώνες 

εμφανίζονται σε 10-15 m in ενώ η πηκτή λαμβάνει ένα  σκούρο καφέ χρώμα.

• Η  αντίδραση τερματίζεται με την  προσθήκη διαλύματος 50% μεθανόλης κα ι 16% 

οξικού οξέος κα ι ακολουθεί η παρατήρηση κα ι η φωτογράφηση της πηκτής.

2 .10 . Σοναγω ντστική  ενζυμοσύνδετη  ανοσοπροσροφ ητικη  μέτρηση

(C om petitive in h ib itio n  enzym e-linked  im m u n o so rb en t assay, ELISA).

Η  μέτρηση της προθυμοσίνης α  στον ορό κα ι σε κυτταρικά εκχυλίσματα 

θυρεοειδικού ιστού πραγματοποιήθηκε με συναγωνιστική ενζυμοσύνδετη 

ανοσοπροσροφητική μέθοδο με την χρήση αντισώματος έναντι του καρβοξυτελικού 

άκρου της προθυμοσίνης α ανθρώ που (87-109 αμινοξέα). Η  μελέτη πραγματοποιήθηκε 

στο τμήμα Χημείας του Π ανεπιστημίου Π ατρώ ν υπό την επίβλεψη του Επικ. Καθηγητή 

Α. Αλετρά.

Ο  θυρεοειδικός ιστός εκχυλίστηκε με διάλυμα PBS pH: 7.4 που περιέχει 5 p g /m l 

απροτινίνης (αναστολέας πρωτεασών) κα ι ομογενοποιήθηκε σε ομογενοποιητή 

Polytron (Kinematika, Sw itzerland) στις μέγιστες στροφές γ ια  3 m in. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση του ομογενοποιήματος στις 15000 rpm  γ ια  15 m in και το υπερκείμενο
ο
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φυγοκεντρήθηκε εκ νέου σπς ίδιες συνθήκες. Το τελικό υπερκείμενο αποθηκεύτηκε 

στους -20°C (Costopoulou et al., 1998).

Ο ορός (1 ml) συλλέχθηκε από φρέσκο περιφερικό αίμα, το οποίο προηγουμένως 

φυγοκεντρήθηκε στις 3000 rpm για 10  min σε ειδικούς σωλήνες (serum separator 

tubes).

Το πρωτόκολλο της μεθόδου περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα: 

α. Προετοιμασία των δειγμάτων του ορού και του ομογενοποιημένσυ ιστού.

• Προστίθενται 150 μΐ διαλύματος 10% τριφθοροξικού οξέως (TFA, CF3GOOH) σε 1 

ml ορού. Με αυτό τον τρόπο επιτυγχάνεται εξισορρόπηση του pH του δείγματος 

(οξίνιση) στο 2.

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση (μέγιστες στροφές) για 10 sec και το υπερκείμενο 

μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα.

β. Προετοιμασία της στήλης εμπλουτισμού (Sep-Pak Vac 1 cc, 0 1 8  Cartridges, Waters).

• Έκλθυση της στήλης με 2 ml διαλύματος ακετονιτριλίσυ (ObCN).

• Εξισορρόπηση της στήλης με 2 ml διαλύματος 0.02% TFA.

• Έκλουση 1 ml δείγματος με χαμηλή ροή.

• Έκπλυση της στήλης με 6  ml διαλύματος 0.02% TFA.

• Έκλουση της στήλης με 2 ml διαλύματος που περιέχει 0.02% TFA και 80% 

ακετονυτρίλιο. Το διάλυμα συλλέγεται σε καθαρό σωλήνα και λυοφιλοποιείται σε 

συσκευή speed-vac.

• Το ίζημα επαναδιαλύετσι με 1 ml απεσταγμένο νερό και λυοφιλοποιείται άλλες δύο 

φορές για να απομακρυνθεί πλήρως το TFA.

γ. Συναγωνιστική EUSA (ΣΧΗΜΑ 9).

• Επίστρωση (Coating) με 50 μΐ ανά υποδοχή της πλάκας πολυστυρονίου (PS 

microplate % well, Microlon, Greiner) διαλύματος που περιέχει: 2.5 ng προθυμοσίνης α 

(καρβοξυτελικό πεπτίδιο, 87-109), 10 ng Poly-L-Lys και απεσταγμένο Η2Ο. Η αυτόνομη 

δέσμευση της αρνητικά φορτισμένης πρωτεΐνης στην υποδοχή είναι δυνατή μόνο με 

την προσθήκη της θετικά φορτισμένης Poly-L-Lys. Το πινάκιο ξηραίνεται στους 60°C 

για41ι.

• Προσθήκη 100 μΐ ανά υποδοχή διαλύματος γλουταραλδεόδης 0.5% ν /ν  σε διάλυμα
£  °c

0.1 Μ NaH2P0 4-2H2 0  pH: 8.5. Η γλουταραλδεύδη επιτρέπει την ομοιοπολική σύνδεση
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μεταξύ της προθυμοσίνης α και της Poly-L-Lys και την ακινητοποίηση τους στο 

πολυστυρόλιο. Μετά από  30 m in σε θερμοκρασία δωματίου το διάλυμα 

απομακρύνεται.

• Π ροστίθενται 100 μΐ α ιθανολαμίνης 1 Μ (pH: 8) α νά  υποδοχή γ ια  την κάλυψη των 

ελεύθερων αλδεϋδομάδω ν. Μετά από  30 m in σε θερμοκρασία δωματίου το  διάλυμα 

απομακρύνεται.

•  Δέσμευση (blocking) τω ν ελεύθερων θέσεων της υποδοχής με επώαση για  1 h στους 

37°C με 200 μΐ δ ιαλύματος 4% BSA και NaH2PC>4-2H20 0.1 Μ. Ακολουθεί έκπλυση με 

200 μΐ α νά  υποδοχή  διαλύματος PBS-Tween 20 (2 φορές).

•  Προσθήκη 100 μΐ α νά  υποδοχή διαλύματος που περιέχει το  1° αντίσωμα (rabbit IgG, 

an ti-κα ρβόξυ-τελικό πεπτίδιο) σε συγκέντρωση 0.2 p g /m l αραιωμένο σε διάλυμα PBS 

(N aQ )+-Tween 20 κα ι το δείγμα. Ακολουθεί επώαση στους 4°C γ ια  16 h  κα ι στην 

συνέχεια  έκπλυση με 200 μΐ α νά  υποδοχή διαλύματος PBS-Tween 20 (4 φορές).

•  Επίστρωση με το 2° αντίσωμα το οποίο είνα ι συνδεδεμένο με υπεροξειδάση (goat 

an ti-rabbit IgG, horserad ish  peroxidase conjugated, Chemicon). Τοποθετούνται 100 μΐ 

αντισώ ματος διαλυμένο σε PBS-Tween 20 (1:5000) α νά  υποδοχή. Ακολουθεί επώαση 

γ ια  2 h  στους 37°C κα ι στην συνέχεια έκπλυση με 200 μΐ α νά  υποδοχή διαλύματος PBS- 

T w een 20 (4 φορές).

•  Προσθήκη 100 μΐ διαλύματος α νά  υποδοχή που περιέχει 2 m g /m l χρωστικής ο- 

phenylenediam ine (OPD, PIERCE) σε διάλυμα κιτρικώ ν 0.1 Μ  pH: 5 και 1 μ ΐ/m l  

υποστρώ ματος υπεροξειδάσης (Η2Ο 2). Η  αντίδραση εκτελείται σε σκοτεινό χώρο γ ια  30 

m in.

• Η  αντίδραση τερματίζεται με προσθήκη 100 μΐ ανά  υποδοχή διαλύματος H2SO 4. 

δ. Φωτομέτρηση σε μήκος κύματος 492 nm  (φωτόμετρο DENLEY WELLSCAN).

Το επ ί % ποσοστό της αναστολής υπολογίστηκε σύμφωνα με τον τύπο:

O.D. δείγματος - O.D. τυφλού
% Α ναστολή (Inhibition) = (1 ------------------------------------------------  ) χ 100

O.D. μάρτυρα - O.D. τυφλού

όπου O.D.: οπτική πυκνότητα (optical density).
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Προσθήκη υποστρώματος Προϊόν που χρωματίζεται

Προσθήκη του 2°· αντισώματος 
(goat anti· rabbit IgG) συζτογμενο

με οπεμοζπδάση.
-  - ..........................................................—

Προσθήκη too 1°* αντισώματος (anti C-τελικό) 
και τοο δείγματος.

ΣΧΗΜΑ 9. Σχηματική ανάλυση της συναγωνιστικης ενζομοσόνδετης ανοσοπροοροφητικής 

μέτρησης (Competitive Inhibion ELISA).

Η πρότυπη καμπύλη αναστολής καθορίστηκε με βάση γνωστές συγκεντρώσεις 

καθαρής προθυμοσίνης α που προστίθεντω στο 1° αντίσωμα (0.5# 1,2,4,6,10, 20,40 και 

80 pmol σνά υποδοχή). Προέκυψε μια σιγμοειδής καμπύλη από την οποία καθίστανται 

δυνατή η ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης σε συγκεντρώσεις από 10-100 pmol/ml.

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με το λογισμικό πρόγραμμα 

SPSS Version 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA).

2.11. Ανοσοϊστοχημ ική μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α, του δείκτη
πολλαπλασιασμού Ki-67, των μεταγραφικών παραγόντων E2F-1 και ρ53 

και των αποπτωτικών πρωτεϊνών Bd-2 και Bax σε ιστολογικές τομές 
παραφίνης.

Η ανοσοϊστοχημική μελέτη έγινε σε ιστολογικές τομές 5 μπι μονιμοποιημένες σε 

φορμόλη και εγκλεισμένες σε παραφίνη. Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος στρεπταβιδϊνης- 

βιοτίνης-υπεροξειδάσης (labeled streptavidin biotin peroxidase). Τα αντιδραστήρια



που χρησιμοποιήθηκαν είνα ι από  το πακέτο υλικών Super Sensitive Im m unodetection 

System  της BioGenex. To πρωτόκολο της μεθόδου περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:

• Π ροετοιμασία τω ν πλακιδίω ν γ ια  αποπαραφ ινοποίηση  των τομών με ολονύχτια 

επώαση στους 55°C.

•  Α ποπαραφ ινοποίηση  τω ν τομών με διαδοχικές εμβαπτίσεις των πλακιδίω ν σε 

ξυλόλη γ ια  15 m in (2 φορές), 100% αιθανόλη γ ια  2 m in (2 φορές), 96% αιθσνόλη για  2 

m in  (3 φορές) κα ι ενυδάτωση σε απεσταγμένο νερό.

• Α ποκατάσταση της αντιγονικότητας του ιστού (antigen retrieval pretreatm ent) με 

θέρμανση τω ν πλακιδίω ν σε ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικών 10 mM, pH: 6 σε φούρνο 

μ ικροκυμάτω ν (750 W) γ ια  15 m in (2 φορές). Ακολουθεί έκπλυση με διάλυμα PBS για  5 

m in.

• Α δρανοποίηση της ενδογενούς υπεροξειδάσης με επώαση τω ν τομών με διάλυμα 

3% Η 2Ο 2 γ ια  15 m in  σε θερμοκρασία δωματίου. Τα πλακίδια  ξεπλένονται σε διάλυμα 

PBS γ ια  5 m in.

• Επίστρωση τω ν πλακ ιδ ίω ν με δ ιάλυμα καζεΐνης (Pow er Block Reagent) και επώαση 

γ ια  10 m in  σε θερμοκρασία δωματίου. Η  καζεΐνη συνδέεται με μη ειδικές πρωτεΐνες 

(pro tein  block) κα ι μειώνεται η πιθανότητα  μη-ειδικής χρώσης της τομής. Έκπλυση με 

δ ιάλυμα  PBS γ ια  5 m in.

• Προσθήκη του 1°° αντισώματος. Η  αραίωση, η θερμοκρασία και ο χρόνος επώασης 

γ ια  κάθε αντίσω μα παρατίθεντα ι στον ΠΙΝΑΚΑ 17. Μετά το πέρας της επώασης οι 

τομές ξεπλένονται με διάλυμα PBS γ ια  5 min.

• Ακολουθεί η προσθήκη του 2ου βιοτινυλιωμένου αντισώματος αραιωμένου σε PBS 

(M ultilink, QD200-OX). Ο ι τομές επωάζονται γ ια  20 m in σε θερμοκρασία δωματίου και 

στην συνέχεια ξεπλένονται σε διάλυμα PBS γ ια  5 min.

•  Επώαση τω ν τομών με διάλυμα στρεπταβιδίνης συνδεδεμένης με υπεροξειδάση σε 

PBS (horseradish  peroxidase conjugated streptavidin, QD200-OX) γ ια  20 m in σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί έκπλυση με διάλυμα PBS γ ια  5 min.

• Προσθήκη του διαλύματος που περιέχει το υπόστρωμα (Η2Ο2) και τη χρωμογόνο 

ουσία διαμ ινοβενζιδίνη  (3,3'~diaminobenzidine chrom ogen, DAB) (DAB substrate kit, 

QD200-OX). Ακολουθεί επώαση γ ια  5 m in σε θερμοκρασία δωματίου και έκπλυση με
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διάλυμα PBS για 5 min. Η DAB είναι εξαιρετικά καρκινογόνος χρωστική και η χρήση 

της απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή.

| ΠΙΝΑΚΑΣ 17. Αραίωση, χρόνος και θερμοκρασία επώασης των αντισωμάτων 
| ποο χρησιμοποιήθηκαν στην ανοσοϊστοχημική μελέτη. (RT: θερμοκρασία 
; δωματίου).

Αντίσωμα ! Αραίωση j
i i 
1 «

Χρόνος
επώασης

θερμοκρασία j 
επώασης

Προέλευση του 
αντισώματος

Προθυμοσίνη α 1300 i1
!

2h R T !
... i

Τμήμα Χημείας 
Παν. Πατρών

Ki-67 1:25 j Ih r t  ; D ako, D enm ark  t

E2F-1 1:25 11 2h R T | Santa Cruz. U S A  j

ρ53 135 i
*

l h R T ! D ako , D e n m a rk  {
Bcl-2 j 1:40 i1 12 h 4°C i

. .1
D ako, D enm ark

Bax j 1:40 j 2h r t  ; D ako, D e n m a rk

• Τα κύτταρα χρωματίζονται με διάλυμα αιμστοξυλίνης (Mayer's hematoxylin 

counter-stain) για 1.5 min και ακολουθεί αφυδάτωση των τομών με διαδοχικές 

εμβαπτίσεις σε διαλύματα αιθανόλης 70%, 96% και 100%.

• Τα πλακίδια επιστρώνονται με μονιμοποιητικό υλικό και καλύπτονται με 

καλυπτρίδες (microscopic glass cover slips, STEFS).

Η παρατήρηση των ιστολογικών τομών και η καταμέτρηση των κυττάρων έγινε σε 

οπτικό μικροσκόπιο (OLYMPUS) με αντικειμενικό φακό χ 40 σε συνεργασία με την 

Καθηγήτρια κ. Β. Μαλάμου-Μήτση. Μελετήθηκαν 5 οπτικά πεδία ανά πλακίδιο και 

μετρήθηκαν τουλάχιστον 1000 κύτταρα σε κάθε περίπτωση. Για τις πρωτεΐνες 

προθυμοσίνη α, E2F-1, ρ53 και το πυρηνικό αντιγόνο Ki-67, θετικές χαρακτηρίστηκαν 

οι περιπτώσεις των κυττάρων με έντονη πυρηνική χρώση. Κύτταρα θετικά για τις 

πρωτεΐνες Bcl-2 και Bax θεωρήθηκαν αυτά με έντονη κυτταροπλασματική χρώση. Η 

έκφραση κάθε πρωτεΐνης προσδιορίστηκε ως η μέοη εκατοστιαία αναλογία των θετικών 

κυττάρων προς τον συνολικό αριθμό των κυττάρων που μετρήθηκαν. Επιπλέον, για 

την ανάλυση των αποτελεσμάτων, η έκφραση των πρωτεϊνών ρ53, Bcl-2 και Bax 

θεωρήθηκε θετική όταν το ποσοστό των ανοσοδρασπκών κυττάρων ήταν μεγαλύτερο °* 

από 10%. ^
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Η  στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με το λογισμικό πρόγραμμα 

SPSS (Version 10.0 for W indow s, SPSS Inc.). Ο ι διαφορές της έκφρασης κάθε πρωτεΐνης 

ανάμεσα στους ισ ιολογικούς τύπους που μελετήθηκαν εκτιμήθηκαν με την μέθοδο 

Kruskal-W allis. Ο ι συσχετίσεις μεταξύ της έκφρασης των πρω τεϊνώ ν καθορίστηκαν με 

τις στατιστικές μεθόδους Pearson και Spearm an. Τα αποτελέσματα θεωρήθηκαν 

στατιστικώς σημαντικά όταν η τιμή του Ρ ήταν μικρότερη από  0.05.

2.12. In  situ ανίχνευση της απόπτωσης.

Η  in  situ  ανίχνευση τω ν αποπτω τικώ ν κυττάρω ν στις ιστολογικές τομές παραφ ίνης 

έγινε με την μέθοδο TUNEL (term inal deoxynucleotidyl transferase m ediated  X-dUTP 

nick-end labeling) με το πακέτο υλικών A poTag peroxidase k it (Oncor, Carbiochem). 

Κ ατά τη ν  ολοκλήρωση της αποπτω τικής δ ιαδικασ ίας το γενωματικό DN A αποδομείται 

(fragm entation) σε μ ικρά κλάσματα τα  οπο ία  δ ίνου ν  την  γνωστή εικόνα δίκην 

επιχρίσματος (smear) κατά την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (Kerr et al., 1972, 

1995). Η  μέθοδος TUNEL βασίζεται στην ενσωμάτωση σημασμένων με διγοξιγενίνη 

νουκλεοτιδίω ν (dUTP) στο 3 ’-ΟΗ άκρο τω ν κλασμάτω ν του DNA παρουσία  του 

ενζύμου TdT (Gold et al., 1993). To πρωτόκολλο της μεθόδου περιλαμβάνει τα 

παρακάτω  βήματα:

• Α ποπαραφινοποίηση τω ν τομών με διαδοχικές εμβαπτίσεις των πλακιδίω ν σε 

ξυλόλη γ ια  10 m in (2 φορές), 100% αιθανόλη γ ια  5 m in  (2 φορές), 96% αιθανόλη γ ια  3 

m in  (1 φορά), κα ι 70% αιθανόλη γ ια  3 m in  (1 φορά). Ακολουθεί έκπλυση των 

πλακιδίω ν με διάλυμα PBS γ ια  5 min.

• Επώαση τω ν τομών με διάλυμα πρωτεϊνόσης Κ (16 p g /m l)  σε PBS γ ια  25 m in σε 

θερμοκρασία δωματίου. Η  μερική πέψη των πρω τεϊνώ ν τω ν ιστών έχει σαν αποτέλεσμα 

το DNA ν α  γ ίνε ι προσιτό στο ένζυμο TdT.

•  Α δρανοποίηση της ενδογενούς υπεροξειδάσης με επώαση τω ν τομών με διάλυμα 

3% Η 2Ο 2 γ ια  5 m in σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί έκπλυση σε διάλυμα PBS για  

5 m in (2 φορές).

•  Ενσωμάτωση των σημασμένων με διγοξιγενίνη  (Dig-dUTP) νουκλεοτιδίων στο 3 - 

Ο Η  άκρο τμημάτων DNA παρουσία του ενζύμου TdT. Η  αντίδραση εκτελείται στους
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37°C για  1 h. Σ τη ν  συνέχεια τα πλακίδια ξεπλένονται με διάλυμα PBS για  5 m in (3 

φορές).

• Προσθήκη του συμπλόκου αντισώματος αντι-διγοξιγενίνης-υπεροξειδάσης. 

Ακολουθεί επώαση στους 37°C για  30 m in και στην συνεχεία έκπλυση με διάλυμα PBS 

για  5 m in (4 φορές).

• Προσθήκη του διαλύματος που περιέχει το υπόστρωμα (H 2Q 2) και τη χρω μογόνο 

ουσία διαμινοβενζιδίνη (3 3  -<iiaminobenzidine chrom ogen, D A B ). Η  αντίδραση 

εκτελείται σε θερμοκρασία δωματίου για  50 sec. Τα  πλακίδια ξεπλενονται σε 

απεσταγμένο νερό για  1 m in (3 φορές).

• Τα  κύτταρα χρω ματίζονται με διάλυμα αιματοξυλίνης (M ayer's hem atoxylin 

counter-stain) για  2 m in και ακολουθεί αφυδάτωση των τομών με διαδοχικές 

εμβαπτίσεις σε διαλύματα αιθανόλης 70%, % %  και 100%.

• Τα  πλακίδια επιστρώνονται με μονιμοποιητικό υλικό και καλύπτονται με 

καλυπτρίδες (microscopic glass cover slips, STEPS).

• Ακολουθεί η παρατήρηση των πλακιδίω ν αε οπτικό μικροσκόπιο με αντικειμενικό 

φακό χ 40 (O LY M P U S ). Η  καταμέτρηση των αποπτωτικών κυττάρων έγινε σε 

τουλάχιστον πέντε διαφορετικά πεδία ανά πλακίδιο (1000 κύτταρα). Ως αποπτωτικός 

δείκτης ορίστηκε η εκατοστιαία αναλογία των κυττάρων που αποπίπτουν προς τον 

συνολικό αριθμό των κυττάρων που μετρήθηκαν. Αποπτω τικά κύτταρα θεωρήθηκαν: 

α. τα T U N E L -θετικά κύτταρα (με ή χωρίς μορφολογικσύς χαρακτήρες απόπτωσης) και 

β. τα T U N E L -αρνητικά κύτταρα με μορφολογικούς χαρακτήρες απόπτωσης. Ο ι 

νεκρωτικές περιοχές αποκλείστηκαν από την καταμέτρηση.

Ως θετικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν ιατολογικές τομές από λεμφαδενίτιδες με 

υπερπλαστικά δευτερογενή λεμφοζίδια που είναι γνω στό ό π  παρουσιάζουν θετική 

αντίδραση, ενώ ως αρνητικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν τομές από το ίδ ιο  υλικό  στις 

οποίες παραλήφθηκε η εφαρμογή του ενζύμσυ T d T .

Ο  αποπτωτικός δείκτης συμπεριλήφθηκε στην στατιστική επεξεργασία τω ν 

αποτελεσμάτων της σνοσοϊστοχημείας που αναφέρεται στην παράγραφο 2.11.

1" £

-•JfSi&k



3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜ ΑΤΑ

3 .1 .1 . Α νίχνευση του λειτουργικού γονιδίου της προθυμοσίνης α από λευκά 

αιμοσφ αίρια περιφ ερικού αίματος κα ι θυλακιώ δη κύτταρα θυρεοειδούς 

αδένα (F N A ).

Η  προθυμοσίνη α  κωδικοποιεΐται από μ ια  οικογένεια έξι γονιδ ίω ν από  τα οποία  το 

ένα  είνα ι λειτουργικό ενώ τα  άλλα πέντε στερούνται ιντρονίω ν κα ι χαρακτηρίζονται 

ως ψ ευδογον ίδ ια  (M anrow  et al., 1992). Απομονώθηκε γονιδιω ματικό DNA από 

κύτταρα  περιφερικού α ίματος με την μέθοδο Miller et al. (1998) και από τα  θυλακιώδη 

κύτταρα του αδένα  (FNA) με το πακέτο υλικών της H ybaid. Η  ειδική ενίσχυση (specific 

am plification) του λειτουργικού γονιδ ίου  της προθυμοσίνης α  πραγματοποιήθηκε με 

αντίδραση PCR με την επιλογή κατάλληλου ζεύγους εκκινητών (παράγραφος 2. 8. 2). 

Το 5 '-άκρο του κωδικεύοντος (sense) εκκινητή περιλαμβάνει τμήμα του υποκινητή του 

λειτουργικού γονιδίου, του οποίου η αλληλουχία διαφέρει κα ι στα πέντε 

ψ ευδογον ίδ ια . Σ τις ΕΙΚΟΝΕΣ 6 και 7 απεικονείζεται μ ια  ζώνη μεγέθους ~ 5 Kb που 

αντιστοιχεί στο λειτουργικό γονίδ ιο  της προθυμοσίνης α  όπως ανιχνεύθηκε σε 

δείγματα  περιφερικού α ίματος και σε θυλακιώδη κύτταρα από το υλικό της 

παρακέντησης (FNA) αντίστοιχα.

3 .1 .2 . Μ ελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α κ α ι της παραθυμοσίνης με η μ ι- 

ποσοτική R T -P C R  σε δείγματα F N A  με απλή οζώδη βρογχοκήλη κα ι σε 

τομές παραφ ίνης με καλοήθεις κα ι κακοήθεις παθήσεις του θυρεοειδούς.

Η  μελέτη της έκφρασης των γονιδ ίω ν της προθυμοσίνης α, της παραθυμοσίνης και 

του γονιδ ίου  ρ53 πραγματοποιήθηκε με ημι-ποσοτική αντίδραση RT-PCR ενός 

βήματος σε δείγματα  FNA ασθενών με απλή οζώδη βρογχοκήλη (ν = 18). Χειρουργικά 

παρασκευάσματα (ν = 4) φυσιολογικού θυρεοειδικού ιστού παρακεντήθηκσν και 

αποτέλεσαν τους μάρτυρες γ ια  την συγκεκριμένη μελέτη. Επιπλέον η έκφραση της 

προθυμοσίνης α μελετήθηκε σε ιστολογικές τομές παραφ ίνης με καλοήθη κα ι κακοήθη 

νεοπλάσματα του αδένα.
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Ε ΙΚ Ο Ν Α  6. Ε ιδ ικ ή  ενίσ χυσ η το υ  λε ιτο υ ρ γικ ο ύ  γο ν ιδ ίο υ  τη ς  π ρο θ υμο σ ίνης α σε δ είγμ α τα  

περιφ ερικού αίματος. Ηλεκτροφ όρηση τω ν προϊόντω ν της α ντίδρα σης P C R  σε π ηκτή 

αγαρόζης 1.4% . Σ τις  διαδρομές 1-4 α πεικονίζετα ι μ ια  ζώ νη μεγέθους -  5 K b  που α ντισ το ιχεί 

στο λειτο υργικό  γο νίδ ιο  της προθυμοσίνης α.

L : 1 K b  D N A  ladder.

Ε ΙΚ Ο Ν Α  7. Ε ιδ ικ ή  ενίσ χυσ η του  λε ιτο υ ρ γικ ο ύ  γ ο ν ιδ ίο υ  τη ς  π ρ ο θ υ μ ο σ ίνη ς α σ το ν  θυρεοειδή 

αδένα (Ε Ν Α ). Η λεκτροφ όρηση τω ν π ρο ϊόντω ν της α ντίδρα σης F C R  σε π η κτή  α γα ρόζης 1 .4% . 

Σ τις  διαδρομές 1-5 α πεικονίζετα ι μ ια  ζώ νη μεγέθους -  5 K b  που α ντισ το ιχεί στο  λε ιτο υ ρ γικ ό  

γο νίδ ιο  της προθυμοσίνης α.

L : 1 K b  D N A  ladder.
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Ο  τερματισμός της ημι-ποσοτικής αντίδρασης RT-PCR κατά την διάρκεια της 

εκθετικής φάσης ενίσχυσης του προϊόντος αποτέλεσε την σημαντικότερη προϋπόθεση 

γ ια  την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. Η  κινητική της αντίδρασης RT-PCR για  κάθε 

γον ίδ ιο  μελετήθηκε σε αυξανόμενους θερμικούς κύκλους και στην συνέχεια 

καθορίστηκε το αντίστοιχο θερμικό προφ ίλ  (ΕΙΚΟΝΑ 8).

Η  ένταση του σήματος (οπτική πυκνότητα) του προϊόντος της αντίδρασης 

υπολογίστηκε γ ια  όλα τα  γον ίδ ια  σε όλα τα  δείγματα (ΕΙΚΟΝΑ 9). Το γονίδ ιο  ρ53 δεν 

εκφράζεται στον φυσιολογικό ιστό κ α ι στην απλή οζώδη βρογχοκήλη. Η  θετική 

έκφραση του γον ιδ ίου  της β-ακτίνης (εσωτερικός μάρτυρας) σε όλα τα δείγματα που 

μελετήθηκαν έδειξε ότι το  υλικό της παρακέντησης που παρέμεινε στην βελόνη μετά 

τη ν  β ιοψ ία  ήταν αρκετό γ ια  την απομονώση ολικού RNA. Ωστόσο, γ ια  να  

ελαχιστοποιηθούν ο ι διαφορές στην αρχική ποσότητα του εκμαγείου RNA και τα 

αποτελέσματα ν α  είνα ι συγκρίσιμα μεταξύ τους, τα  επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών 

ομαλοποιήθηκαν ως προς αυτά της β-ακτίνης (ΣΧΗΜΑ 10).

Ο  λόγος της έκφρασης προθυμοσίνη α /β -α κτίνη  βρέθηκε σημαντικά υψηλότερος 

στην απλή οζώδη βρογχοκήλη (61.05 ± 12.42) σε σχέση με τον  φυσιολογικό ιστό (47.50 ± 

13.25) (ρ = 0.03). Ο  αντίστοιχος λόγος γ ια  την παραθυμοσίνη βρέθηκε σημαντικά 

υψηλότερος στην απλή οζώδη βρογχοκήλη (77.61 ± 13.81) σε σχέση με τον φυσιολογικό 

ιστό (58.75 ± 13.25) (ρ = 0.007). Η  παραθυμοσίνη διαπιστώθηκε ότι εκφράζεται σε 

υψηλότερα επίπεδα σε σχέση με την προθυμοσίνη α  σε όλα τα δείγματα που 

μελετήθηκαν (φυσιολογικό ιστό, απλή οζώδη βρογχοκήλη) (ρ = 0.002) (ΣΧΗΜΑ 11).

Τα επίπεδα της προθυμοσίνης α  παραλληλίζονται με τα αντίστοιχα της 

παραθυμοσίνης σε όλες τις περιπτώσεις που μελετήθηκαν, γεγονός που πιθανότατα 

σχετίζεται κοινό μηχανισμό δράσης των δύο πρωτεϊνών (ΣΧΗΜΑ 10).

Η  έκφραση της προθυμοσίνης α  μελετήθηκε επίσης σε ιστολογικές τομές παραφίνης 

α πό  κακοήθη νεοπλάσματα του θυρεοειδούς αδένα. Επιτυχής απομόνωση μη 

κατακερματισμένου RNA πραγματοποιήθηκε στις 5 από  τις 11 περιπτώσεις καρκίνου 

του θυρεοειδούς (45%). Τα επίπεδα mRNA της πρωτεΐνης (λόγος προθυμοσίνη α /β -  

ακτίνη) μετρήθηκαν σημαντικά υψηλότερα στον καρκίνο του θυρεοειδούς (72.05 ± 

11.72) σε σχέση με τον φυσιολογικό ιστό (53.50 ± 10.34) (ρ = 0.007) (ΕΙΚΟΝΑ 10).
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C L

22 24 26 28 30 32 34 36

προθυμοσίνη α 

παραβομοσίνη 

β-αχτίνη

Κ" ':&· · 255 bp

310 bp

575 bp

Αριθμός κύκλων PCR

ΕΙΚΟΝΑ 8. Μελέτη της κινητικής της RT-PCR για τα γονίδια της προθομοσίνης α, της 

παραθομοσίνης και της β-ακτίνης. Η ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων της RT-PCR 

προϋποθέτει τον τερματισμό της αντίδρασης κατά την διάρκεια της εκθετικής φάσης ενίσχυσης 

(exponential phase) του προϊόντος. Μετά από επαναλαμβανόμενες αντιδράσεις με 

αυξανόμενους θερμικούς κύκλους (22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36) προσδιορίστηκαν οι βέλτιστες 

θερμικές συνθήκες ενίσχυσης κάθε γονιδίου (30 κύκλοι), α. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της 

αντίδρασης RT-PCR των γονιδίων της προθομοσίνης α (255 bp), της παραθομοσίνης (310bp) 

και της β-ακτίνης (575 bp) σε πηκτή αγαρόζης 1.4%. β. Γραφική παράσταση της κινητικής της 

αντίδρασης RT-PCR για τα γονίδια της προθομοσίνης α, της παραθομοσίνης και της β-ακτίνης.
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Γήπεδα mRNA β-ακτίνης

Ρ·

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Επίπεδα mRNA προφορική γης α

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Επίπεδα mRNA παραθομοσίνης

ΣΧΗΜΑ 10. Γραφική παράσταση των επιπέδων (α) της β-ακτίνης, (β) της προθομοσίνης α 

και (γ) της παραθομοσίνης σε δείγματα FNA (ν * 18) ασθενών με απλή οζωδη βρογχοκήλη. 

Τα γραφήματα είναι αποτέλεσμα της ανάλυσης της έντασης των ηλεκτροφορηθέντων 

προϊόντων της αντίδρασης RT-PCR με το λογισμικό πρόγραμμα Scion-Image. Τα επίπεδα 

έκφρασης της β-ακτίνης κυμαίνονται στα ίδια επίπεδα στα περισσότερα δείγματα FNAB πσυ 

μελετήθηκαν και θεωρητικά αντιστοιχούν στην ίδια αρχική ποσότητα εκμαγείου RNA πσο 

χρησιμοποιήθηκε. Ωστόσο, για την ανάλυση και σύγκριση των αποτελεσμάτων, τα επίπεδα 

έκφρασης της προθομοσίνης α και της παραθομοσίνης ομαλοποιήθηκαν με βάση τα επίπεδα 

της β-ακτίνης για να ελαχιστοποιηθούν οι μικρές διαφορές της αρχικής ποσότητας του RNA. 

Τα επίπεδα της παραθομοσίνης ακολουθούν τα επίπεδα της προθομοσίνης α σε όλα τα 

δείγματα FNAB που μελετήθηκαν, γεγονός που πιθανότατα έχει σχέση με την συμμετοχή των 

δύο πρωτεϊνών σε κοινούς δρόμους του κυτταρικού πολλαπλασιασμού.
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Προθυμοσίνη α ΠαραΟυμοσίνη

ΣΧΗΜΑ 11. Επίπεδα mRNA της προθυμοσίνης α και της παραθυμοσίνης στον φυσιολογικό 

ιστό (ν = 4) και στην απλή οζώδη βρογχοκήλη (ν = 18). Η προθυμοσίνη α και η παραθυμοσΐνη 

υπερεκφράζονται στην απλή οζώδη βρογχοκήλη σε σχέση με τον φυσιολογικό ιστό (Ρ = 0.03, Ρ 

= 0.007). Επιπλέον τα επίπεδα της παραθομοσίνης βρέθηκαν σημαντικά υψηλότερα από τα 

αντίστοιχα της προθυμοσίνης α σε όλες τις περιπτώσεις που μελετήθηκαν (Ρ = 0.002).
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β-ακτίνη 
προθομοσίνη α

1 2 5 4 5 6 7

ΕΙΚΟΝΑ 10. Μελέτη της έκφρασης της προθομοσίνης α στον καρκίνο τοο θυρεοειδούς 
αδένα σε δείγματα από ιστολσγικές τομές παραφίνης, στις οποίες έγινε απομόνωση ολικοό 
RNA. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της αντίδρασης RT-FCR (10 μΐ) σε πηκτή αγαρόζης 
1.4%. Διαδρομές 1-2 : δείγματα φυσιολογικού ιστού. Διαδρομές 3-7: δείγματα από καλό 
διαφοροποιημένα καρκινώματα του αδένα (θηλώδη, θολακιώδη). Τα επίπεδα mRNA της 
προθυμοσίνης α προσδιορίστηκαν σημαντικό υψηλότερα στον καρκίνο τοο θυρεοειδούς σε 
σχέση με τον φυσιολογικό ιστό (Ρ * 0.007)
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3.2. Μέτρηση των επιπέδων της προθομοσΐνης α στον ορό και σε ιστικά 
εκχυλίσματα θυρεοειδικοό ιστού με συναγωνιστική ανοσοπροσροφητική 
μέθοδο (ELISA).

Η  συγκέντρωση της προθυμοσίνης α  στον ορό και σε κυτταρικά εκχυλίσματα 

θυρεοειδικοό ιστού μετρήθηκε με συναγωνιστική ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφητική 

μέθοδο με την χρήση πολυκλωνικού αντισώματος έναντι του καρβοξυτελικού άκρου 

της προθυμοσίνης α  ανθρώ που (αλληλουχία αμινοξέων 87-109). Δείγματα ορού 

ελήφθησαν α πό  υγιή  άτομα (ν = 20) κα ι ασθενείς με απλή οζώδη βρογχοκήλη (ν = 20). 

Ιστικά παρασκευάσματα ελήφθησαν α πό  ασθενείς (ν = 20) με καλοήθεις και κακοήθεις 

παθήσεις του θυρεοειδούς, ο ι οποίο ι υποβλήθηκαν σε μερική ή ολική θυρεοειδεκτομή. 

Σ ύμφ ω να με την ιστοπαθολογική έκθεση οι ασθενείς διαχωρίστηκαν σε αυτούς με απλή 

οζώδη βρογχοκήλη (ν = 9), θυλακιώδες αδένωμα (ν = 6), θηλώδες καρκίνωμα (ν = 3) 

κα ι θυλακιώδες καρκίνω μα (ν = 2).

Ο  ορός συλλέχθηκε από  περιφερικό αίμα, το οποίο προηγουμένως φυγοκεντρήθηκε 

σε ειδικούς σωλήνες. Ο  θυρεοειδικός ιστός εκχυλίστηκε σε διάλυμα PBS παρουσία 

αναστολέα πρωτεασών κα ι ομογενοποιήθηκε σε ομογενοποιητή. Μετά την 

προετοιμασία τω ν δειγμάτω ν (όξινηση κα ι καθαρισμό σε ειδικές στήλες) ακολούθησε η 

ανοσοπροσροφητική μέτρηση τω ν επιπέδω ν της προθυμοσίνης α  σε ειδικές πλάκες 

πολυστυρολίου.

Ο ι τελικές συγκεντρώσεις αντιγόνου  κα ι 1ου αντισώματος που χρησιμοποιήθηκαν 

στην ELISA καθορίστηκαν μετά από  επαναλαμβανόμενα πειράματα στα οποία 

μελετήθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις του καρβοξυτελικού πεπτιδίου (1, 2, 3, 4, 5 

n g / φρεάτιο) και του αντίστοιχου αντισώματος (0.1, 0.2, 0.4 μ g / φρεάτιο). Τα καλύτερα 

αποτελέσματα επιτεύχθησαν με συγκέντρωση αντιγόνου 2 κα ι 3 n g /  φρεάτιο και 

συγκέντρωση αντισώματος 0.2 μ g /  φρεάτιο. Επομένως, καταλήξαμε σε συγκέντρωση 

αντιγόνου  ίση με 2.5 n g /  φρεάτιο.

Η  πρότυπη καμπύλη αναστολής καθορίστηκε με βάση γνωστές συγκεντρώσεις 

καθαρής προθυμοσίνης α  που προστίθεντω στο 1° αντίσωμα (0 .5 ,1 ,2 ,4 ,6 ,1 0 ,2 0 ,4 0  και 

80 pm ol α νά  φρεάτιο). Προέκυψε μ ια  σιγμοειδής καμπύλη, μέσω της οποίας
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προσδιορίζεται η συγκέντρωση της πρωτεΐνης (τιμές από 10 μέχρι 100 pm o l/m l) 

(Σ Χ Η Μ Α  12).

Τα  δείγματα φωτομετρήθηκαν σε μήκος κύματος 492 ran και το επί % ποσοστό της 

αναστολής υπολογίστηκε σύμφωνα με τον τύπο:

O .D . δείγματος -  O .D . τυφλού
%  Αναστολή * (1 --------------------------------------------------------------- ) x 100

O .D . μάρτυρα -  O .D . τυφλού

όπου O .D .: οπτική πυκνότητα (optical density).

Η  στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με το λογισμικό πρόγραμμα 

SPSS Version 10.0 for W indow s (SPSS Inc., Chicago, U S A ).

Η  συγκέντρωση της προθυμοσίνης α στον ορό υγιώ ν ατόμων και ασθενών με απλή 

οζώδη βρογχοκήλη βρέθηκε να κυμαίνεται από 1 έως 634 pm ol/m l (2.6 ± 1 .2 3  

pm ol/m l) και από 0.75 έως 5.03 pm ol/m l (2.48 ± 1.13 pm o l/m l) αντίστοιχα (Σ Χ Η Μ Α  

13). Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις της συγκέντρωσης σε 

σχέση με το φύλο ή την ηλικία  των ασθενών.

Η  συγκέντρωση της προθυμοσίνης στον θυρεοειδικό ιστό μετρήθηκε 231-570 

pm ol/g (359.44 ± 103.89 pm ol/g) στην απλή οζώδη βρογχοκήλη, 231-458 p m o l/g  

(322.50 ± 82.55 pm ol/g) στο θυλακιώδες αδένωμα και 265-526 pm ol/g (370.60 ± 106.71 

pm ol/g) στα καρκινώματα (Σ Χ Η Μ Α  14). Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές 

διαφορές στα επίπεδα έκφρασης ανάμεσα στις ομάδες τω ν ασθενών [(βρογχοκήλη vs. 

αδένωμα, Ρ *  0.63), (βρογχοκήλη vs. καρκίνο, Ρ * 0.85), (αδένωμα vs. καρκίνο, Ρ * 

0.5)]. Ωστόσο, τα επίπεδα της πρωτεΐνης μετρήθηκαν ελαφρώς υψηλότερα στα 

καρκινώματα (370 ± 106 pm ol/ g) σε σχέση με τις καλοήθεις παθήσεις του αδένα (344 ± 

103 pm ol/g) (Σ Χ Η Μ Α  15). Η  συγκέντρωση της πρωτεΐνης βρέθηκε σημαντικά 

υψηλότερη στις γυναίκες σε σχέση με τους άνδρες σε όλες τις ομάδες τω ν ασθενών 

(Σ Χ Η Μ Α  16).
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ΣΧΗΜΑ 12. Πρότυπη καμπόλη αναστολής της προθομοσίνης α.
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Σ Χ Η Μ Α  13. Επίπεδα της προθυμοσίνης α (pm o^ail) στον ορό υγιώ ν ατόμων και ασθενών 

με απλή οζώδη βρογχοκήλη. Η  μέση τιμή συγκέντρωσης της πρωτεΐνης βρέθηκε 2.6 ± 1.23 

pmol/ml στα υγιή άτομα (ν  * 20) και 2.48 ± 1.13 pm ol/m l στοος ασθενείς (ν * 20).
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ΣΧΗΜΑ 14. Επίπεδα της προθυμοσίνης α (pmol/g) στον θορεοειδικό ιστό ασθενών με απλή 

οζώδη βρογχοκήλη, θολακιώδες αδένωμα και καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα. Οι

μέσες τιμές της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης βρέθηκαν 359.44 ± 103.89 pm ol/g  στην απλή 

οζώδη βρογχοκήλη (ν = 9), 322.50 ± 82.55 pm ol/g  στο θυλακιώδες αδένωμα (ν = 6) και 370.60 ± 

106.71 pm ol/g  στα καρκινώματα (ν -  5). Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές 

στα επίπεδα έκφρασης ανάμεσα στις ομάδες των ασθενών (βρογχοκήλη vs. αδένωμα, Ρ = 0.63), 

(βρογχοκήλη vs. καρκίνο, Ρ = 0.85), (αδένωμα vs. καρκίνο, Ρ = 0.5).
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Σ Χ Η Μ Α  15. Επίπεδα της προθομοσίνης α (pmoVg) στον θορεοειδιχό ιστό ασθενών με 

καλοήθεις και κακοήθεις παθήσεις. Η  συγκέντρωση της πρωτεΐνης μετρήθηκε 344 ± 103 

pmol/g στην απλή οζώδη βροχγοκήλη και στα αδενώματα (ν  * 15) και 370 ± 106 pm ol/g στα 

καρκινώματα τοο αδένα (ν  * 5).
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α.

Ανδρες (ν »3): 299.6 ± 63.4 pmol/g 
Γυναίκες (ν 3 6): 3893 ± 1113 pmoVg
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Ασθενείς με αδένωμα

Ανδρες (ν =2): 2963 ± 75.6 pmoVg 
Γυναίκες (ν = 4): 3353 ± 94.1 pmoVg
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Ασθενείς με καρκίνο

Ανδρες (ν =2): 343 ± 1103 pmoVig 
Γυναίκες (ν = 3): 389 ± 1233 pmoVg

ΣΧΗΜΑ 16. Επίπεδα της προθυμοσίνης α στον θυρεοειδικό ιστό σε σχέση με το φύλο. Η 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης βρέθηκε υψηλότερη στις γυναίκες σε σχέση με τους ανδρες (α) 

στην απλή οζώδη βρογχοκήλη, (β) στο θυλακιώδες αδένωμα και (γ) στον καρκίνο του 

θυρεοειδούς.
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3.3. Μελέτη των πολυμορφισμών τοο γονιδίου της προθυμοσίνης α

Η  ύπαρξη πολυμορφισμών του γονιδίου της προθυμοσίνης α μελετήθηκε με την 

μέθοδο της διαμόρφωσης μονής αλύσου του D N A  (Single Strand Conform ation 

Polymorphism , SSCP). Η  μέθοδος βασίζεται στην αρχή ό π  μονόκλωνα μόρια D N A  

που διαφέρουν κατά ένα νουκλεοτίδιο (βάση), μετακινούνται με διαφορετική ταχύτητα 

κατά την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμ ιδίου λόγω  αλλαγής της 

δευτεροταγούς δομής τους. Ο ι πολυμορφισμοί του γονιδίου της προθυμοσίνης α 

αναζητήθηκαν σε δείγματα F N A  ασθενών με απλή οζώδη βρογχοκήλη.

Με εκμαγείο ολικό R N A  παρασκευάστηκε συμπληρωματικό D N A  (c D N A )  με το 

ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση (reverse transcriptase) και ακολούθησε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης (R T-P C R ) για  την ενίσχυση (am plification) τμήματος του 

c D N A  της προθυμοσίνης α μεγέθους 255 bp. Ο ι συνθήκες της αντίδρασης δίνοντα ι 

στην παράγραφο 2. 8. 3. Η  πιθανότητα εισαγωγής εσφαλμένης βάσης από την D N A  

πολυμεράση κατά την ενίσχυση της αλληλουχίας-σιόχου με την FC R  και κατά 

συνέπεια η ανίχνευση ψευδών μεταλλάξεων ήταν πολύ μικρή λόγω  της υψηλής 

επιδιορθωτικής ενεργότητας του ενζύμου που χρησιμοποιήθηκε (Expand H ig h  Fidelity 

PCR System, Roche).

Μελετήθηκαν δύο διαφορετικά πρωτόκολλα παρασκευής της πηκτής {

πολυακρυλαμιδίου με ή χωρίς την π ρ ο θ ή κ η  αγαρόζης. Διαπιστώθηκε ότι η παρουσία 

μικρής ποσότητας αγαρόζης (0.25%) σταθεροποιεί την πηκτή, η οποία γίνετα ι 

περισσότερο ανθεκτική στους χειρισμούς χωρίς να επηρεάζει το αποτέλεσμα της 

χρώσης με τον AgN O s. Η  πηκτή ηλεκτροφορήθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και στους 

4°C. Η  θερμοκρασία και η συγκέντρωση του ακρυλαμιδίου στην πηκτή με ή χωρίς 

γλυκερόλη, αποτελούν τις πιο κρίσιμες παραμέτρους της μεθόδου. Ο  προσδιορισμός 

των βέλτιστων συνθηκών της ηλεκτροφόρησης, μεταβάλλοντας τις παραπάνω 

παραμέτρους, αυξάνει την πιθανότητα ανίχνευσης μιας μετάλλαξης. Διαπιστώθηκε ότι 

η παραμονή της πηκτής για  μεγάλο χρονικό διάστημα στο διάλυμα μονιμοποίησης 

(>12 h) μειώνει την μη ειδική χρώση του αργύρου (artefacts) και βελτιώνει το τελικό

αποτέλεσμα.
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Στην παρούσα μελέτη δεν ανιχνεύθηκαν πολυμορφισμοί του γονιδίου της 

προθυμοσίνης α  (ΕΙΚΟΝΑ 11).

Δείγματα FNA

ιί

ΕΙΚΟΝΑ 11. Μελέτη της κινητικότητας των αποδιαταγμένων μονόκλωνων αλόσων του 

cDNA για  την ανίχνευση πολυμορφισμών του γονιδίου της προθυμοσίνης α. Τα προϊόντα 

της αντίδρασης RT-PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή ακρολαμιδίοο 7% με προσθήκη 0.25% 

αγαρόζης σε θερμοκρασία δωματίου. Υπό τις συγκεκριμένες συνθήκες δεν παρατηρήθηκαν 

πολυμορφισμοί του γονιδίου της προθυμοσίνης α στην απλή οζώδη βρογχοκήλη.

3.4. Α νοσοϊστοχημική  μελέτη της έκφρασης πρω τεϊνώ ν προθυμοσίνη α, E2F-1, 

ρ53, Bcl-2, Bax κ α ι τοο π υρηνικού αντιγόνου K i-67  σε ιστολογικές τομές 

παραφ ίνης.

Η  ανοσοϊστοχημική μελέτη της έκφρασης των πρωτεϊνών προθυμοσίνη α, E2F-1, 

ρ53, Bcl-2, Bax και του πυρηνικού αντιγόνου Ki-67 πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο 

της στρεπταβιδίνης-βιοτίνης-υπεροξειδάσης (labeled streptavidin-biotin-peroxidase 

m ethod) σε μ ια  σειρά α πό  ιστολογικές τομές θυρεοειδούς α δ έ ν α ,  που περιελάμβανε 

περιπτώσεις απλής οζώδους βρογχοκήλης (ν = 10), θυλακιώδους αδενώματος (ν = 10) 

και καλά διαφοροποιημένου καρκινώματος του θυρεοειδούς (θηλώδες, θυλακιώδες) (ν 

= 11). Ο  πέριξ φυσιολογικός ιστός σε πέντε (ν = 5) περιπτώσεις απλής οζώδους 

βρογχοκήλης χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για  την σύγκριση των αποτελεσμάτων.

Η  καταμέτρηση των θετικών κυττάρων (ανοσοδραστικών) για  κάθε πρωτεΐνη έγινε 

με αντικειμενικό φακό χ 40. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως η μέση εκατοστιαία 

τιμή των ανοσοδραστικών κυττάρων προς τον συνολικό αριθμό των κυττάρων που

ο
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μετρήθηκαν. Επιπλέον, η έκφραση των πρωτεϊνών ρ53, Bcl-2 και Bax θεωρήθηκε θετική 

όταν το ποσοστό των ανοσοδραστικών κυττάρων ήταν μεγαλύτερο από 10%.

Ο ι διαφορές της έκφρασης κάθε πρωτεΐνης ανάμεσα στους ιστολογικούς τύπους που 

μελετήθηκαν εκτιμήθηκαν με την μέθοδο Kraskai-W allis. Ο ι συσχετίσεις μεταξύ της 

έκφρασης των πρωτεϊνών καθορίστηκαν με τη ν δοκιμασία Spearman. Τ α  

αποτελέσματα θεωρήθηκαν στατιστικός σημαντικά όταν η τιμή του Ρ ήταν μικρότερη 

από 0.05.

3.4.1. Μελέτη της ανοσοδραοτικότητας-έχφρασης της προθομοσίνης α.

Θετική ανοσοαντίδραση για  την προθυμοσίνη α (έντονη πυρηνική και ελαφρά 

κυτταροπλασματική χρώση) διαπιστώθηκε σε όλους τους ιστολογικούς τύπους που 

μελετήθηκαν (Ε ΙΚ Ο Ν Ε Σ  12 και 13). Η  έκφραση της πρωτεΐνης βρέθηκε αυξημένη στην 

απλή οζώδη βρογχοκήλη (Ρ  * 0.08), στα θυλακιώδη αδενώματα (Ρ  * 0.06) και στα καλά 

διαφοροποιημένα καρκινώματα του αδένα (Ρ  ■ 0.02) σε σχέση με τον φ υσιολογικό 

ιστό. Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές της έκφρασης της 

προθομοσίνης α ανάμεσα στις υπερπλαστικές και νεοπλασματικές βλάβες του αδένα. 

Ωστόσο, τα επίπεδα της πρωτεΐνης ήταν σαφώς υψηλότερα στα καλά διαφοροποιημένα 

καρκινώματα σε σχέση με τους άλλους ιστολογικούς τύπους (Π ΙΝ Α Κ Α Σ  18).

! Π ΙΝ Α Κ Α Σ  18. Α νο σ ο δ ρ α σ τικ ό τη τα -έκ φ ρ α σ η  τη ς  π ρ ο θ ο μ ο σ ίνη ς α με βάση το ν  

* ισ το λο γικ ό  τόπ ο. Ό π ο υ  N T : φ υσιολογικός ιστός, N G : οζώ δης β ρ ο γχο κήλη , F Α  θολακιώ δες 

| αδένω μα κ α ι W D C : κα λά  δια φ οροποιημένο κα ρκίνω μα  (θηλώδες, θυλακιώ δες).

1 Ισ το λο γικ ό ς  τόπ ος Π ο σ ο σ τό  α νο σ ο δ ρ α σ τικ ώ ν κ υ ττά ρ ω ν γ ια  τ η ν
1
i
1

π ρ ο θ ο μ ο σ ίνη ς α (% )
!

Εύρος τ ιμ ώ ν Μ έ σ η  τ ιμ ή

! N T  (n  *  5) 20-40 27.00 ±  8 3 6

1 N G  (n  -1 0 ) 25-90 62.00 ±22.75
j
| F A  (n  ·  10)
.. .. _

20-95 63.50 ±26.25

1 W D C  (n  *  11)
1

40-90 75.90 ±18.14

■ϋ'ΐιι
χ,'·
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3.4.2. Μελέτη της ανοσοδραστικότητας-έκφρασης τοο μεταγραφικοό 

παράγοντα E2F-1.

Η  ανοσοϊστοχημική έκφραση του μεταγραφνκού πα ράγοντα  E2F-1 θεωρήθηκε 

θετική στις περιπτώσεις με πυρηνική  χρώση. Η  μέση εκατοστιαία τιμή έκφρασης 

υπολογίστηκε 0.82 ± 0.24 στον φυσιολογικό ιστό, 1.10 ± 0.31 στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη, 2.90 ± 3.41 στο θυλακιώδη αδενώ ματα κα ι 5.81 ± 6.16 στα καλά 

δ ιαφ οροπο ιημ ένα  καρκινώ ματα  του αδένα. Τα επ ίπεδα  της πρωτεΐνης βρέθηκαν 

σημαντικά  υψηλότερα στα καρκινώ ματα (ΕΙΚΟΝΑ 14) σε σχέση με τον  φυσιολογικό 

ιστό (Ρ = 0.005) κα ι τη ν  απλή οζώδη βρογχοκήλη (Ρ = 0.002).

3.4.3. Μελέτη της ανοσοδραστικότητας-έκφρασης της ογκο-κατασταλττκής 
πρωτεΐνης ρ53.

Η  ανοσοϊστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης ρ53 θεωρήθηκε θετική όταν το ποσοστό 

τω ν κυττάρω ν με πυρηνική  χρώση ήταν μεγαλύτερο από  10%. Τα θυλακιώδη κύτταρα 

στον φυσιολογικό ιστό κα ι στην απλή οζώδη βρογχοκήλη βρέθηκε ότι δεν εκφράζουν 

τη ν  πρω τεΐνη ρ53. Θετικές χαρακτηρίστηκαν οι περιπτώσεις ενός θυλακιώδους 

αδενώ ματος (1/10,10% ) κα ι ενός καλά διαφοροποιημένου καρκινώματος (1/11,9.09% ) 

(ΕΙΚΟΝΑ 15). Η  μέση εκατοστιαία τιμή έκφρασης βρέθηκε 0.12 ± 0.12 στον 

φυσιολογικό ιστό, 0.37 ± 0.58 στην απλή οζώδη βρογχοκήλη, 2.10 ± 4.30 στα θυλακιώδη 

αδενώ ματα  κα ι 3.72 ± 7.34 στα καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα του αδένα.

3.4.4. Μελέτη της ανοσοδραστικότητας-έκφρασης της αντι-αποπτωτικής 
πρωτεΐνης Bcl-2.

Η  ανοσοϊστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 θεωρήθηκε θετική όταν το 

ποσοστό των κυττάρων με κυτταροπλασματική χρώση ήταν μεγαλύτερο από 10%. Η  

πρωτεΐνη Bcl-2 βρέθηκε να  εκφράζεται σε όλες τις περιπτώσεις που μελετήθηκαν 

ανεξάρτητα από τον ιστολογικό τύπο (ΕΙΚΟΝΑ 16). Η  μέση εκατοστιαία τιμή
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έκφρασης ήταν 75.00 ± 7.90 στον φυσιολογικό ιστό, 75.50 ± 13.63 στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη, 75.50 ± 10.91 στο θυλακιώδες αδένωμα και 78.63 ± 7.44 στα καλά 

διαφοροποιημένα καρκινώματα (Π ΙΝ Α Κ Α Σ  19).

3.4.5. Μελέτη της ανο€Κ>δραστικότητας>€κφρσσης της προ-αποπτωτικής 
πρωτεΐνης Bax.

Η  ανοσοΐοτοχημική έκφραση της πρωτεΐνης Bax ήταν επιτυχής σε όλες τις 

ιστολογικές τομές και θεωρήθηκε θετική όταν το ποσοστό των κυττάρων με έντονη 

κυτταροπλασματική χρώση ήταν μεγαλύτερο από 10%. Η  πρωτεΐνη δεν εκφράζεται 

στον φυσιολογικό θυρεοειδικό ιστό (0/5, 0% ), ενώ αντίθετα θετική ανοσοαντίδραση 

παρατηρήθηκε σε 3 από τις 10 βρογχοκήλες (30% ), σε 7 από τα 10 αδενώματα (70% ) και 

σε 8 από τα 11 καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα (72.72%) (Ε ΙΚ Ο Ν Α  17). 

Αναλυτικότερα, η μέση εκατοστιαία τιμή έκφρασης υπολογίστηκε 2.20 ± 1 3 0  στον 

φυσιολογικό ιστό, 1233 ± 22.17 στην απλή οζώδη βρογχοκήλη, 42.60 ± 29.20 στο 

θυλακιώδες αδένωμα και 51.09 ± 3730 στα καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα του 

αδένα (πίνακας 19). Στατιστικά υψηλή έκφραση της πρωτεΐνης παρατηρήθηκε στα 

αδενώματα και στα καρκινώματα του αδένα (Ρ  < 0.05). Ο  λόγος των αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bcl-2/Bax προσδιορίστηκε σε όλους τους ιστολογικούς τύπους και βρέθηκε 

υψηλός στον φυσιολογικό αδένα και χαμηλός στα καρκινώματα (Π ΙΝ Α Κ Α Σ  19).

! Π Ι Ν Α Κ Α Σ  19. Α νο δ ρ α σ τικ ό τη τα -έχφ ρ α σ η  τω ν  π ρ ω τε ϊν ώ ν B d -2  tu n  Bax (% )  κ α ι 

π ροσ διο ρισ μό ς τοο  λό γο υ  B cl~ ^B a x με βάση τ ο ν  ισ το λο γ ικ ό  τό π ο . Ό π ο ο  N T : 

φ υσιολογικός ιστός, N G : οζώ δης β ρο γχο κήλη, F A : θυλακιώ δες αδένω μα κ α ι W D C : 

κα λά  δια φ οροποιημένο κα ρκίνω μα  (θηλώδες, θολακιώ δες).

Ισ το λο γικ ό ς  τόπ ος B cl-2  ' j Bax B d -^ B a x  ratio
j

N T  (η  -  5) 75.00 ±  7.90 |
ϊ

2 3 0 ± 1 3 0 34.00 |
1

N G  (η  *  10) 75.50 ±13.63 1233 ±  22.17 6.12 j
1

F A ( n - 10) 75.50 ± 1 0 .9 ΐΓ  j 4 2 6 0  ± 2 9 3 0 ' 1.77

W D C  (η  ■  11) 78.63 ± 7 .4 4  | 51.09 ± 3 7 3 0
__________ _ j

1.53
_____________________ 1
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3 .4 .6 . Μ ελέτη της ανοσοδρασπκότητας-έκφ ρασης τοο αντιγόνου Ki-67.

Π ροσδιορισμός τοο δείκτη πολλαπλασιασμού τω ν θολακιω δώ ν κυττάρω ν.

Ο  δείκτης πολλαπλασιασμού (proliferation index, PI) των θυλακιωδών κυττάρων 

εκτιμήθηκε σε όλους τους ιστολογικούς τύπους κα ι υπολογίστηκε ως η επί τοις εκατό 

α να λ ο γ ία  τω ν κυττάρω ν που εκφράζουν το πυρηνικό  αντιγόνο Ki-67 προς τον 

συνολικό αριθμό τω ν κυττάρω ν που μετρήθηκαν. Η  μέση εκατοστιαία τιμή έκφρασης 

βρέθηκε 0.24 ± 0.11 στον φυσιολογικό ιστό, 0.74 ± 1.19 στην απλή οζώδη βρογχοκήλη, 

0.96 ± 0.59 στα θυλακιώδη αδενώ ματα  κα ι 3.33 ± 2.70 στα καλά διαφοροποιημένα 

καρκινώ ματα  του α δένα  (ΠΙΝΑΚΑΣ 20). Στατιστικά σημαντική υψηλή έκφραση του 

Ki-67 παρατηρήθηκε στα καρκινώ ματα  (ΕΙΚΟΝΑ 18) σε σχέση με τον  φυσιολογικό ιστό 

(Ρ = 0.002), τη ν  βρογχοκήλη (Ρ = 0.005) κα ι τα  αδενώ ματα (Ρ = 0.045).

3.4. 7. In  situ ανίχνευση της απόπτωσης σε καλοήθεις κα ι κακοήθεις παθήσεις 

τοο θυρεοειδούς. Προσδιορισμός του αποπτω τικοό δείκτη τω ν 

θυλακιω δώ ν κυττά ρω ν.

Η  ανίχνευση τω ν αποπτω τικώ ν κυττάρω ν στις ιστολογικές τομές του θυρεοειδούς 

πραγματοποιήθηκε με την  μέθοδο TUNEL (term inal deoxynudeotidyl transferase 

m ed iated  X-dUTP nick-end labeling). Η  καταμέτρηση των αποπτωτικών κυττάρων 

έγινε με αντικειμενικό φακό χ 40 κα ι σε κάθε περίπτωση μελετήθηκαν τουλάχιστον 5 

τυχα ία  οπτικά  πεδ ία  (1000 κύτταρα). Ο  αποπτωτικός δείκτης (apoptotic index, ΑΙ) 

ορίστηκε ως η εκατοστιαία α να λογία  τω ν TUNEL-Θετικών κυττάρων προς τον 

συνολικό αριθμό τω ν κυττάρω ν που  μετρήθηκαν.

Ο  αποπτω τικός δείκτης ή τα ν  πολύ χαμηλός σε όλους τους ιστολογικούς τύπους που 

μελετήθηκαν. Η  μέση τιμή βρέθηκε 0.13 ± 0.10 στον φυσιολογικό ιστό, 0.17 ± 0.10 στην 

απλή οζώδη βρογχοκήλη, 0.31 ± 0.30 στα θυλακιώδη αδενώματα και 0.34 ± 0.14 στα 

καλά δ ιαφ οροποιημένα  καρκινώ ματα του αδένα (ΠΙΝΑΚΑΣ 20). Ωστόσο, ο δείκτης 

ήταν στατιστικά υψ ηλός στα καρκινώ ματα (ΕΙΚΟΝΑ 19) σε σχέση με τον φυσιολογικό 

ιστό (Ρ = 0.003) κα ι την απλή  οζώδη βρογχοκήλη (Ρ = 0.032).
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Ο  λόγος των δεικτών πολλαπλασιασμού και απόπτωσης (PI/ Α Ι) προσδιορίστηκε σε 

όλους τους ιστολογικούς τύπους και βρέθηκε πολύ χαμηλός στον φυσιολογικό ιστό, 

στην απλή οζώδη βρογχοκήλη και στα θυλακιώδη αδενώματα και υψηλότερος στα 

καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα του αδένα (Π ΙΝ Α Κ Α Σ  20). Στατιστικά 

σημαντική διαφορά στην τιμή του λόγου Ρ Ι/ Α Ι παρατηρήθηκε ανάμεσα στα 

καρκινώματα και στον φυσιολογικό ιστό (Ρ  = 0.002).

Π ΙΝ Α Κ Α Σ  20. Δ ε ίκ τε ς  απόπτω σης (T U N E L ) κ α ι π ο λλα π λα σ ια σ μ ο ύ  (Κ ί-6 7 ) α νά  !

| ω το λο γικ ό  τόπο. Ο π ο υ  N T : φ υσιολογικός ιστός, N C : οζώ δης β ρ ο γχο κήλη , FA* 

θυλακιώδες αδένωμα κα ι V V D C  καλά διαφ οροποιημένο κα ρκίνω μα  (θηλώ δες
ί

θυλακιώδες).

Ισ το λο γικ ό ς  τόπος Α π ο π τω τικ ό ς  

δ είκ τη ς  (Α Ι )

J Δ ε ίκ τη ς  

ί π ο λλα π λα σ ια σ μ ο ύ  (Ρ Ι)

Λ ό γο ς

Ρ Ι/ Α Ι
*

Μ έσ η  τ ιμ ή  i Εύρος Μ έσ η  τ ιμ ή Εύρος
|

N T  (η  *  5) 0.13 ±0 .10  [ 0 .1 -0 3 0 3 4  ±0.11 0 .1 -0 3 1.8

N G  (η  * 10) 0.17 ±0 .10  | 0 .1 -0 3 : 0.74 ±1 .19
i

0.1-4.0 4 3

F A  (η  *  10)
1

0 3 1 ± 0 3 0  ; 0.1-1.0 j 0.96 ± 0 3 9 0 3 -1 3 3.1

W D C  (η  =  11) 0 3 4  ±0 .1 4  ! 0 3 -0 .6 J 3 3 3  ±2.70 1 .0 3 .0 ' 9 3

3.4.8. Στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ της έκφρασης των πρωτεϊνών 

προθομοσίνη α, E2F-1, ρ53, Bd-2, Bax και των δεικτών πολλαπλασιασμού 

και απόπτωσης»

Στο ν Π ΙΝ Α Κ Α  21 παρατίθενται οι στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις ανάμεσα 

στους δείκτες πολλαπλασιασμού και απόπτωσης και στις πρωτεΐνες που μελετήθηκαν 

(Spearman test). Αναλύοντας όλους τους ιστολογικούς τύπους, η προθυμοσίνη α 

συσχετίστηκε θετικά με την έκφραση της αντι-αποπτω τικής πρωτεΐνης B d -2  (Ρ  =  0.015). 

Σημαντικές συσχετίσεις διαπιστώθηκαν μεταξύ του δείκτη πολλαπλασιασμού και της 

έκφρασης των πρωτεϊνών E2F-1 (Ρ  = 0.014) κα ι Bax (Ρ  = 0.035). Ο  μεταγραφικός 

παράγοντας E2F-1 συνδέθηκε θετικά με την έκφραση της προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης ΛΒΛίο< 

Bax (Ρ  = 0.002) και με τον αποπτωτικό δείκτη (Ρ  = 0.001). Η  ογκοκα τα στα λτική
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πρω τεΐνη  ρ53 συσχετίστηκε θετικά με την έκφραση της πρωτεΐνης Bax (Ρ = 0.008). Στα 

καλά δ ιαφ οροπο ιημ ένα  καρκινώ ματα  του α δ έ ν α , θετική συσχέτιση παρατηρήθηκε 

ανάμεσα  στην έκφραση της προθυμοσίνης α  και της πρωτεΐνης Bcl-2 (Ρ = 0.007). Στον 

ίδ ιο  ιστολογικό τύπο  θετική συσχέτιση διαπιστώθηκε επίσης ανάμεσα στις πρωτεΐνες 

Bcl-2 κ α ι Bax (Ρ = 0.009). Σ τα  θυλακιώδη αδενώματα θετικές συσχετίσεις 

δ ιαπ ιστώ θηκαν ανάμεσα στον δείκτη πολλαπλασιασμού κα ι στην πρωτεΐνη bcl-2 (Ρ = 

0.003) κα ι ανάμεσα στον E2F-1 κα ι στον αποπτωτικό δείκτη (Ρ = 0.045). Δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις ανάμεσα στην έκφραση των 

πρω τεϊνώ ν κα ι τω ν δεικτώ ν πολλαπλασιασμού και απόπτωσης σε σχέση με την ηλικία ή 

το φύλο τω ν ασθενών.

| Π Ι Ν Α Κ Α Σ  21. Σ υ σ χ ε τίσ ε ις  α νά μεσα  σ τη ν  έκφ ραση τω ν  π ρ ω τεϊνώ ν π ροθομοσίνη α

I (P ro T a )/ E 2 F-1 , ρ53, B c l-2 , B ax κ α ι τω ν  δ ε ικ τώ ν  π ο λλα π λα σ ια σ μο ύ  (Ρ Ι) κ α ι απόπτω σης
!

(Α Ι ) .  Ο π ο υ  N T : φ υσ ιολογικός ιστός, N G : οζώ δης βρογχοκήλη, F A : θυλακιώδες αδένωμα,
ι

W D C : κ α λά  δια φ οροποιημένο κα ρκίνω μα  κ α ι N S : στα τιστικά  μη  σ ημα ντική συσχέτιση (Ρ  

j > 0 .0 5 ).

Π α ρ ά μ ε τρ ο ι Ό λ ε ς  ο ι π ερ ιπ τώ σ εις N T  “ N G ... F A W D C

Ρ  va lu e P  value P value P value P value

P ro Ta /B c l-2 0015 N S N S  “ N S 0.007

K i-6 7 / E 2 F -l 0.014 isis ~ N S “n s N S

K i-6 7 /B cl-2  ~ N S N S ..... N S 0.003 “n s

K i-67/B ax -  035 n s " N S N S “n s

E2F-1/Bax 00(32 N S  " NS~ NS* ' “n s

E 2 F -1 / A I 0.001 N S N S 0.045 n s

p53/Bax 0.008 N S N S "  |tl
N S n s

B a V B c l-2 N S 'n s ” N S N S 0.009
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Ε ΙΚ Ο Ν Α  12. Α νο σ ο ϊσ το χημική  μελέτη της έκφρασης της προθυμοσΐνης α (α ) σε φ υ σ ιο λογικό  

θυρεοειδή αδένα κ α ι (β ) σε α π λή  οζώ δη β ρογχοκήλη. Σ τ η ν  α π λή  οζώ δη β ρ ο γχο κή λη  

δια κρίνετα ι η  υψ ηλή έκφραση της πρω τεΐνης σε ενεργοποιημένα  θυλά κια , που φ έρουν
.... \Β\10(

κολλοειδή ουσία (θυρεοσφ αιρίνη) (μεγέθυνση χ 400).
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Ε ΙΚ Ο Ν Α  13. Α νοσ οϊσ τοχημική  μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α (α ) σε θυλακιώ δες

αδένωμα κα ι (β ) σε κα λά  διαφ οροποιημένο θυλακιώ δες κα ρκίνω μα  του  θυρεοειδούς ^ βλ/0&
\

(μεγέθυνση x 400). £  1
I  -  ■“
% : V
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Ε ΙΚ Ο Ν Α  14. Α νοσ οϊσ τοχημική  μελέτη της έκφρασης του  μετα γρα φ ικού π α ρ ά γο ντα  E2F-1 (α )

σε καλά διαφ οροποιημένο θηλώδες κα ρκίνω μα  κα ι (β ) σε κα λά  δια φ οροποιημένο θολακιώ δες

καρκίνω μα του θυρεοειδούς (μεγέθυνση χ 400). &

£
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Ε ΙΚ Ο Ν Α  15. Α νο σ οϊσ τοχημική  μελέτη της έκφρασης της πρω τεΐνης ρ53 (α ) σε θυλακιώ δες 

αδένωμα κα ι (β ) σε κα λό  διαφ οροποιημένο θυλακιώ δες κα ρκίνω μα  το υ  θυρεοειδούς 

(μεγέθυνση χ  400). J
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β

Ε ΙΚ Ο Ν Α  16. Α νοσ οϊσ τοχημική μελέτη της έκφρασης της α νη-α π οπ τω ττκής πρω τεΐνης Bcl-2  ( 

σε απλή οζώδη βρογχοκήλη κατ (β ) σε κα λά  διαφ οροποιημένο θυλακιώ δες κα ρκίνω μα  τοο

θυρεοειδούς (μεγέθυνση χ 400).

/
I
I  :

.■ΛΒΛ/Οφ

k
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Ε ΙΚ Ο Ν Α  17. Α νοσ οϊσ τοχημική  μελέτη της έκφρασης της προ-α ποπτω τικής πρω τεΐνης Bax (α ) 

σε θυλακιώδες αδένωμα κα ι (β ) σε κα λά  διαφ οροποιημένο θυλακιώ δες κα ρκίνω μα  to o  

θυρεοειδούς (μεγέθυνση χ  400).
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ΕΙΚΟΝΑ 18. Ανοσοϊστοχημική μελάτη της έκφρασης του πυρηνικού αντιγόνου Κί-ύ7 a t καλά 

διαφοροποιημένο θυλακιώδες καρκίνωμα του θυρεοειδούς (μεγέθυνση x 400).

ΕΙΚΟΝΑ 19. In situ ανίχνευση των αποπτωτικών κυττάρων σε καλά διαφοροποιημένο
/■  *

θυλακιώδες καρκίνωμα του θυρεοειδούς με την μέθοδο TUNEL (μεγέθυνση x 400). |
* 5
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Γενικά

Η προθυμοσίνη α και η παραθυμοσΐνη είναι δύο μικρές (12.5 και 11.5 kDa), όξινες 

(ρΐ: 3 .55 και 4.55) πυρηνικές πρωτεΐνες με κοινά χαρακτηριστικά και σημαντική 

ομολογία στην πρωτοτσγή τους δομή (40%) (Haritos et a]., 1984, 1985). Κύριο 

χαρακτηριστικό τους είναι η παρουσία πολλών όξινων αμινοξέων (Asp, Glu) τα οποία 

είναι τοποθετημένα στην κεντρική περιοχή των μορίων και προσδίδουν τον εξαιρετικά 

όξινο χαρακτήρα ο οποίος συναντάτσι κυρίως σε πυρηνικές πρωτεΐνες 

(νουκλεοπλασμίνη, HMG πρωτεΐνες). Αντίθετα στερούνται αρωματικών και θειούχων 

αμινοξέων καθώς και ισχυρά υδρόφοβων αλληλουχιών. Κάθε πρωτεΐνη φέρει στο 

καρβοξυτελικό της άκρο δύο σήματα πυρηνικής εντόπισης (Rubtsov et al., 19%, 

Trompeter et al., 19%). Ομοιότητα παρστηρείται και στην δομή των γονιδίων των δύο 

πρωτεϊνών. Το γονίδιο της προθυμοσίνης α αποτελάται από πέντε εξόνια που 

διακόπτονται από τέσσερα ιντρόνια, φέρει ρυθμιστικές αλληλουχίες μεταγραφής 

ΤΑΤΑ και CAAT στην περιοχή του υποκινητή και εδράζεται στο χρωμόσωμα 2 του 

ανθρώπινου γονιδιώματος (Szabo et a!., 1993). Το γονίδιο της παραθυμοσίνης

παρουσιάζει την ίδια δομή ιντρονίων-εξονίων και εδράζεται στο χρωμόσωμα 17 του |
|

ανθρώπινου γονιδιώματος (Szabo et al., 1989). Οι δύο πρωτεΐνες εμφανίζουν ϊ

αντίστροφη ιστική κατανομή. Η προθυμοσίνη α ανιχνεύεται σε υψηλά επίπεδα σε j
λεμφικούς ιστούς (θύμος, σπλήνας) και η παραθυμοσΐνη σε μη λεμφικούς ιστούς (ήπαρ, 

εγκέφαλο, νεφρούς και πνεύμονες) (Tsitsiloni et al., 1988, Economou et al., 1988,

Clinton et al., 1989, Frillingos et al., 1991).

Η προθυμοσίνη α  και η παραθυμοσΐνη παρουσιάζουν ευρεία ιστική και 

φυλογενετική κατανομή καθώς και συντηρημένη πρωτσταγή δομή (90%) ανάμεσα στα 

είδη που έχουν μελετηθεί, γεγονός που καταδεικνύει τον σημαντικό βιολογικό ρόλο 

που διαδραματίζουν στο κύτταρο και ο οποίος σχετίζεται άμεσα με τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό. Οι δύο πρωτεΐνες συνδέονται με την ιστόνη Η1 του νουκλεοσώματος 

μέσω της κεντρικής όξινης περιοχής και πιθανότατα μεταβάλλουν την στοιχειομετρία .λβλ,^ 

του δεσμού της τελευταίας με την χρωματίνη ώστε να είναι δυνατή η αντιγραφή και η ^
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μεταγραφή του DNA (Papam arcaki and  Tsolas, 1994, Karetsou et al., 1998, Kondili et 

al., 1996). Η  προθυμοσίνη α  εντοπίζεται σε πυρηνικές θέσεις που σχετίζονται με την 

μεταγραφή του DN A και η παραθυμοσίνη  σε θέσεις αντιγραφ ής της χρωματίνης, κατά 

την έναρξη της S φάσης της μίτωσης (Vareli e t al., 2000).

Η  συμμετοχή της προθυμοσίνης α  στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό έχει μελετηθεί 

εκτενώς στην διεθνή β ιβλιογραφ ία . Η  έκφραση της πρωτεΐνης επάγεται σε συνθήκες 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού σε καλλιέργειες ΝΙΗ3Τ3 ινοβλαστών (Eschenfeldt et al., 

1986), Τ-λεμφοκυττάρων κα ι ηπατοκυττάρω ν (Bustelo e t al., 1991). Η  πρωτεΐνη επάγει 

τον πολλαπλασιασμό HL-60 κυττάρω ν (Rodriguez et al., 1998). Η  μιτωτική διαδικασία 

αναστέλλεται στην κυτταρική σειρά ανθρώ πινου μυελώματος RPMI 8226 όταν 

προστεθεί στο θρεπτικό μέσο καλλιέργειας μ ίγμ α  από τέσσερα συνθετικά 

ολίγονουκλεοτίδ ια  (antisense) συμπληρω ματικά σε περιοχές του mRNA της 

προθυμοσ ίνης α  (Sbularti e t al., 1993). Αυξημένα επ ίπεδα  mRNA της προθυμοσίνης α  

α νιχνεύοντα ι στο τέλος της S φάσης στις κυτταρικές σειρές CV1, ΝΙΗ3Τ3 και U937 και 

παραλληλίζοντα ι με τα  επ ίπεδα  της κυκλίνης Β (Vareli et al., 1996). Τα επίπεδα της 

προθυμοσίνης α  έχουν βρεθεί αυξημένα σε ταχέως αναπτυσσόμενους φυσιολογικούς 

ιστούς (C linton e t al., 1989, Dosil e t al., 1990, Frillingos and  Tsolas, 1992) καθώς κα ι σε 

καρκινικούς ιστούς του μαστού, του εντέρου, του ήπατος κα ι του πνεύμονα  (Tsitsiloni 

e t al., 1993, M ori e t al., 1993, W u CG e t al., 1997α, 1997β, Sasaki e t al., 1997, 2001). H  

προθυμοσίνη α  έχει θεωρηθεί ως ογκο-πρωτεΐνη που επάγει την κακοήθη εξαλλαγή 

ινοβλαστικώ ν κυττάρω ν (Orre e t al., 2001).

Τα στοιχεία γ ια  τη ν  συμμετοχή της παραθυμοσίνης στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό ε ίνα ι περιορισμένα. Αυξημένα επ ίπεδα  της παραθυμοσίνης έχουν 

ανιχνευθεί σε καρκινικούς ιστούς εντέρου κα ι μαστού (Tsitsiloni e t al., 1993, 1994, 

1998). Η  πρωτεΐνη θεωρήθηκε ότι επιταχύνει τις διαδικασίες του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού μέσω αναστολής του συμπλέγματος του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών σε ηπατοκύτταρα επίμυος (Okam oto et al., 2000).

Ο  ρόλος της προθυμοσίνης α  στην απόπτωση αποτελεί αντικείμενο πρόσφατων και 

σημαντικώ ν μελετών. Ο ι Jiang e t al. (2003) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη είνα ι ισχυρός 

αναστολέας της αποπτωτικής διαδικασίας. Π ιο συγκεκριμένα, η προθυμοσίνη α 

αναστέλλει τον σχηματισμό του συ μπλόκου (αποπτωσωμάτιο) μεταξύ του παράγοντα
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Apaf-1 (apoptotic protease activator factor-1) και του κυτοχρώματος c, το οποίο είναι 

υπεύθυνο για  την ενεργοποίηση της πρωτεάσης-caspase 9. Η  αύξηση τω ν επιπέδων της 

προθυμοσίνης α σε αποπτωτικά κύτταρα (Furuya et al., 1993, W ang et al., 2000) 

πιθανότατα έχει σχέση με τον παραπάνω μηχανισμό επιβίωσης των κυττάρων. Η  

αναστολή της σύνθεσης της προθυμοσίνης α οδήγησε τις κυτταρικές σειρές HeLa και 

H L-60 σε απόπτωση, γεγονός που ενισχύει την υπόθεση ότι πρόκειται για  σ ν τι- 

αποπτωτική πρωτεΐνη (Rodriguez et al., 1999, Jiang et al., 2003).

Με βάση τα παραπάνω δεδομένα γίνεται φανερό ότι η προθυμοσίνη α συμμετέχει 

τόσο στην ρύθμιση κυτταρικού πολλαπλασιασμού όσο και της αποπτωτικής 

διαδικασίας, γεγονός που χαρακτηρίζει τους κλασσικούς μεταγραφικούς παράγοντες 

c-m yc, E2F-1 και ρ53.

Στη ν εργασία αυτή μελετήθηκε για  πρώτη φορά η έκφραση της προθυμοσίνης α και 

της παραθυμοσίνης στον θυρεοειδή αδένα του ανθρώπου σε περιπτώσεις φυσιολογικού 

ιστού και απλής οζώδους βρογχοκήλης. Η  έκφραση της προθυμοσίνης α μελετήθηκε 

επιπλέον οε καλοήθη και κακοήθη νεοπλάσματα του αδένα. Επιπρόσθετα διερευνήθηκε 

ο ρόλος των μεταγραφικών παραγόντων προθυμοσίνη α, E2F-1 και ρ53 και των 

αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 και Bax στην ρύθμιση του πολλαπλασιασμού και της 

απόπτωσης των θυλακιωδών κυττάρων του θυρεοειδούς.

Επίπεδα mRNA της προθυμοσίνης α και της παραθυμοσίνης στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη.

Η  παρακέντηση του θυρεοειδούς αδένα με λεπτή βελόνη σε συνδυασμό με τη ν 

κυτταρολογική εξέταση του δείγματος (Fine-needle aspiration biopsy, F N A B ) αποτελεί 

μια αξιόπιστη προεγχειρητική μέθοδο αξιολόγησης των θυρεοειδικών όζων. Η  μέθοδος 

είναι υψηλής διαγνωστικής ακρίβειας, χαμηλού κόστους, καλά ανεκτή από τον ασθενή 

και το σημαντικότερο μπορεί να  επαναληφθεί σε σύντομο χρονικό διάστημα 

επιτρέποντας την συνεχή παρακολούθηση της εξέλιξης ενός όζου (G harib  et al., 1994). 

Σε ένα μεγάλο ποσοστό (10-25%) η κυτταρολογική εξέταση είναι μη-διαγνω στική, είτε 

λόγω  ανεπαρκούς ποσότητας δείγματος είτε λόγω  αδιευκρίνιστου ιστολογικού τύπου, 

συνήθως όταν πρόκειται για  θυλακιώδες νεόπλασμα (αδένωμα, καρκίνω μα) (Baloch et

ΛΒΛ/ο̂
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al., 1998, Bakhos e t al., 2000, C how  e t al., 2001). Πρόσφατες μελέτες έχουν αναδείξει τον 

σημαντικό ρόλο της μοριακής ανάλυσης του υλικού της παρακέντησης στην διάγνωση 

τω ν θυρεοειδικών όζων. Το υλικό της παρακέντησης που παραμένει μέσα στην σύριγγα 

έχει αποδειχτεί ότι ε ίνα ι αρκετό γ ια  τη ν  απομόνωση γονιδ ιω μσ πκού  DNA και RNA. 

Το γενετικό υλικό μπορεί ν α  χρησιμοποιηθεί γ ια  την ανίχνευση (PCR) και την μελέτη 

της έκφρασης (RT-PCR) γο ν ιδ ίω ν  που σχετίζονται με νοσήματα του θυρεοειδούς καθώς 

κα ι γ ια  τον  έλεγχο μεταλλάξεων είτε άμεσα με αλληλούχιση του προϊόντος 

(sequencing) είτε έμμεσα με τεχνικές όπως η SSCP που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 

μελέτη (Russo e t al., 1999). Ο ι W inzer e t al. (1998) με τεχνική FNAB-RT-PCR 

α νίχνευσ α ν  α πό  ελάχιστο αριθμό θυλακιω δώ ν κυττάρων (10-1000) ένα πλήθος 

γο ν ιδ ίω ν  που σχετίζονται με τον  θυρεοειδή α δένα  (Tg, TSHr, NIS, DI, DII). H  

ανίχνευση του m RN A  της ινω δονεκτίνης (onfFN) κα ι τω ν γονιδ ίω ν MAGE 1 και 

GAGE 1 /2  έχει συνδεθεί με την διάγνωση του θηλώδους καρκινώματος του 

θυρεοειδούς (R uschenburg e t al., 1999, Takano e t al., 2000). Η  ταυτόχρονη ανίχνευση 

τω ν γον ιδ ίω ν  RET, καλσιτονίνης κα ι καρκινοεμβρυϊκού αντιγόνου (CEA) σε δείγματα 

FNAB ε ίνα ι ενδεικτική μυελοειδούς καρκίνου του θυρεοειδούς (Takano e t al., 2000). Οι 

C h iappetta  e t al. (2000) χρησ ιμοποιώ ντας τη ν  τεχνική FNAB-RT-PCR έδειξαν ότι το 

γο ν ίδ ιο  fra-Ι εκφράζεται μ όνο  σε νεοπλασματικές βλάβες του αδένα.

Σ την παρούσα  εργασ ία  μελετήθηκε γ ια  πρώτη φ ορά η έκφραση τω ν γονιδίω ν της 

προθυμοσ ίνης α, της παραθυμοσ ίνης κα ι της πρωτεΐνης ρ53 σε υλικό παρακέντησης 

α πό  ασθενείς με απλή οζώδη βρογχοκήλη, η οποία  χαρακτηρίζεται από καλοήθη 

υπερπλασ ία  τω ν θυλακιω δώ ν κυττάρω ν κα ι ε ίνα ι αποτέλεσμα του χρόνιου ερεθισμού 

του α δένα  α πό  τη ν  θυρεοειδοτρόπο ορμόνη (TSH), ανεξάρτητα από την αρχική αιτία 

(ιω δοπενία, δυσορμονογένεση). Η  συχνότητα εμφάνισης της νόσου στην περιοχή της 

Η πείρου ε ίνα ι πολύ υψηλή (21%) σε αντίθεση με τον  γενικό πληθυσμό (4-5%) 

(Tsatsoulis e t al., 1996). Τα επ ίπεδα  έκφρασης των πρωτεϊνών προσδιορίστηκαν με ημι- 

ποσοστική RT-PCR ενός βήματος κατά την εκθετική φάση ενίσχυσης του προϊόντος.

Η  θετική έκφραση του γον ιδ ίου  της β-ακτίνης (εσωτερικός μάρτυρας) σε όλα τα 

δείγματα  που μελετήθηκαν έδειξε ότι το υλικό της παρακέντησης που παρέμεινε στην 

βελόνη μετά την β ιοψ ία  ήταν αρκετό γ ια  την απομονώση ολικού RNA. Ωστόσο η 

συγκέντρωση του εξαγόμενου RNA ήταν πολύ χαμηλή και δύσκολο να προσδιοριστεί
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φωτομετρικά. Για  τον λόγο αυτό τα επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών που 

μελετήθηκαν ομαλοποιήθηκαν με την χρήση ειδικού λογισμικού προγράμματος με 

βάση αυτά της β-ακτίνης ώστε να είναι συγκρίσιμα μεταξύ τους.

Τα  αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν ότι τα επίπεδα m R N A  της προθομοσίνης α 

κα ι της παραθυμοσίνης είνα ι αυξημένα σ την απλή οζώδη βρογχοκήλη σε σχέση με 

τον φ υσιολογικό θυρεοειδικό ιστό, γεγονός που συνδέεται άμεσα με τη ν  ικα νότητα 

πολλαπλασιασμού τω ν θολακιω δώ ν κυττάρω ν. Τα  επίπεδα της προθυμοσίνης α 

παραλληλίζονται με τα αυτά της παραθυμοσίνης σε όλες τις περιπτώσεις που 

μελετήθηκαν, γεγονός που πιθανότατα σχετίζεται με κοινό μηχανισμό δράσης των δύο 

πρωτεϊνών. Δείξαμε επίσης ότι η παραθυμοσίνη εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα σε 

σχέση με την προθυμοσίνη α στον θυρεοειδή αδένα Αυτό επιβεβαιώνει την 

αντίστροφη ιστική κατανομή που παρουσιάζουν ο ι δύο πρωτεΐνες με υπεροχή της 

παραθυμοσίνης σε μη-λεμφικούς ιστούς και της προθυμοσίνης α σε λεμφικούς ιστούς.

Έ χ ε ι δειχθεί ότι η έκφραση του m R N A  της προθυμοσίνης α επάγεται από την 

θυρεοειδοτρόπο ορμόνη (Τ 5 Η ) σε πολλαπλασιαζόμενα θυρεοειδικό κύτταρα ποντικού 

(FR TL -5 ) (A lvarez et al., 1993). Η  Τ 5 Η  επάγει ένα πλήθος γονιδίω ν που σχετίζονται με 

τον πολλαπλασιασμό των θυλακιωδών κυττάρων και την βιοσύνθεση των 

θυρεοειδικών ορμονών. Τα  αυξημένα επίπεδα της προθυμοσίνης α στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη σε συνδυασμό με την παρατήρηση (ανοσοϊστοχημική μελέτη) ότι η 

πρωτεΐνη εκφράζεται ως επί το πλείστον σε ενεργοποιημένα κενοτοπιώδη θυλάκια, 

μπορεί να είναι αποτέλεσμα θετικής μεταγραφικής ρύθμισης από την TS H .

Η  έκφραση της προθυμοσίνης α μελετήθηκε επίσης σε ιστολογικές τομές παραφίνης 

από κακοήθη νεοπλάσματα του θυρεοειδούς αδένα. Η  απομόνωση ολικού R N A  από 

τομές παραφίνης είναι ιδιαίτερα δύσκολή διαδικασία λόγω  της αποδόμησης που 

υφίστανται το R N A  από τα υλικά μονιμοποίησης και διατήρησης του ιστού. Τ ο  

ποσοστό επιτυχούς απομόνωσης R N A  στην παρούσα μελέτη ήταν σχετικά υψ ηλό 

(45.45%) συγκρινόμενο με δεδομένα της διεθνούς βιβλιογραφίας (Coom bs et al., 1999). 

Τα  επίπεδα m R N A  της προθυμοσίνης α στον καρκίνο του θυρεοειδούς μετρήθηκαν 

σημαντικά υψηλότερα σε σχέση με τον φυσιολογικό ιστό, γεγονός που σχετίζεται με 

την αύξηση του πολλαπλασιασμού των θυλακιωδών κυττάρων του αδένα.
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Δείξαμε ότι η π ρ ω τε ΐνη  ρ53 δεν  εκ φ ρ ά ζετα ι σε επ ίπεδο  m R N A  στην απλή οζώ δη 

βρογχοκήλη , γεγονός που ενισχύει τα  αποτελέσματα της ανοσοϊστοχημικής μελέτης 

κα ι π ιθανότα τα  σχετίζεται με την χαμηλή αποπτωτική δραστηριότητα που 

παρατηρείτα ι στην συγκεκριμένη νόσο.

Μ ελέτη πο λ υμ ο ρ φ ισ μ ώ ν  του γο ν ιδ ίο υ  τη ς  προθυμοσ ίνης α  στην απλή οζώ δη 

βρογχοκήλη .

Η  ανάλυση της διαμόρφω σης της μονόκλωνης δομής του DNA (Single Strand 

C onform ation  Polym orphism , SSCP) αποτελεί μ ια  ευρέως χρησιμοποιούμενη τεχνική 

γ ια  τη ν  ανίχνευση μεταλλάξεων κα ι πολυμορφισμώ ν ενός γονιδίου. Η  μέθοδος 

βασίζεται στην αρχή  ότι μονόκλω να μόρια  DNA που διαφέρουν κατά ένα 

νουκλεοτίδιο, μετακινούντα ι με διαφορετική ταχύτητα σε πήγμα  πολυακρυλαμιδίου 

λόγω  αλλαγής της δευτεροταγούς δομής τους (Orita e t al., 1989).

Σ την παρούσα μελέτη τα  δείγματα  FNA τω ν ασθενών με απλή οζώδη βρογχοκήλη 

διερευνήθηκαν με RT-PCR-SSCP γ ια  τη ν  ύπαρξη πολυμορφισμών του γονιδ ίου  της 

προθυμοσ ίνης α. Ό πω ς αναφέρθηκε, η προθυμοσίνη α  κωδικοποιείται από μια 

ο ικογένεια  έξι γο ν ιδ ίω ν  από τα  οποία  το ένα  είνα ι λειτουργικό ενώ τα  άλλα πέντε 

στερούνται ιντρον ίω ν  κα ι χαρακτηρίζοντα ι ως ψ ευδογονίδ ια  (Eschenfeldt et al., 1989, 

M anrow  et al., 1992). Επιπλέον, λόγω εναλλακτικού ματίσματος (alternative splicing) 

προκύπτουν  δύο δ ιαφορετικά  m RNA της προθυμοσίνης α  σε αναλογία  9:1 (M anrow 

and  Berger, 1993).

Λ αμβάνοντας υ π ό ψ ιν  τα  παραπάνω , θεωρήθηκε πολύ πιθανή η ανίχνευση 

πολυμορφισμώ ν του γονιδ ίου  της προθυμοσίνης α  με την συγκεκριμένη τεχνική. 

Ωστόσο, υπό τις συνθήκες που διεξήχθη η πειραματική διαδικασία της SSCP δεν  

π α ρ α τη ρ ή θη κα ν  πολυμ ορφ ισ μ ο ί του γον ιδ ίου  τη ς προθυμοσίνης α στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη . Η  SSCP επιτρέπει την ανίχνευση πολυμορφισμών ενός γονιδίου υπό 

συγκεκριμένες συνθήκες που καθορίζονται κυρίως από την συγκέντρωση του 

ακρυλαμιδίου  και την θερμοκρασία ηλεκτροφόρησης της πηκτής. Στην παρούσα 

μελέτη χρησιμοποιήθηκε πήγμα  ακρυλαμιδίου 7% με ή χωρίς γλυκερόλη, η οποία 

ηλεκτροφορήθηκε στους 4°C και σε θερμοκρασία δωματίου. Ε ίναι πολύ πιθανό κάτω
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από αυτές τις συνθήκες να μην είναι δυνατή η ανίχνευση πολυμορφισμών του γονιδίου 

της προθυμοσίνης α. Επιπλέον, η ευαισθησία της μεθόδου εξαρτάται άμεσα από το 

μέγεθος (bp) του υπό μελέτη τμήματος. Στη ν δική μας περίπτωση το μέγεθος του c D N A  

της προθυμοσίνης α που μελετήθηκε ήταν 255 bp. Η  SSCP ανιχνεύει το 70-95% των 

μεταλλάξεων σε προϊόντα PCR με μέγεθος μικρότερο από 200 bp και η ευαισθησία 

ελαττώνεται στο 50% για  μεγέθη μεγαλύτερα από 400 bp (M ichaud et al., 1992). Τέλος 

πρέπει να αναφερθεί ότι ο μικρός αριθμός των δειγμάτων που μελετήθηκαν δεν μπορεί 

να οδηγήσει σε ασφαλή συμπεράσματα για  την ύπαρξη ή όχι πολυμορφισμών του 

γονιδίου της προθυμοσίνης α στην απλή οζώδη βρογχοκήλη.

Μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α σε επίπεδο πρωτεΐνης στον ορό και σε 
ιστικά εκχυλίσματα ασθενών με καλοήθη και κακοήθη νοσήματα του θυρεοειδούς 
αδένα.

Η  μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α σε πρωτεϊνικό επίπεδο 

πραγματοποιήθηκε με συναγω νιστική ανοσοπροσροφηττκή μέθοδο (com petitive 

inhibition E U S A ). Ο ι μέχρι πρόσφατα ανοσοπροσροφητικές μέθοδοι (Elisa, R IA ) που 

είχαν αναπτυχθεί για  τον ποσοτικό προσδιορισμό της προθυμοσίνης α στον ορό και σε 

κυτταρικά εκχυλίσματα ιστών χρησιμοποιούσαν αντίσωμα έναντι της θυμοσίνης α ΐ, 

του πεπτιδίου που αντιστοιχεί στο αμινστελικό άκρο της προθυμοσίνης α (1-28 

αμινοξέα) και πιθανότατα προέρχεται από πρωτεολυτική διάσπαση της τελευταίας 

(Haritos et al., 1984). Στις συγκεκριμένες μελέτες ο έμμεσος προσδιορισμός των 

επιπέδων της προθυμοσίνης α μέσω τω ν επιπέδων της θυμοσίνης α ΐ (α να λογία  1:1) 

οδήγησε σε αντιφατικά αποτελέσματα (Π ΙΝ Α Κ Α Σ  22). Ο ι Tsitsiloni et al. (1998) 

προσδιόρισαν τα επίπεδα της προθυμοσίνης α σε κυτταρικά εκχυλίσματα μαστικού 

αδένα με ραδιοανοσολογική μέθοδο χρησιμοποιώντας αντισώματα ένα ντι του 

αμινοτελικού άκρου (θυμοσίνη α ΐ) και έναντι του καρβοξυτελικού άκρου της 

προθυμοσίνης α. Ο ι μέσες τιμές συγκέντρωσης της πρωτεΐνης διέφεραν σημαντικά, 

γεγονός που υποδεικνύει ότι δεν υπάρχει αναλογία 1:1 μεταξύ της θυμοσίνης α ΐ και 

της προθυμοσίνης α. Σ τη ν παρούσα μελέτη η ανοσοπροσροφηττκή μέθοδος που 

αναπτύχθηκε χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα. Τ α  επίπεδα της • *
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προθυμοσίνης α  μετρήθηκαν άμεσα με την χρήση αντισώματος έναντι του 

καρβοξυτελικού άκρου της πρωτεΐνης (87-109 αμινοξέα).

Ό πω ς αναφέρθηκε, η προθυμοσίνη α και η θυμοσίνη α ΐ  είναι ανοσοενεργά 

πεπτίδια  με πιθανή συμμετοχή στην παθογένεια  αυτοάνοσων νοσημάτων (ανασκόπηση 

των Pineiro e t al., 2000). Η οζώδης υπερπλαστική θυρεοειδική νόσος είνα ι συνήθως 

αποτέλεσμα αυτοανοσίας (νόσος του Graves, θυρεοειδίτιδα Hashim oto). Επιπλέον, τα 

επίπεδα της θυμοσίνης α ΐ  έχουν βρεθεί αυξημένα στον ορό ασθενών με κακοήθη 

νεοπλάσματα του στομάχου και του πνεύμονα (Sasaki et ai., 1997, Mitani et al., 2000), 

γεγονός που πιθανότατα ισχύει και γ ια  την προθυμοσίνη α. Για τους λόγους που 

αναφέρθηκαν, τα επίπεδα της προθυμοσίνης α  προσδιορίστηκαν αρχικά  στον ορό 

υγιών ατόμων και ασθενών με απλή οζώδη βρογχοκήλη. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης 

βρέθηκε να  κυμαίνεται στα ίδια  χαμηλά επίπεδα στους μάρτυρες και στους ασθενείς 

(ΠΙΝΑΚΑΣ 22). Πρέπει να  αναφερθεί ότι όλοι οι ασθενείς ήταν αρνητικοί για  

αντιθυρεοειδικά αντισώματα (anti-TSH, and-TPO), οπότε ένας π ιθανός εξωκυιτάριος 

ανοσορυθμ ιστικός ρόλος της προθυμοσίνης α δεν μπορεί να αποκλειστεί γ ια  την 

συγκεκριμένη νόσο. Στην διεθνή βιβλιογραφ ία  υπάρχει μόνο μια μελέτη στην οπο ία  τα  

επίπεδα της προθυμοσίνης α μετρήθηκαν στον ορό υγιώ ν ατόμων με αντίσωμα έναντι 

του καρβοξυτελικού άκρου της προθυμοσίνης α  (101-109 αμινοξέα) (C ostopouiou et al.,

1998). Στην συγκεκριμένη μελέτη η συγκέντρωση της πρω τεΐνης βρέθηκε σημαντικά 

υψηλότερη σε σχέση με την αντίστοιχη της παρούσας εργασίας. Η  δ ιαφ ορά αυτή θα 

μπορούσε να  ερμηνευθεί από  την σχετική ειδικότητα και ευαισθησία τω ν αντισωμάτων 

που χρησιμοποιήθηκαν καθώς και την πιθανότητα να  συνδέονται και με άλλες όξινες 

πρωτεΐνες. Στην παρούσα μελέτη το αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε αντιστοιχεί σε 

μεγαλύτερη περιοχή του καρβοξυτελικού άκρου της προθυμοσίνης α  (87-109 αμινοξέα) 

και θεωρητικά είνα ι περισσότερο ειδικό.

Στην συνέχεια η συγκέντρωση της προθυμοσίνης α  μετρήθηκε σε εκχυλίσματα 

θυρεοειδικού ιστού α πό  ασθενείς με απλή οζώδη βρογχοκήλη, θυλακιώδες αδένω μα και 

καλά διαφοροποιημένο καρκίνωμα. Με έκπληξη διαπιστώσαμε ότι τα  επ ίπεδα  της 

προθυμοσίνης α  δεν διέφεραν σημαντικά ανάμεσα στις καλοήθεις κα ι κακοήθεις 

βλάβες του αδένα  (ΠΙΝΑΚΑΣ 22). Τα αποτελέσματα αυτά  έρχονται σε πλήρη ΛΒ ** 

συμφωνία με τα  αντίστοιχα  της ανοσοϊστοχημικής μελέτης και μπορεί να
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δικα ιολογηθούν α πό  τον  πολύ χαμηλό δείκτη πολλαπλασιασμού των θυλακιωδών 

κυττάρω ν στις συγκεκριμένες νόσους (βλέπε αποτελέσματα ανοσοϊστοχημείας, Katoh et 

al., 1995, Y oshida e t al., 1999). Λ αμβάνοντας υ π ό ψ ιν  τα  παραπάνω  θα μπορούσαμε να  

πούμε ότι τα  ε π ίπ εδ α  τη ς  προθομ οσ ίνη ς α  δεν  αποτελούν δ ιαφ οροδιαγνω στικό  

δε ίκ τη  α νά μ εσ α  σ τ ις  κ α λοή θεις  κ α ι κα κοήθεις  νόσους του θυρεοειδούς. Αξίζει να  

αναφ ερθεί ότι τα  επ ίπεδα  της πρω τεΐνης μετρήθηκαν σημαντικά υψηλότερα στις 

γυνα ίκες σε σχέση με τους άνδρες, ιδ ια ίτερα  σε ηλικίες άνω  των 50 ετών.

Κ υ ττα ρ ικ ό ς  πολλα πλα σ ια σ μ ός κ α ι α πόπτω σ η  στον θυρεοειδή αδένα. Ο  ρόλος τη ς 

πρ ο θυ μ ο σ ίνη ς α  κ α ι του  μ ετα γρ α φ ικ ο ό  π α ρ ά γοντα  E2F-1 στην ρύθμιση τη ς 

έκ φ ρ α σ η ς  τω ν  α π ο π τω τ ικ ώ ν  γ ο ν ιδ ίω ν  bcl-2 κ α ι bax.

Η  φυσιολογική  ανάπτυξη  κα ι διατήρηση της ομοιόστασης ενός ιστού διασφαλίζεται 

α πό  τη ν  δυναμ ική  ισορροπ ία  ανάμεσα στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και στον 

προγραμμ ατισμ ένο  κυτταρικό θάνατο (απόπτωση) (Meier et., 2000). Ο ι σημαντικότεροι 

μ ετα γρα φ ικο ί παράγοντες (ρ53, E2F-1, c-myc) εμπλέκονται στην ρύθμιση της έκφρασης 

γο ν ιδ ίω ν  που  συμμετέχουν τόσο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό όσο και στην 

απόπτωση (Vogelstein  e t al., 2000, Sears and  N evins, 2002). Η  προθυμοσίνη α είναι μια 

ογκο-πρω τεΐνη (Orre et al., 2001) με χαρακτήρες μεταγραφικού παράγοντα 

(Subram anian  e t al., 2002) με αδιαμφισβήτητο ρόλο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

κα ι στην απόπτωση. Η  έκφραση της πρωτεΐνης επάγεται από τον παράγοντα  E2F-1 

(Vareli e t al., 1996) κα ι τα  ογκο-γονίδ ια  c-myc (Eilers et al., 1991) και E6 (papilloma 

v irus type  16) (Kinoshita e t al., 1997), ενώ καταστέλλεται από το γονίδιο  ρ53 (Zhao et 

al., 2000). Η  προθυμοσίνη α  κα ι ο ι μεταγραφ ικοί παράγοντες NFkB (Bui et al., 2001), 

STAT-3 (Stephanou e t al., 2000) κα ι STAT-5 (Socolovsky et al., 2001) αναστέλλουν την 

αποπτω τική  διαδικασία , ενώ οι μεταγραφ ικοί παράγοντες ρ53 (Vogelstein et al., 2000), 

E2F-1 (Q in e t al., 1994), c-myc (Z indy et al., 1998), c-Jun (Crocker et al., 2001) και AFX 

(Tang e t al., 2002) επάγουν τη ν  απόπτωση.

Σ την παρούσα μελέτη ο πολλαπλασιασμός και η απόπτωση των θυλακιωδών 

κυττάρω ν του θυρεοειδούς διερευνήθηκε σε σχέση με την ανοσοϊστοχημική έκφραση 

τω ν μεταγραφ ικώ ν πα ραγόντω ν προθυμοσίνη α, E2F-1 και ρ53 και των αποπτωτικών
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πρωτεϊνών Bcl-2 και Bax, σε μια σειρά α πό  ιστολογικές τομές παραφ ίνης, ποο 

περιελάμβανε περιπτώσεις φυσιολογικού ιστού, απλής οζώδους βρογχοκήλης, 

θυλακιώδους αδενώματος και καλά διαφοροποιημένου καρκινώματος. Η  ικανότητα 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων εκτιμήθηκε σε σχέση με την έκφραση του αντιγόνου  

Κ1-67. Το πυρηνικό αντιγόνο  Κί-67 είναι μια μη ιστονική πρωτεΐνη με άγνωστη 

λειτουργία, η οποία εκφράζεται σε όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου εκτός α πό  

την φάση GO (Gerdes et al., 1984). Η έκφραση του Ki-67 αποτελεί έναν αξιόπιστο δείκτη 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων καθώς έχει βρεθεί ότι υπερεκφράζεται στους 

περισσότερους καρκινικούς ιστούς που έχει μελετηθεί (Q uinn et al., 1990, Scott et al.,

1991). H  in situ ανίχνευση των αποπτωτικών κυττάρων πραγματοποιήθηκε με την 

μέθοδο TUNEL.

Ο  δείκτης πολλαπλασιασμού τω ν θυλα χιω δώ ν κυττάρω ν βρέθηκε πολύ χα μ η λός 

σε όλους τους ιστολογικοός τύπους. Στατιστικά σημαντική αύξηση του δείκτη 

παρατηρήθηκε στα καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα του αδένα σε σχέση με τον 

φυσιολογικό ιστό, την απλή οζώδη βρογχοκήλη και τα θυλακιώδη αδενώματα, γεγονός 

που έρχεται σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες (Katoh et al., 1995, Yoshida e t al.,

1999). Αξίζει να  αναφερθεί ότι τα θυλακιώδη κύτταρα του θυρεοειδούς 

πολλαπλασιάζονται μόνο 5 φορές στην ενήλικο ζωή (C odet e t al., 1989).

Ο  α ποπτω τικός δε ίκ τη ς βρέθηκε χαμηλός σε όλους του ς ιστολογικοός τύ π ο υ ς  

που  μελετήθηκαν. Μ έτρια αύξηση του αποπτω τιχού δείκτη παρατηρήθηκε στα 

θυλακιώδη αδενώματα και στα καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα. Τα 

αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με προηγούμενες μελέτες, στις οποίες ο  αποπτω τικός 

δείκτης, με εξαίρεση τα αδιαφοροποίητα  καρκινώματα, ε ίνα ι χαμηλός στις καλοήθης 

και καλά διαφοροποιημένες νεοπλασίες του αδένα (Yoshida et al., 1999, Sreelenkha e t 

al., 2000).

Ο  λόγος τω ν  δε ικ τώ ν  πολλαπλασιασμού κ α ι α πόπτω σ η ς βρέθηκε πολύ χα μ η λ ό ς 

στον φ υσ ιολογικό  ιστό, χαμηλός στην απλή οζώ δη βρογχοκήλη  κ α ι στα  θολα κ ιώ δη  

αδενώ ματα  κα ι υψ ηλότερος στα καλά δ ιαφ οροπο ιη μ ένα  κ α ρ κ ινώ μ α τα  του  α δένα .

Δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική δ ιαφορά ώστε να  απστελέσει κριτήριο  

διαφοροδιάγνω σης μεταξύ των παραπάνω  ιστολογικών τύπων. Υψηλός λόγος τω ν
ΛΒΛ/q .̂

δεικτών πολλαπλασιασμού και απόπτωσης παρατηρείτα ι κυρίως στα αδ ια φ οροπο ίη τα
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καρκινώ ματα  του θυρεοειδούς γ ια  τα  οποία  θεωρείται διαγνωστικό κριτήριο (Basholo 

et al., 1997, Y oshida e t al., 1999).

Η  έκφ ρ α σ η  τη ς  προθυμ οσ ίνης α βρέθηκε σημαντικά  αυξημένη στην απλή οζώ δη 

βρογχοκήλη , στα  θυ λα κ ιώ δη  α δενώ μ α τα  κ α ι στα καλά δ ιαφ οροπο ιη μ ένα  

κ α ρ κ ινώ μ α τα  του  α δένα  σε σχέση με το ν  φ υσ ιολογικό  ιστό. Η  αύξηση των επιπέδων 

της πρω τεΐνης στην απλή οζώδη βρογχοκήλη επιβεβαιώνει τα  αποτελέσματα της 

μελέτης της ημι-ποσοτικής RT-PCR. Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές 

δ ιαφ ορές της έκφρασης της προθυμοσίνης α  ανάμεσα στις υπερπλαστικές και 

νεοπλασματικές βλάβες του αδένα, γεγονός που έρχεται σε συμφωνία με τα 

αποτελέσματα της ανοσοπροσροφητικής μέτρησης κα ι μπορεί να  εξηγηθεί με βάση τον 

χαμηλό  δείκτη πολλαπλασιασμού τω ν κυττάρω ν στις περιπτώσεις αυτές. Ωστόσο, τα 

επ ίπεδα  της πρω τεΐνης ή τα ν  σαφώς υψ ηλότερα στα καλά διαφοροποιημένα 

καρκ ινώ μ ατα  του α δένα  σε σχέση με τους άλλους ιστολογικούς τύπους. Η  προθυμοσίνη 

α βρέθηκε ν α  υπερεκφράζεται σε ενεργοποιημένα θυλάκια στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη, γεγονός που π ιθανότατα  συνδέεται με θετική ρύθμιση της έκφρασης 

γο ν ιδ ίω ν  που  σχετίζονται με τη ν  βιοσύνθεση τω ν θυρεοειδικών ορμονών.

Η  προθυμοσίνη  α  ε ίνα ι ε ίνα ι ισχυρός αναστολέας της αποπτωτικής διαδικασίας. 

Σ ύμφ ω να  με τη ν  καλά  τεκμηριωμένη μελέτη τω ν Jiang et al. (2003), η πρωτεΐνη 

αναστέλλει το ν  σχηματισμό του συμπλόκου (αποπτωσωμάτιο) μεταξύ του παράγοντα  

Apaf-1 (apoptotic pro tease activator factor-1) κα ι του κυτοχρώματος c, το οποίο είναι 

υπεύθυνο γ ια  την ενεργοποίηση της πρωτεάσης-caspase 9. Στην συγκεκριμένη μελέτη 

ωστόσο, δεν  αποσαφηνίστηκε ο μηχανισμός με τον οποίο επιτυγχάνεται η αναστολή 

του σχηματισμού του αποπτωσωματίου. Θεωρητικά, η αντι-αποπτωτική δράση της 

προθυμοσ ίνης α  δύνα τα ι ν α  σχετίζεται είτε με αρνητική ρύθμιση της έκφρασης του 

αποπτω τικού π α ρ ά γο ντα  Apaf-Ι είτε με αναστολή της απελευθέρωσης του 

κυτοχρώματος c α πό  τα  μ ιτοχόνδρ ια  στο κυτταρόπλασμα. Στην τελευταία περίπτωση η 

προθυμοσίνη  α  μπορεί ν α  ρυθμίζει την διαπερατότητα της μ ιτοχονδριακής μεμβράνης 

γ ια  το κυτόχρωμα c είτε άμεσα, είτε έμμεσα μέσω επαγωγής της έκφρασης γονιδίω ν της 

οικογένειας bcl-2, όπως συμβαίνει στην περίπτωση του μεταγραφικού παράγοντα 

NFkB, ο  οποίος επάγει θετικά την έκφραση της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-x (Bui 

e t al., 2001). Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε γ ια  πρώτη φορά η έκφραση της
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προθυμοσίνης α  σε σχέση με την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bax και την  αντι- 

αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-Z Σε όλους τους ιστολσγικοϋς τόπους και ειδικότερα στα 

καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα του θυρεοειδούς παρατηρήθηκε θετική 

συσχέτιση μεταξύ των πρωτεϊνών προθυμοσίνη α και Bcl-Z Λ αμβάνοντας υ π ό ψ ιν  τα  

παραπάνω, μπορούμε να υποθέσουμε ότι η προθυμοσίνη α α ν α σ τ έ λ λ ε ι  έμμεσα το ν  

σχηματισμό του αποπτω σω ματίοο  πιθανότατα  μέσω επ α γω γή ς τη ς έκ φ ρ α σ η ς τη ς  

αντι-αποπτω τικής πρω τεΐνης Be 1-2, η οποία  παρεμ πόδιζα  την απελευθέρωση του 

κυτοχρώματος c στο κυτταρόπλασμα σταθεροποιώντας τους πόρους της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης (ΣΧΗΜΑ 17).

Ο  μεταγραφικός παράγοντας E2F-1 εμπλέκεται στον παθογενετικό δρόμο 

cyciin /C dk /R b  (Sears and Nevins, 2002). Η φωοφορυλίωση της πρω τεΐνης του 

ρετινοβλαστώματος (Rb) από  τις κυκλίνες D και Ε μέσω τω ν αντίστοιχω ν κινααώ ν 

οδηγεί σε ενεργοποίηση του E2F-1 με άμεσο αποτέλεσμα την είσοδο των κυττάρων στην 

S φάση του κύκλου (Johnson et ai., 1994, Degregori e t al., 1995). Η έκφραση του 

παράγοντα  E2F-1 επάγει την κακοήθη εξαλλαγή ινοβλασπκώ ν κυττάρων (Johnson et 

al., 1993), ενώ αυξημένα επίπεδα mRNA και πρωτεΐνης παρατηρούντα ι σε καρκινπκσύς 

ιστούς του στομάχου, του παχέως εντέρου (Suzuki e t al., 1999) και του μαστού (Zhang 

et al., 2000) καθώς και σε μη-H odgkin λεμφώματα (Lai e t al., 1998). Π ρόσφατες 

ανοσοϊστοχημικές μελέτες έδειξαν ότι ο  E2F-1 υπερκφράζεται σε καλοήθεις και 

κακοήθεις υπερπλασίες του θυρεοειδούς αδένα σε σχέση με τον φυσιολογικό ιστό (Saiz 

et al., 2002, Voiante e t al., 2002).

Στην παρούσα εργασία παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση τω ν  

επ ιπ έδ ω ν  του E2F-1 στα καλά  δ ια φ ορ οπο ιη μ ένα  κ α ρ κ ινώ μ α τα  κ α ι σ τ α  θυ λα κ ιώ δη  

αδενώ ματα  του θυρεοειδούς σε σχέση με τη ν  απλή  οζώ δη  βρογχοκήλη  κ α ι το ν  

φ υσ ιολογικό  ιστό. Σημαντική δ ιαφ ορά  στην έκφραση βρέθηκε επ ιπλέον στα 

νεοπλάσματα του αδένα (καρκινώματα και αδενώματα). Το γεγονός αυτό  αποκτά  

κλινική σημασία στην διαφοροδιάγνω ση τω ν νεοπλασιών του αδένα  και ιδ ια ίτερα  

ανάμεσα στο θυλακιώδες αδένω μα α πό  το αντίστοιχο καρκίνω μα. Τ α π α ρ α π ά νω  

δείχνουν ότι τα  επ ίπεδα  του  E2F-1 α ντ ικ α το π τρ ίζο υ ν  τη ν  ικ α νό τη τα  

πολλαπλασιασμού τω ν  θολα κ ιω δώ ν κυττάρω ν, γεγονός που ενισχύεται α π ό  τη ν
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θετική συσχέτιση που παρατηρήθηκε ανάμεσα στη έκφραση του E2F-1 και στον δείκτη 

πολλαπλασιασμού Ki-67.

Αποτελέσματα σημαντικώ ν μελετών έδειξαν ότι ο μεταγραφικός παράγοντας E2F-1 

επάγει την απόπτωση είτε απευθείας μέσω ενεργοποίησης του γονιδ ίου  ρ53 (Wu and 

Levine, 1994, Kowalik et al., 1995) είτε ανεξάρτητα από  τον παθογενετικό δρόμο του 

ρ53 (H oknberg  et al., 1998, Flores et al., 2002, Tanaka et al., 2002). Δείξαμε ότι η 

έκφραση του E2F-1 συσχετίζεται με τον  βαθμό απόπτωσης των θυλακιωδών κυττάρων. 

Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε θετική συσχέτιση μεταξύ της προ-αποπτω τικής πρωτεΐνης 

Bax με τη ν  έκφραση τω ν πρω τεϊνώ ν E2F-1 κα ι ρ53. Ο  αποπτωτικός δρόμος E 2F-l/p53 

περ ιλαμβάνει αρχικά  την ενεργοποίηση του γονιδ ίου  ρ53 από τον E2F-1 (Kowalik et 

al., 1995) κα ι στην συνέχεια την επαγωγή της έκφρασης της προ-αποπτωτικής 

πρω τεΐνης Bax από το γον ίδ ιο  ρ53 (Selvankum aran et al., 1994). Στην συγκεκριμένη 

μελέτη, ο ι πρωτεΐνες E2F-1 κα ι ρ53 δεν συσχετίστηκαν μεταξύ τους, ενώ όπως ήταν 

αναμενόμενο (M oore e t al., 1998, Puglisi e t al., 2000) η πλειονότητα των περιπτώσεων 

που μελετήθηκαν (καλοήθεις κα ι κακοήθεις) βρέθηκε αρνητική γ ια  έκφραση της 

πρω τεΐνης ρ53. Α νοσοϊστοχημικά το γον ίδ ιο  ρ53 εκφράζεται σε υψ ηλά  επίπεδα κυρίως 

στα αδ ια φ οροπο ίη τα  καρκινώ ματα  (Pollina e t al., 1996, Puglisi et al., 2000) και συνήθως 

ανιχνεύετα ι η ανενεργός μεταλλαγμένη πρωτεΐνη η οπο ία  εμφανίζει μεγαλύτερο χρόνο  

ημίσειας ζωής σε σχέση με την φυσιολογική (Levine e t al., 1991, Battifora et al., 1994). 

Τα πα ρ α π ά νω  ευρήματα μας οδηγούν στην υπόθεση ότι η επαγόμενη  από  τον  E2F-1 

α πόπτω σ η , ανεξάρτητα  από το ν  παθογενετικό  δρόμο του ρ53, π ιθανότατα  σχετίζετα ι 

με άμεση ενεργοποίηση  του προ-α ποπτω τικού  γον ιδ ίου  bax (ΣΧΗΜΑ 17). 

Π ρόσφατες μελέτες με DNA μικροσυστοιχίες (m icroarrays) έδειξαν ότι ο E2F-1 επάγει 

τη ν  έκφραση τω ν προ-αποπτω τικώ ν γονιδ ίω ν Bok, Bad, Bak και Bidl της οικογένειας 

Bcl-2 (Ma e t al., 2002, Polager e t al., 2002, Stanelle et al., 2002) και ενισχύουν την 

υπόθεση της παρούσας μελέτης.

Ο ι π ρ ω τε ΐνες  Bcl-2 κ α ι Bax σχηματίζουν ομοδιμερή και ετεροδιμερή στην 

εξωτερική μεμβράνη τω ν μ ιτοχονδρίω ν κα ι η σχετική αναλογία  (Bcl-2/ Bax, Bcl-2/Bcl-2 

και Bax/Bax) λειτουργεί σαν ένα είδος ενδοκυττάριου ρεοστάτη που ρυθμίζει την 

δ ιαπερατότητα της μεμβράνης γ ια  τους προ-αποπτωτικούς παράγοντες κυτόχρωμα c
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ΣΧΗΜΑ 17. Μηχανισμοί ρύθμισης της απόπτωσης και του κυτταρικού πολλαπλασιασμού από 

τους μεταγραφικούς παράγοντες προθυμοσίνη α, ρ53, E2F-1 και c-myc. Τα αποτελέσματα της 

παρούσας μελέτης απεικονίζονται με τα διακοπτόμενα βέλη. Η προθυμοσίνη α αναστέλλει τον 

σχηματισμό του αποπτωσωματίου (Jiang et al., 2003) πιθανότατα μέσω επαγωγής της έκφρασης 

της ανπ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bd-2, η οποία αναστέλλει την απελευθέρωση του 

κυτοχρώματος c από τα μιτοχόνδρια. Η επαγόμενη από τον E2F-1 απόπτωση σε κύτταρα τα 

οποία δεν εκφράζουν την πρωτεΐνη ρ53 πιθανότατα σχετίζεται με απευθείας ενεργοποίηση του 

γονιδίου bax.
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και S m ac/ DIABLO (O ltvai e t al., 1993, Kluck e t al., 1997, G ross et al., 1999, Sun e t al., 

2002). Η  αντι-αποπτω τική  δράση της πρωτεΐνης Bcl-2 οφείλεται στο γεγονός ότι 

σταθεροποιεί την μ ιτοχονδρακή μεμβράνη κα ι δεν επιτρέπει την έξοδο των ανωτέρω 

π α ρ α γόντω ν  στο κυτταρόπλασμα, σε αντίθεση με την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bax 

(Tao et al., 1998, G oldstein  et al., 2000, A ntonsson et al., 2001, D egenhardt et al., 2002).

Σ την παρούσα  μελέτη δείξαμε ότι η πρω τεΐνη  Bcl-2 εκ φ ρ ά ζετα ι σε υ ψ η λά  επ ίπεδα  

σ τον  φ υσ ιολογ ικό  ιστό, στην απλή  οζώ δη  βρογχοκήλη, στα θυλακιώ δη  αδενώ ματα  

κ α ι στα κα λά  δ ια φ ο ρ ο π ο ιη μ ένα  κ α ρ κ ινώ μ α τα  του αδένα, γεγονός που  εξηγεί τον  

πολύ  χαμ ηλό  α π ο π τω τικ ό  δείκτη  που προσδιορ ίσ τηκε στους συγκεκρ ιμ ένους 

ισ τολ ογ ικ ού ς τό π ο υ ς  κ α ι κ α τα δυ κ νε ίε ι τη ν  ισχυρή α ντι-α ποπτω τική  δράση τη ς 

π ρ ω τε ΐνη ς . Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώ νουν προηγούμενες μελέτες της διεθνούς 

β ιβλ ιογραφ ία ς (Pollina e t al., 1996, Sreelenkha e t al., 2000).

Η  προ-αποπτω τική  πρωτεΐνη Bax βρέθηκε ότι δεν εκφράζεται στον φυσιολογικό 

θυρεοειδικό ιστό, ενώ θετική ανοσοαντίδραση παρατηρήθηκε στο 30% των 

περιπτώσεων της α πλής οζώδους βρογχοκήλης, στο 70% τω ν αδενωμάτων και στο 

72.72% τω ν καρκινω μάτω ν. Η  σ τατιστικά  σημαντική  αύξηση τη ς  έκφ ρα σ η ς του Bax 

στα  νεοπλά σ μ α τα  του  α δένα  μ π ο ρ εί ν α  δ ικα ιολογή σ ει τη ν  ή π ια  αύξηση του 

α π ο π τω τικ ο ΰ  δε ίκ τη  π ο υ  παρατηρήθηκε σ τις περ ιπ τώ σ εις  αυτές. Η  αύξηση του 

ποσοστού έκφρασης του Bax σ α ς  πα ραπάνω  περιπτώσεις π ιθανότατα σχετίζεται με τον 

βαθμό διαφ οροποίησης τω ν θυλακιωδών κυττάρων. Π ροηγούμενες μελέτες σχετικά με 

τη ν  έκφραση του Bax οδήγησαν σε αντιφ ατικά  συμπεράσματα. Ο ι Farid et al. (2001) 

έδειξαν ότι η πρωτεΐνη δεν εκφράζεται στα καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα, 

γεγονός που έρχεται σε αντίθεση με τις μελέτες τω ν Branet et al. (1996) κα ι H erm ann et 

al. (2001) τω ν οποίω ν τα  αποτελέσματα συμφωνούν με αυτά της παρούσας εργασίας.

Ε ίνα ι σημαντικό ν α  τονιστεί ότι σε όλους τους παθολογικούς τύπους που 

μελετήθηκαν η έκφ ραση  τη ς  πρ ω τεΐνη ς Bcl-2 υπερείχε τη ς αντίστο ιχης του Bax και ο 

λόγος B cl-^B ax βρέθηκε υψηλός στον φυσιολογικό αδένα, χαμηλός στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη κα ι χαμηλότερος στα αδενώματα και καρκινώματα. Ωστόσο η διαφορά 

αυτή δεν ήταν στατιστικά σημαντική ώστε να  αποτελέσει κριτήριο διαφοροδιάγνωσης 

μεταξύ τω ν πα ραπάνω  ιστολογικών τύπων.
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Η  στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έδειξε μ ια  θετική συσχέτιση ανάμεσα 

στην έκφραση των πρωτεϊνών Bcl-2 και Bax στα καλά διαφ οροποιημένα  καρκινώματα. 

Ο  μηχανισμός με τον οποίο οι δύο πρωτεΐνες ανταγω νίζοντα ι μεταξύ τους και 

σχηματίζουν ομοδιμερή και ετεροόιμερή στην εξωτερική μεμβράνη των μ ιτοχονδρίω ν 

δεν είναι γνωστός. Π ιθανότατα αυτό καθορίζεται α π ό  μεταγραφικούς παράγοντες που 

επάγουν ή αναστέλλουν την έκφραση των δύο πρωτεϊνών, όπως συμβαίνει με το  

γονίδιο ρ53 (Seivankum aran et a l ,  1994).

Σ υμπερασματικά θα μπορούσε να  λεχθεί:

1. Η  προθυμοσίνη α  και η παραθυμοσίνη υπερεκφράζσνται στην απλή  οζώδη 

βρογχοκήλη σε σχέση με τον φυσιολογικό θυρεοειδικό ιστό, γεγονός που  συνδέεται 

άμεσα με την ικανότητα πολλαπλασιασμού των θυλακιωδών κυττάρων.

2  Η προθυμοσίνη α υπερεκφράζεται στις καλοήθεις και κακοήθης βλάβες του αδένα  

σε σχέση με τον φυσιολογικό θυρεοειδικό ιστό. Ωστόσο, τα επίπεδα της πρω τεΐνης 

δεν αποτελούν διαφοροδιαγνω στικό δείκτη ανάμεσα στις παθήσεις αυτές.

3. Η  προθυμοσίνη α  υπερεκφράζεται σε ενεργοποιημένα κενοτοπιώδη θυλάκια  στην 

απλή οζώδη βρογχοκήλη, γεγονός που π ιθανότατα  συνδέεται με θετική ρύθμιση της 

έκφρασης γονιδ ίω ν που σχετίζονται με την βιοσύνθεση τω ν θυρεοαδικώ ν ορμονώ ν.

4. Η  προθυμοσίνη α  αναστέλλει έμμεσα τον σχηματισμό του αποπτω σω ματίου, 

πιθανότατα μέσω επαγω γής της έκφρασης της αντι-αποπτω τικής πρωτεΐνης Bd-2.

5. Η  προθυμοσίνη α  επά γει το ν  πολλαπλασιασμό κ α ι αναστέλλει τη ν  α πόπτω σ η  

τω ν  θυλα κ ιω δω ν κυττάρω ν, π ρ ο ά γω ντα ς  τη ν  συνεχή  α νά πτυξη  τ ω ν  

θυρεοειδ ικώ ν όζω ν.

,-, -ίΒΛ/ο̂
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5. Π Ε Ρ ΙΛ Η Ψ Ε ΙΣ

5.1 . Περίληψ η στα Ελληνιχά .

Ο  Ρ Ο Λ Ο Σ  Τ Η Σ  Π Ρ Ο Θ Υ Μ Ο Σ ΙΝ Η Σ  α Σ Τ Ο Ν  Π Ο Λ Λ Α Π Λ Α Σ ΙΑ Σ Μ Ο  

Κ Α Ι Σ Τ Η Ν  Α Π Ο Π Τ Ω Σ Η  Τ Ο Υ  Θ Υ Ρ Ε Ο Ε ΙΔ Ο Υ Σ  Α Δ Ε Ν Α

Κ Ω Ν Σ Τ Α Ν Τ ΙΝ Ο Σ  IL  Λ Ε Τ Σ Α Σ , ΙΑ Τ Ρ Ο Σ  

Δ ΙΔ Α Κ Τ Ο Ρ ΙΚ Η  Δ ΙΑ Τ Ρ ΙΒ Η

Η  προθυμοσίνη α είναι μια μικρή/ όξινη, πυρηνική ογκο-πρω τείνη με χαρακτήρες 

μεταγραφικοό παράγοντα που εμπλέκεται τόσο στην ρύθμιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού όσο και της αποπτωτικής διαδικασίας, Η  έκφραση του γονιδίου της 

προθυμοσίνης α επάγεται από τους παράγοντες c-m yc και E2F-1 και καταστέλλεται 

από την πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη ρ53. Ο  ενδοκυττάριος ρόλος της πρωτεΐνης είνα ι 

στενά συνδεδεμένος με την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου και τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό. Η  έκφραση της πρωτεΐνης επάγεται σε συνθήκες κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού σε καλλιέργειες Ν ΙΗ 3 Τ3  ινοβλαστών, Τ-λεμφ οκυττάρω ν και 

ηπατοκυττάρων. Η  μιτωτική διαδικασία αναστέλλεται στην κυτταρική σειρά 

ανθρώπινου μυελώματος RPM I 8226 όταν προστεθεί στο θρεπτικό μέσο καλλιέργειας 

μίγμα από τέσσερα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (antisense) συμπληρω ματικά σε 

περιοχές του m R N A  της προθυμοσίνης α. Τα  επίπεδα της προθυμοσίνης α έχουν βρεθεί 

αυξημένα σε ταχέως αναπτυσσόμενους φυσιολογικούς ιστούς καθώς κα ι σε 

καρκινικοΰς ιστούς του μαστού, του εντέρου, του ήπατος και του πνεύμονα.

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η προθυμοσίνη α είνα ι ισχυρός αναστολέας της 

αποπτωτικής διαδυαισίας. Π ιο  συγκεκριμένα, η πρωτεΐνη αναστέλλει τον σχηματισμό 

του συμπλόκου (αποπτωσωμάτιο) μεταξύ του παράγοντα Apaf-1 (apoptotic protease 

activator factor-1) και του κυτοχρώματος c, το οποίο είνα ι υπεύθυνο για  την 

ενεργοποίηση της πρωτεάσης-caspase 9.

Η  παραθυμοσίνη είναι μια μικρή, όξινη πρωτεΐνη που παρουσιάζει σημαντική 

ομολογία και κοινά χαρακτηριστικά με τη ν προθυμοσίνη α. Τ α  δεδομένα για  τη ν
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συμμετοχή της παραθυμοσ ίνης στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό είναι περιορισμένα. 

Α υξημένα επ ίπεδα  της πρω τεΐνης έχουν ανιχνευθεί σε καρκινικούς ιστούς εντέρου και 

μαστού. Η  παραθυμοσίνη  θεωρήθηκε ότι επιταχύνει τις διαδικασίες του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού μέσω αναστολής του συμπλέγματος του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδώ ν σε ηπατοκύτταρα επίμυος.

Η  απλή οζώδης βρογχοκήλη χαρακτηρίζεται από καλοήθη υπερπλασία των 

θυλακιω δώ ν κυττάρων, ως αποτέλεσμα του χρόνιου  ερεθισμού του αδένα από την 

θυρεοειδοτρόπο ορμόνη (TSH), ανεξάρτητα από την αρχική αιτία  (ιωδοπενία, 

δυσορμονογένεση). Η  συχνότητα εμφάνισης της οζώδους βρογχοκήλης στην περιοχή 

της Η πείρου είνα ι πολύ υψηλή (21%) σε αντίθεση με τον γενικό πληθυσμό (4-5%). Ο 

κα ρκ ίνος του θυρεοειδούς αδένα  αποτελεί την συχνότερη ενδοκρινική νεοπλασία. Η 

συχνότητά  του ανέρχεται στο 0.6% και 1.6% του συνόλου των νεοπλασμάτων στους 

ά νδρες κα ι στις γυνα ίκες αντίστοιχα. Η  α ιτιολογία  του καρκίνου του θυρεοειδούς 

α δένα  παραμ ένει κατά  το πλείστον αδιευκρίνιστη. Σήμερα πιστεύεται ότι 

περ ιβαλλοντικο ί κα ι γενετικοί παράγοντες δρούν συνεργικά γ ια  την κακοήθη 

εξαλλαγή τω ν θυλακιω δώ ν κυττάρω ν του αδένα.

Σ την παρούσα  εργασ ία  μελετήθηκε γ ια  πρώτη φορά η έκφραση των γονιδίω ν της 

προθυμοσ ίνης α  κα ι της παραθυμοσίνης σε θυλακιώδη κύτταρα θυρεοειδούς αδένα που 

ελήφθησαν με παρακέντηση με λεπτή βελόνη (fine-needle aspiration, FNA) από 

ασθενείς με απλή οζώδη βρογχοκήλη. Τα επίπεδα mRNA των δύο πρωτεϊνών 

προσδιορίστηκαν με ημι-ποσοστική αντίδραση RT-PCR ενός βήματος κατά την 

εκθετική φάση ενίσχυσης του προϊόντος.

Τα αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν ότι τα  επίπεδα mRNA της προθυμοσίνης α  

κα ι της παραθυμοσίνης ε ίνα ι αυξημένα στην απλή οζώδη βρογχοκήλη σε σχέση με τον 

φυσιολογικό θυρεοειδικό ιστό, γεγονός που συνδέεται άμεσα με την ικανότητα 

πολλαπλασιασμού τω ν θυλακιωδών κυττάρων. Τα επίπεδα της προθυμοσίνης α 

ακολουθούν τα  αντίστοιχα  της παραθυμοσίνης σε όλες τις περιπτώσεις που 

μελετήθηκαν, γεγονός που πιθανότατα σχετίζεται κοινό μηχανισμό δράσης των δύο 

πρωτεϊνών. Η  έκφραση της προθυμοσίνης α  μελετήθηκε επιπλέον σε ιστολογικές τομές 

π α ρ α φ ίνη ς από κακοήθη νεοπλάσματα του θυρεοειδούς αδένα, από τις οποίες 

απομονώθηκε επιτυχώς ολικό RNA. Τα επίπεδα mRNA της προθυμοσίνης α στον
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καρκίνο τοο θυρεοειδούς μετρήθηκαν σημαντικά υψηλότερα σε σχέση με τον 

φυσιολογικό ιστό, γεγονός που σχετίζεται με τη ν αύξηση του πολλαπλασιασμού των 

θυλακιωδών κυττάρων του αδένα.

Στη ν συνέχεια, τα δείγματα F N A  των ασθενών με απλή οζώδη βρογχοκήλη 

διερευνήθηκαν με την τεχνική της ανάλυσης της διαμόρφωσης της μονόκλωνης δομής 

του D N A  (Single Strand Conform ation Polym orphism , S5CP) για  την ύπαρξη 

πολυμορφισμών του γονιδίου της προθυμοσίνης α. Η  προθυμοσίνη α κωδικοποιείται 

από μια οικογένεια έξι γονιδίω ν από τα οποία το ένα είναι λειτουργικό ενώ τα άλλα 

πέντε στερούνται ιντρονίω ν και χαρακτηρίζονται ως ψευδογονίδια. Επιπλέον, λόγω 

εναλλακτικού ματίσματος (alternative splicing) προκύπτουν δύο διαφορετικά m R N A  

της προθυμοσίνης α σε α ναλογία  9:1. Υπό τις συνθήκες που διεξήχθη η πειραματική 

διαδικασία της SSCP δεν παρατηρήθηκαν πολυμορφισμοί του γονιδίου της 

προθυμοσίνης α στην απλή οζώδη βρογχοκήλη.

Ακολούθως, η μελέτη της έκφρασης της προθυμοσίνης α πραγματοποιήθηκε με 

συναγωνιστική ανοσοπροσροφητική μέθοδο (com petitive inhibition E L IS A ) υψηλής 

ευαισθησίας και ειδικότητας με την χρήση αντισώματος έναντι του καρβοξυτελυιού 

άκρου της πρωτεΐνης (87-109 αμινοξέα). Τ α  επίπεδα της προθυμοσίνης α 

προσδιορίστηκαν αρχικά στον ορό υγιώ ν ατόμων και ασθενών με απλή οζώδη 

βρογχοκήλη και βρέθηκαν να  κυμαίνονται στα ίδια επίπεδα. Πρέπει να αναφερθεί ότι 

όλοι οι ασθενείς ήταν αρνητικοί για  αντιθυρεοειδικά αντισώματα (a n ti-TS H , a n ti-TP O ), 

οπότε ένας πιθανός εξωκυττάριος ανοσορρυθμιστικός ρόλος της προθυμοσίνης α δεν 

μπορεί να αποκλειστεί για  την συγκεκριμένη νόσο. Σ τη ν  συνέχεια η συγκέντρωση της 

προθυμοσίνης α προσδιορίστηκε σε εκχυλίσματα θυρεοειδικού ιστού από αοθενείς με 

απλή οζώδη βρογχοκήλη, θυλακιώδες αδένωμα και καλά διαφοροποιημένο 

καρκίνωμα. Διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα της προθυμοσίνης α δεν διέφεραν σημαντικά 

ανάμεσα στις καλοήθεις και κακοήθεις βλάβες του αδένα. Τ α  αποτελέσματα αυτά 

έρχονται σε πλήρη συμφωνία με τα αντίστοιχα της ανοσοϊστοχημικής μελέτης και 

μπορεί να δικαιολογηθούν από τον πολύ χαμηλό δείκτη πολλαπλασιασμού των 

θυλακιωδών κυττάρων στις συγκεκριμένες νόσους. Μ ε βάση τα παραπάνω θα 

μπορούσαμε να  πούμε ότι τα  επίπεδα της προθυμοσίνης α δεν αποτελούν

b
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δ ια φ ο ρ ο δ ια γνω σ π κ ό  δείκτη ανάμεσα στις καλοήθεις και κακοήθεις παθήσεις του 

θυρεοειδούς αδένα.

Ο  πολλαπλασιασμός και η απόπτωση τω ν θυλακιωδών κυττάρων του θυρεοειδούς 

διερευνήθηκαν σε σχέση με την ανοσοϊστοχημική έκφραση των μεταγραφικών 

πα ραγόντω ν προθυμοσίνη  α, E2F-1 κα ι ρ53 κα ι τω ν αποπτω τικώ ν πρωτεϊνών Bcl-2 και 

Bax, σε μ ια  σειρά α πό  ιστολογικές τομές παραφ ίνης, που περιελάμβανε περιπτώσεις 

φ υσιολογικού ιστού, απλής οζώδους βρογχοκήλης, θυλακιώδους αδενώματος και καλά 

δ ιαφ οροποιημένου  καρκινώ ματος. Η  ικανότητα  πολλαπλασιασμού των κυττάρων 

εκτιμήθηκε σε σχέση με τη ν  έκφραση του αντιγόνου  Ki-67. Η  in  situ ανίχνευση των 

αποπτω τικώ ν κυττάρω ν πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο TUNEL.

Ο ι δείκτες πολλαπλασιασμού κα ι απόπτω σης τω ν θυλακιωδών κυττάρων βρέθηκαν 

πολύ χαμηλοί σε όλους τους ιστολογικούς τύπους μελετήθηκαν. Στατιστικά σημαντική 

αύξηση τω ν δεικτώ ν παρατηρήθηκε στα καλά  διαφοροποιημένα  καρκινώματα του 

α δένα  σε σχέση με το ν  φυσιολογικό ιστό, την  απλή οζώδη βρογχοκήλη και τα 

θυλακιώδη αδενώ ματα, γεγονός που έρχεται σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες.

Η  έκφραση της προθυμοσ ίνης α  βρέθηκε σημαντικά αυξημένη στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη, στα θυλακιώδη αδενώ ματα  κα ι στα καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα 

του α δένα  σε σχέση με το ν  φυσιολογικό ιστό. Η  αύξηση τω ν επιπέδων της πρωτεΐνης 

στην απλή οζώδη βρογχοκήλη επιβεβαιώ νει τα  αποτελέσματα της μελέτης της ημι- 

ποσοτικής RT-PCR. Δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές της 

έκφρασης της προθυμοσ ίνης α ανάμεσα στις οπερπλαστικές και νεοπλασματικές 

βλάβες του αδένα, γεγονός που  έρχεται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα της 

ανοσοπροσροφητικής μέτρησης κα ι μπορεί ν α  εξηγηθεί με βάση τον χαμηλό δείκτη 

πολλαπλασιασμού τω ν κυττάρω ν στις περιπτώσεις αυτές. Η  προθυμοσίνη α βρέθηκε να 

υπερεκφράζεται σε ενεργοποιημένα  κενοτοπιώδη θυλάκια στην απλή οζώδη 

βρογχοκήλη, γεγονός που π ιθανότατα  συνδέεται με θετική ρύθμιση της έκφρασης 

γον ιδ ίω ν  που σχετίζονται με τη ν  βιοσύνθεση τω ν θυρεοειδικών ορμονών.

Ακολούθως διερευνήθηκε γ ια  πρώτη φορά η έκφραση της προθυμοσίνης α σε σχέση 

με την προ-αποπτω τική πρωτεΐνη Bax και την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2. Σε 

όλους τους ιστολογικούς τύπους και ειδικότερα στα καλά διαφοροποιημένα 

καρκινώ ματα  του θυρεοειδούς παρατηρήθηκε θετική συσχέτιση μεταξύ των πρωτεϊνών
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προθυμοσίνη α και Bd-2. Λαμβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω, μπορούμε να  

υποθέσουμε ότι η προθυμοσίνη α αναστέλλει έμμεσα τον σχηματισμό του 

αποπτωσωματίου πιθανότατα μέσω επαγωγής της έκφρασης της ανη-αποπτω τικής 

πρωτεΐνης Bd-2, η οποία παρεμποδίζει την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c στο 

κυτταρόπλασμα σταθεροποιώντας τους πόρους της μιτοχονδριακής μεμβράνης.

Ο  μεταγραφικός παράγοντας E2F-1 εμπλέκεται στην ρύθμιση της έκφρασης 

γονιδίω ν που συμμετέχουν τόσο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό όσο και στην 

απόπτωση. Στη ν παρούσα ανοσοϊστοχημική μελέτη διαπιστώθηκε σημαντική αύξηση 

των επιπέδων του E2F-1 στον καρκίνο του θυρεοειδούς σε σχέση με το θυλακιώδες 

αδένωμα, τη ν απλή οζώδη βρογχοκήλη και τον φυσιολογικό ιστό. Τ ο  γεγονός αυτό 

αποκτά κλινική σημασία στην διαφοροδιάγνωση των νεοπλασιών του αδένα και 

ιδιαίτερα ανάμεσα στο θυλακιώδες αδένωμα από το αντίστοιχο καρκίνωμα. Ο  

παράγοντας E2F-1 επάγει την διαδικασία της απόπτωσης είτε απευθείας μέσω 

ενεργοποίησης του γονιδίου ρ53 είτε ανεξάρτητα από τον παθογενετικό δρόμο του ρ53. 

Τα  αποτελέσματα της εργασίας οδήγησαν στην υπόθεση ότι η επαγόμενη από τον E2F- 

1 απόπτωση, ανεξάρτητα από τον παθογενεπκό δρόμο του ρ53, πιθανότατα σχετίζεται 

με άμεση ενεργοποίηση του προ-αποπτωτικσύ γονιδίου bax.

Συμπερασματικά, θα μπορούσε να λεχθεί ότι η προθυμοσίνη α επάγει το ν 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό και αναστέλλει την απόπτωση των θυλακιώδων κυττάρων, 

προάγωντας την συνεχή ανάπτυξη των νεοπλασιών του θυρεοειδούς αδένα. Η  

διερεύνηση του ενδοκυττάριου ρόλου της προθυμοσίνης α και ειδικότερα η συμμετοχή 

της στην ρύθμιση της αποπτωτικής διαδικασίας, αποτελεί ένα ελκυστικό πεδίο 

μελλοντικής έρευνας. "
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5 .2 . Π ερ ίλ η ψ η  στα Α γγλικά .

SUMMARY

THE ROLE OF PROTHYMOSIN a IN PROLIFERATION AND APOPTOSIS

OF HUMAN THYROID DISEASES

KONSTANTINOS P. LETSAS, MD

DOCTORATE THESIS

P ro thym osin  a  an d  para thym osin  are  tw o sm all acidic nuclear and  highly 

hom ology proteins, initially isolated from  ra t thym us. Both polypeptides are 

evolu tionary  conserved an d  w idely  d istribu ted  w ith in  m am m alian tissues, indicating 

an  essential biological role. The d istribu tion  of P roT a and  ParaT in  the nucleus has 

been rela ted  to transcrip tion  an d  replication sites, respectively, w hile both proteins 

have been found  to  in teract w ith  histone H I, indicating a role in chrom atin rem odeling.

A ccum ulating d a ta  have dem onstra ted  tha t pro thym osin  a  and  parathym osin are 

involved in  cell cycle p rogression  and  proliferation. Prothym osin a  gene expression is 

up regu la ted  by c-m yc and  E2F-1 transcrip tion factors as well as by hum an papillom a 

v iru s type 16 E6 oncogene, and  dow nregulated  by p53 tum or suppressor protein, 

suggesting  a crucial involvem ent in cell proliferation m achinery. Prothym osin a  

m RN A  levels are  increased du rin g  the G l-S  transition of the cell cycle, while 

abrogation  of p ro thym osin  a  synthesis by antisense oligonucleotides led to cell division 

a rrest in m yelom a cells. Prothym osin  a  transcripts are induced upon grow th 

stim ulation  of resting  lym phocytes, NIH3T3 fibroblasts, thymocytes and hepatocytes 

d u rin g  liver regeneration. The pro tein  has been reported as an  oncoprotein inducing 

transform ation in roden t fibroblasts. Sim ilarly to other transcriptions factors, 

pro thym osin  a  levels have been found elevated in several m alignant tissues, including 

colon, hepatocellular, breast, and  lung cancer, and  therefore, a participation in 

carcinogenesis appears to be quite possible. Parathym osin levels as determ ined by
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radioimmunoassays were found elevated in breast and colon cancer in relation to the 

neighbouring normal tissues. Moreover, para thymosin has been suggested to accelerate 

the proliferation process by inhibiting glucocorticoid action.

Prothymosin a has been recently linked with programmed cell death. The protein 

has been suggested as an anti-apoptotic factor that negatively regulates caspase-9 

activation by inhibition of apoptosome formation (Apaf-1/ cytochrome c complex). 

Prothymosin a gene is upregulated in the early stages of retinoic acid-induced 

apoptosis in T-cell lymphoma cells, while inhibition of prothymosin a  synthesis by 

antisense oligonucleotides induces apoptosis in HL-60 cells.

Human simple non-toxic nodular goiter is characterized by focal hyperplasia and 

hypertrophy of follicular thyroid cells. In northwestern Greece, the incidence of the 

disease is over 20%, mostly due to iodine deficiency. The development of simple 

nodular goiter, either endemic or sporadic, has been suggested to be the result of 

complex interactions between genetic, environmental and endogenous factors. In 

family studies, a variety of genes have been implicated in goitrogenesis, such as the 

thyroglobulin gene, the thyroid-stimulating hormone receptor gene, the Na+/I- 

symporter gene, and the multinodular goiter marker-1 on chromosome 14. The 

importance of genetic factors is evident from the clustering of simple nodular goiter 

within families and from the higher concordance rate in monozygotic than in dizygotic 

twins. On molecular basis the aetiology of simple nodular goiter still remains obscure. 

Cancer is a complex, multistep process, which in the case of thyroid neoplasms is not 

yet completely understood. Several genes have been proposed to implicate in the 

pathogenesis of thyroid carcinomas.

Prothymosin a  and parathymosin expression patterns have never been studied in 

thyroid proliferations. In the present study, using a semi-quantitative RT-PCR assay, 

we investigated prothymosin a  and parathymosin mRNAs expression pattern in 

thyroid follicular cells obtained from the remaining material within the needle used for 

fine-needle aspiration biopsy (FNAB)-based cytology examination of patients with 

simple nodular goiter. FNAB-based cytology of the thyroid gland has become an 

established and accurate diagnostic preoperative test that is routinely used as the first 

step in the evaluation of nodular thyroid disease. Although the method exhibits high
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specificity and  sensitivity, results m ight be non-diagnostic in a significant num ber of 

cases, usually  because of specim en inadequacy. Previous studies have dem onstrated 

that genetic analysis of FNABs by reverse-transcriptase polym erase chain reaction (RT- 

PCR) m ay contribute, in parallel to the cytology report, to a m ore precise diagnosis.

We found  tha t after cytological p reparation  of aspirates, the rem aining m aterial 

w ith in  the needle w as adequate  for RNA isolation and  RT-PCR am plification of 

p ro thym osin  a  and  parathvm osin  cDNA. Prothym osin a  and  parathym osin  levels w ere 

found elevated  in sim ple nodu lar goiter in relation to norm al thyroid tissue, and  m ay 

prov ide  an  objective m easure of thyroid  follicular cells proliferation activity. Previous 

stud ies have been  show n tha t the tw o polypeptides share a reciprocal tissue 

d istribution; p ro thym osin  a  is predom inantly  expressed in lym phoid tissues such as 

sp leen  and  thym us, w hile parathym osin  is m ainly expressed in non-lym phoid tissues 

such  as liver an d  kidney. W e show ed that parathym osin  is expressed in  h igher levels 

than  pro thym osin  a  in hum an  thyro id  tissue.

RT-PCR-SSCP genetic analysis of FNABs w as subsequently perform ed to 

investigate for polym orphism s of prothym osin  a  gene. The protein  is coded by a gene 

fam ily of six m em bers, one of w hich is functional g iving rise to tw o m RNA transcripts 

by a lternative splicing, w hile the other five are intronless and  characterized as 

pseudogenes. U nder the conditions tha t ou r m ethod was carried out, no 

polym orphism s of pro thym osin  a  cDNA fragm ents w ere detected in FNABs. Keeping 

in m ind  the sm all num ber of FNABs studied and  the reduced sensitivity of the m ethod 

for cDNA fragm ents over 200 bp, we evaluate ou r results as indicative of no 

polym orphism s of pro thym osin  a  gene in thyroid  tissue.

A highly  specific com petitive inhibition im m unosorbent assay (ELISA) was then 

developed  for quantitative determ ination of prothym osin a  in serum  sam ples and 

tissue extracts taken  from  patien ts w ith benign and  m alignant thyroid diseases. ELISA 

w as carried  o u t using  an  antibody against the C-term inal of prothym osin a  (87-109 

residues), w hich allow ed us to discrim inate ProTa from  T a l, the N H 2-term inal of 

pro thym osin  a  (1-28 residues). Previous studies, using antibodies against thym osin a l  

and  assum ing  a one to one correspondence betw een prothym osin a  and  thym osin a l ,  

have given conflicting data. No significant differences were observed in serum  levels
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; between simple nodular goiter patients and normal individuals. In tissue specimens,

| prothvmosin a was found to share a parallel expression profile in benign and

malignant lesions, and thus, could not be considered as a diagnostic marker for thyroid
!;;
I neoplasias.

I Apoptosis and proliferation were subsequently investigated in benign and

i malignant thyroid tissue sections in relation to transcription factors (prothymosin a,

I ; E2F-1, p53)-mediated expression of the pro- and anti-apoptotic proteins (Bd-2, Bax).

.? Proliferation index was determined bv Ki-67 immunoreactivitv. In situ detection of

apoptosis and determination of apoptotic index were carried out using the TUNEL 

method.

The proliferative activity of follicular cells in normal, hyperplastic and neoplastic 

thyroid histotypes was found very low. However, the growth activity was significantly 

j higher in carcinomas compared to other histological types. The apoptotic index was
ί
! also found very low in all histotypes studied, exhibiting a slightly higher extend in 

neoplastic lesions. The ratio between proliferation and apoptotic indices was ineffective 

in distinguishing between benign and well-differentiated malignant thyroid lesions.

* Prothymosin a immunoexpression was found elevated in goiters, follicular 

adenomas and well-differentiated carcinomas in relation to normal tissues. However, 

no significant differences of prothymosin a  immunoexpression were observed in 

benign and carcinomatous lesions. This fact could be explained by the low proliferative
j

activity of follicular cells in all histotypes studied, as assessed by Ki-67 expression. We 

1 also found that prothymosin a  is mainly expressed in activated vacuolated follicles in
ϊ
\ nodular goiter, and therefore may be implicated, as a transcription factor, in thyroid 

hormones synthesis. This hypothesis is strongly supported by the observation that 

prothymosin a  mRNA is induced in proliferating rat thyroid cells, upon thyroid 

stimulating hormone (TSH) stimulation.

Our results showed a direct correlation between prothymosin a  and the anti- 

apoptotic protein Bd-2 in well-differentiated carcinomas. Bd-2 survival factor can 

negatively modulate the formation of the apoptosome by blocking the release of 

cytochrome c from mitochondria. These data suggest that prothymosin a
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overexpression m ay p revent apoptosis and  p rom ote the developm ent and progression 

of thyroid  tum ors by inducing bcl-2 gene expression.

E2F-1 transcrip tion  factor couples cellular proliferation w ith  the induction of 

apoptosis via p53-dependent and  p53-independent pathw ays. O ur findings show ed 

th a t E2F-1 is overexpressed in  w ell-differentiated carcinom as and  follicular adenom as 

com pared  to goiters and  norm al tissues, an  even t possibly linked to thyroid  tum or 

developm ent. The direct correlation observed betw een proliferation index and E2F-1 

accum ulation  supports  the above hypothesis. M oreover, E2F-1 w as directly correlated 

w ith  apoptotic  index and  Bax im m unoexpression. C onsidering that the m ajority of 

benign  and  m alignant thyro id  lesions w ere negative for p53 expression w e suggest that 

E 2F-l-induced apoptosis via p53-independent pathw ays m ay be associated to direct 

transcrip tional activation of bax pro-apoptotic gene.

In conclusion, these d a ta  suggest tha t p ro thym osin  a  and  parathym osin  mRNA 

expression profile is associated w ith  the proliferation activity of thyroid  follicular cells. 

H ow ever, p ro thym osin  a  w as found  to share a sim ilar expression profile in benign and 

m alignan t thy ro id  diseases, as assessed by ELISA and  im m unohistochem istry, an  event 

possibly linked to the low  proliferative activity of follicular cells. Furtherm ore, we 

show ed  th a t p ro thym osin  a  m igh t prom ote  cell survival, and  therefore, the 

developm ent of thyroid  neoplasias th rough  the Bcl-2 anti-apoptotic pathw ay, while 

E 2F-l-induced apoptosis via p53-independent pathw ays m ay be associated to 

transcrip tional activation of bax pro-apoptotic gene. A dditional studies addressing the 

functional role of pro thym osin  a  and  parathym osin  are needed to gain further insight 

in to  the regulation  of proliferation and  apoptosis of thyroid  follicular cells.
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