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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Η παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Υγείας της Μητέρας, της 
Μαιευτικής και Γυναικολογικής Κλινικής του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαν- 
νίνων, με την επίβλεψη του Καθηγητή Δημητρίου Ε. Λώλη.

Το θέμα αφορά τη διερεύνηση του ενδεχόμενου ύπαρξης συσχέτισης μεταξύ των 
γονοτύπων που ευθύνονται γιά την αργή ακετυλίωση με αυξημένο κίνδυνο νόσησης 
από καρκίνο ουροδόχου κύστης. Στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν άτομα που προέρχο­
νταν από το χώρο ευθύνης του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων, δηλαδή 
την Ήπειρο και τη Δυτική Στερεά Ελλάδα. Τον πληθυσμό της μελέτης αποτέλεσαν 
άτομα που προσήλθαν στην Ουρολογική Κλινική του ίδιου Νοσοκομείου, είτε γιά 
αντιμετώπιση διάφορων μη κακοήθων νοσημάτων του ουροποιητικού (μάρτυρες) εί­
τε προκειμένου να υποβληθούν σε χειρουργική αντιμετώπιση καρκίνου ουροδόχου 
κύστης (ασθενείς).

Θα ήθελα να ευχαριστήσω:
Τον επιβλέποντα Καθηγητή Κο Δ.Ε. Λώλη, για την ευκαιρία που μου έδωσε να 

εργαστώ ερευνητικά στο χώρο της γενετικής.
Τον Επίκουρο Καθηγητή Κο Ξ. Γιαννακόπουλο, Διευθυντή της Ουρολογικής 

Κλινικής, για τη συνολική βοήθεια του στην εκπόνηση της μελέτης, ως μέλος της τρι­
μελούς συμβουλευτικής επιτροπής.

Τον Επίκουρο Καθηγητή Γενετικής Κο I. Γεωργίου, για την ανάθεση του θέμα­
τος και την καθοριστική καθοδήγησή του σε όλη τη διάρκεια της μελέτης.

.Τον Επίκουρο Καθηγητή της Υγιεινής Κο I. Αλαμάνο, για τη στατιστική επεξερ­
γασία των αποτελεσμάτων και την επιδημιολογική προσέγγιση του θέματος.

Τον Αναπληρωτή Καθηγητή Βιολογικής Χημείας Κο Σεφεριάδη Κωνσταντίνο, 
γιά τις χρήσιμες παρατηρήσεις του αναφορικά με τους χημικούς τύπους και τις αντι­
δράσεις που αναφέρονται στην εργασία.

Τον Κο Β. Κρανά, Βιολόγο, για τη βοήθειά του στην εξαγωγή DNA και στην επε­
ξεργασία της παρουσίασης των αποτελεσμάτων.

Την Κα Ε. Λογοθέτη, ιατρό, γιά την ουσιαστική βοήθειά της στην επιμέλεια του 
κειμένου και στο τελικό αποτέλεσμα.



Γ Ε Ν Ι Κ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ



15

fl. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΧΗΜΙΚΗΣ ΚΑΡΚΙΝΟΓΕΝΕΣΗΣ ΣΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ
ΤΗΣ ΟΥΡΟΔΟΧΟΥ ΚΥΣΤΗΣ

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης είναι ο τέταρτος συχνότερος τύπος καρκίνου 
στους άνδρες παγκοσμίως και η δεύτερη συχνότερη κακοήθεια του ουροποιογεννητι­
κού συστήματος στις ΗΠΑ1. Σύμφωνα με πρόσφατα επιδημιολογικά δεδομένα απο­
τελεί την έβδομη αιτία θανάτου στις Δυτικές χώρες2·3. Υπολογίζεται ότι η πιθανό­
τητα ανάπτϋξης καρκίνου της ουροδόχου κύστης κατά τη διάρκεια της ζωής ενός 
Καυκάσιου'στις ΗΠΑ είναι 3% και 1% γιά τους άνδρες και τις γυναίκες, αντιστοί- 
χως'.

Παρά την πεποίθηση πως πολλοί αιτιολογικοί παράγοντες εμπλέκονται στην 
καρκινογένεση του μεταβατικού επιθηλίου στην ουροδόχο κύστη, η κακοήθεια αυτή 
συνδέεται αιτιολογικά, σε μεγαλύτερο βαθμό από οποιοδήποτε άλλο νεόπλασμα, με 
την έκθεση σε χημικά καρκινογόνο. Οι πρώτες παρατηρήσεις αυτής της συσχέτισης 
έχουν ιστορία 100 ετών4, ενώ εκτιμήσεις μεγάλων επιδημιολογικών μελετών υπολο­
γίζουν ότι 60-70% των περιπτώσεων του καρκίνου της ΟΥΚ αποδίδονται στην έκ­
θεση σε συγκεκριμένα χημικά καρκινογόνο5.

Αναμφίβολα, κάθε προσπάθεια να εξηγήσουμε αιτιολογικά το σύνολο των περι­
πτώσεων του καρκίνου της ουροδόχου κύστης περιπλέκεται, από τη στιγμή που η 
καρκινογένεση στην ουροδόχο κύστη είναι μία σύνθετη, πολυσταδιακή διεργασία. 
Αυτό που γίνεται πλέον αποδεκτό από την πλειονότητα των ερευνητών είναι ότι η 
χρόνια έκθεση στα χημικά καρκινογόνο, αν και αποτελεί προϋπόθεση της εμφάνισης 
καρκίνου στην ουροδόχο κύστη, αδυνατεί να εξηγήσει όλες τις περιπτώσεις εμφάνι­
σης ιης νόσου και, πολύ περισσότερο, την απουσία της σε άτομα με ιστορικό μα­
κροχρόνιας, βαριάς έκθεσης σε καρκινογόνο του ουροθηλίου5. Οι παρατηρήσεις αυ­
τές αποτελούν τη βάση της υπόθεσης ότι σαφώς υπάρχουν και γενετικοί παράγοντες 
που εμπλέκονται στην όλη διαδικασία. Επομένως, η δεδομένη ύπαρξη διαφορών από 
άτομο σε άτομο τόσο στον κίνδυνο για νόσηση από καρκίνο ουροδόχου κύστης όσο 
και στη συμπεριφορά της νόσου, μπορεί να αποδοθεί, εκτός από το βαθμό έκθεσης σε 
χημικά καρκινογόνο, και σε κληρονομούμενους (γενετικούς) παράγοντες. Με άλλα 
λόγια, άτομα με κληρονομούμενη μειωμένη ικανότητα μεταβολισμού των χημικών 
καρκινογόνων είναι σαφώς περισσότερο ευπαθή στον καρκίνο της ουροδόχου κύ­
στης6.

1.1 Η επ ιδημ ιολογικη  έκταση του προβλήματος.
Το κάπνισμα και η επαγγελματική έκθεση αποτελούν τις σημαντικότερες αιτίες 

καρκίνου ουροδόχου κύστης, ειδικά στις Δυτικές χώρες. Στους παράγοντες αυτούς 
αποδίδεται το 60-70% των περιπτώσεων5·6·7.

1.1.1 Κάπνισμα και καρκίνος της ουροδόχου κύστης.
Συγκεκριμένα, το κάπνισμα θεωρείται υπεύθυνο γιά το 40-50% του συνόλου των 

περιπτώσεων καρκίνου ουροδόχου κύστης μεταξύ των ανδρών και γιά το 30% των 
περιπτώσεων στις γυναίκεςϋ2·8·9. Οι καπνιστές παρουσιάζουν σχετικό κίνδυνο 2-4 
γιά καρκίνο ουροδόχου κύστης1·7·10·1'·12 και ο κίνδυνος αυτός σχετίζεται με τον 
αριθμό των τσιγάρων που καπνίζονται, τη διάρκεια καπνίσματος και το βαθμό ει­
σπνοής του καπνού13. Πρώην καπνιστές παρουσιάζουν μειαιμένο κίνδυνο σε σχέση 
με τους ενεργούς καπνιστές10·14·15, ενώ, γιά όσους αποφασίζουν να διακόψουν το
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κάπνισμα, ο κίνδυνος καρκίνου ουροδόχου κύστης θα μεκοθεί σημαντικά μέσα σε 'ι 
με 4 χρόνια, αλλά ποτέ δεν θα φθάσει στα επίπεδα όσων δεν κάπνισαν ποτέ1.

1.1.2 Επαγγελματική έκθεση και καρκίνος της ουροδόχου κύστης.
Η επαγγελματική έκθεση σε χημικές ουσίες, που αποτελεί τον παλιότερο αίτιο 

λογικό παράγοντα εμφάνισης καρκίνου του ουροθηλίου4, θεωρείται σήμερα ως υπεύ 
θυνη γιά περίπου 19% και 6% των περιπτο')σεων καρκίνου ουροδόχου κύστης, σε άν 
δρες και γυναίκες, αντιστοίχως16.

Ο αριθμός των επαγγελμάτων που ενοχοποιούνται γιά αυξημένο κίνδυνο εμφά 
νισης καρκίνου ουροδόχου κύστης είναι μεγάλος. Επαγγέλματα που έχει αποδειχθε 
ότι σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο νόσησης από καρκίνο ουροδόχου κύστης είνα 
οι εργάτες της αυτοκινητοβιομηχανίας ή των συνεργείων αυτοκινήτων, οι ζοογράφοι 
οι μπογιατζήδες, οι οδηγοί φορτηγών, οι χειριστές τρυπανίων, οι εργάτες επεξεργα 
σίας δέρματος, οι μηχανικοί μετάλλου, όσοι εκτίθενται σε στεγνά καθαριστικά ρού 
χων, οι εργαζόμενοι στην επεξεργασία του χαρτιού, οι παρασκευαστές σκοιναόν κα 
νημάτων, οι οδοντοτεχνίτες, οι κουρείς, οι εργάτες βιομηχανίας ένδυσης και ο 
υδραυλικοί16’1? . ' ^ ^  Παραμένει επίσης υπό διερεύνηση, εάν η έκθεση στα έντομο 
κτόνα (σε αγρότες και εργάτες στη βιομηχανική παραγωγή των ουσκόν αυτών) απο 
τελεί και αυτή παράγοντα κινδύνου στην εμφάνιση καρκίνου ουροδόχου κύστης21.

Η ποικιλία των επαγγελμάτων που σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο καρκίνο 
ουροδόχου κύστης καθιστά δύσκολη την εκτίμηση του σχετικού κινδύνου γιά καρκι 
νογένεση στην ουροδόχο κύστη λόγω της επαγγελματικής έκθεσης. Παρόλα αυτε 
διάφορες αδρές εκτιμήσεις έχουν δείξει σχετικό κίνδυνο 3-6 γιά όσους εκτίθεντο 
λόγω επαγγέλματος σε ουροθηλιακά καρκινογόνο16-22. Ο κίνδυνος αυξάνεται ανάλο 
γα με το χρόνο έκθεσης στις ουσίες αυτές22. Ενδιαφέρουσα είναι η παρατήρηση όι 
το κάπνισμα σε συνδυασμό με την επαγγελματική έκθεση σε ουροθηλιακά καρκίνε 
γόνα έχει πολλαπλασιαστική και όχι αθροιστική επίδραση στον κίνδυνο καρκίνο 
ουροδόχου κύστης14.

Είναι γεγονός ότι η βιομηχανική επεξεργασία και η χρήση πολλών από τις ουσίε 
που ενοχοποιούνται γιά εμφάνιση καρκίνου της ουροδόχου κύστης έχει εγκαταλει 
φθεί ή περιορίσθηκε μόνο σε ορισμένα εργοστάσια με ειδικές προδιαγραφές ασφέ 
λείας. Καθώς όμως οι επαγγελματικοί ουροθηλιακοί καρκίνοι συνήθως γεννώντε 
μετά από μακροχρόνια λανθάνουσα περίοδο που φθάνει μέχρι και τα 40 χρόνια απ 
την πριότη έκθεση (Μέσος όρος 25 χρόνια)5' ,6,23,24> συνεχίζουν μέχρι και σήμερα ν 
διαγιγνώσκονται νέοι ασθενείς με επαγγελματικό καρκίνο της ουροδόχου κύστης.

1.1.3 Έμμεση επιδημιολογική μαρτυρία του ρόλου 
της χημικής καρκινογένεσης στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης.
Παρά το γεγονός ότι η επίπτωση του καρκίνου της ουροδόχου κύστης παροι 

σιάζει τη μικρότερη, συγκριτικά με άλλες νεοπλασίες, διακύμανση από χώρα σε χά 
ρα, η αναλογία επίπτιυσης μεταξύ των χωρών υψηλής και χαμηλής συχνότητας ε( 
φάνισης της νόσου φθάνει το 6:1. Οι διαφορές αυτές αποδίδονται στη συνδυασμέν 
δράση περιβαλλοντικοί και γενετικοί παραγόντων. Εντός της ίδιας χώρας, έχει πε 
ρατηρηθεί υψηλότερη επίπτωση καρκίνου ουροδόχου κύστης σε βιομηχανικές περιε 
χές και ειδικά σε περιοχές με μονάδες χημικής βιομηχανίας25. Έχει παρατηρηθεί μί 
πιθανή συσχέτιση μεταξύ υψηλής συχνότητας καρκίνου ουροδόχου κύστης σε χαμι 
λές κοινωνικοοικονομικές ομάδες πληθυσμού. Αναμφισβήτητα, όμως, η επαγγελμε
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τική έκθεση στα καρκινογόνα και πιθανόν το κάπνισμα χαρακτηρίζει τις ομάδες αυ­
τές πληθυσμού και, πιθανότατα, συμβάλλει στην παρατήρηση των διαφορών αυτών25.

Οι άνδρες παρουσιάζουν συχνότερα τη νόσο και μία αναλογία 2.7-3.1/1 μεταξύ 
των Λευκών ανδρών και γυναικών γίνεται πλέον σήμερα παγκοσμίως αποδεκτή1. Αν 
και είναι πιθανή η γενετική εμπλοκή στη διαφορά αυτή, αποτελεί κοινή παραδοχή ότι 
η επίπτωση του καπνίσματος είναι υψηλότερη στους άνδρες και, επιπρόσθετα, τα 
επαγγέλματα που ενοχοποιούνται γιά βαριά έκθεση σε χημικά καρκινογόνο αποτε­
λούν θλιβερό· "προνόμιο" του ανδρικού πληθυσμού μέχρι σήμερα.

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης είναι σε μεγάλο βαθμό νόσος της τρίτης ηλι­
κίας. Η διαπίστωση αυτή συμβαδίζει με την αντίληψη ότι το ουροθήλιο πρέπει να 

 ̂ εκτεθεί σε χημικά καρκινογόνο γιά ικανό χρονικό διάστημα πριν την έναρξη της δια­
δικασίας της καρκινογένεσης16·23·24. Παρατηρήθηκε μάλιστα ότι η λανθάνουσα πε­
ρίοδος από την αρχική έκθεση σε καρκινογόνο μέχρι το σχηματισμό καρκίνου ουρο­
δόχου κύστης πλησιάζει τα 30 με 40 έτη. Επιπρόσθετα η προχωρημένη ηλικία επιφέ­
ρει αλλαγές στη φυσιολογία του κατώτερου ουροποιητικού με αποτέλεσμα την αδυ­
ναμία της ουροδόχου κύστης να συσπασθεί επαρκώς και, βεβαίως, την εμφάνιση της 
καλοήθους υπερτροφίας του προστάτη στους άνδρες26. Οι αλλαγές αυτές έχουν ως 
αποτέλεσμα τη μακροχρονιότερη έκθεση του ουροθηλίου στους μεταβολίτες των καρ­
κινογόνων των ούρων.

Ο οικογενής καρκίνος της ουροδόχου κύστης θεωρείται ότι είναι υπεύθυνος γιά 
3-5% του συνόλου των περιπτώσεων στους Καυκάσιους. Ατομα με ιστορικό συγγε­
νών α' βαθμού με καρκίνο ουροδόχου κύστης, παρουσιάζουν σχετικό κίνδυνο 1.5 - 
2.0 γιά τη νόσο27·28·29. Αν και είναι σαφές ότι άγνωστοι γενετικοί παράγοντες συμ­
βάλλουν σε αυτή τη μικρής έκτασης οικογενή προδιάθεση, μία λογική εξήγηση είναι 
ότι άτομα της ίδιας οικογένειας εκτίθενται στα ίδια περιβαλλοντικά καρκινογόνα 
και φέρουν κοινές κληρονομούμενες αλλαγές του γενετικού υλικού που τα καθι­
στούν μη επαρκώς ικανά να μεταβολίζουν τα χημικά καρκινογόνα σε αθώους μετα­
βολίτες.

1.2 Η β ιοχημ ική  προσέγγιση- καρκ ινογόνα  του ουροθηλίου .

1.2.1 Καρκινογόνες αρυλαμίνες.
Οι αρωματικές αμίνες αποτελούν τις μόνες ουσίες που αποδεδειγμένα εμπλέκο­

νται στη διαδικασία της χημικής καρκινογένεσης του ουροθηλίου. Το κοινό στοιχείο 
των ουσιών αυτών, από χημική άποψη, είναι η ύπαρξη αμινο-ομάόων, οι οποίες θε­
ωρείται ότι διαδραματίζουν ενεργό ρόλο στην έναρξη της καρκινογένεσης30·31.32,22. 
33,34,35 Παραδείγματα αρυλαμινών με καρκινογόνο δράση είναι οι ουσίες της Εικό­
νας 1.

Μεταξύ των διαφόρων αρυλαμινών οι ουσίες που, μέσω της βασικής έρευνας και 
των επιδημιολογικών συσχετίσεων, απέδειξαν την καρκινογόνο δράση τους είναι η 
2-να-φθυλαμίνη, η βενζιδίνη και τα παράγωγά της, και η 4-αμινοδιφαινύλη (Ξενυ- 
λαμίνη)36·37·38. Με βάση τα ευρήματα αυτά, η βιομηχανική παραγωγή της 2-ναφθυλα- 
μίνης και της 4-αμινοδιφαινύλης σταμάτησε στη Μ. Βρεττανία από τη δεκαετία του 
1950 και η παραγωγή βενζιδίνης από το Ι96 222·38·39. Το μέτρο αυτό ακολούθησε η 
πλειονότητα των δυτικών χωρών κατόπιν, και, σε συνδυασμό με την ανάπτυξη συ­
γκεκριμένων προδιαγραφών ασφαλείας γιά ελαχιστοποίηση κάθε πιθανής έκθεσης 
στους επαγγελματικούς χώρους, οι προσπάθειες αυτές οδήγησαν στη μείωση της συ­
χνότητας του επαγγελματικού καρκίνου της ουροδόχου κύστης1·2·8.
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Δυστυχώς όμως, δύο από τις παραπάνω ουσίες που ενοχοποιήθηκαν ως καρκι 
νογόνα του επαγγελματικού ουροθηλιακού καρκίνου στο πρώτο μισό του αιώνα, η 4: 
αμινοδιφαινύλη και η 2- ναφθυλαμίνη, βρέθηκε, στα τέλη του αιώνα μας, ότι παρά 
γονται από την πυρόλυση διαφόρων ουσιών του καπνού του τσιγάρου, και, επομέι 
νως, μεγάλο ποσοστό του πληθυσμού συνεχίζει να εκτίθεται σε αυτές9·10·12·14·23.

Άλλες ουσίες από την οικογένεια των αρυλαμινών, όπως η 4,4_-μεθυλενο-ύί$ (2 
χλωροανιλίνη) (MOCA) και η 3,3_-διχλωροβενζιδίνη (DCB), που χρησιμοποιούντο 
στη βιομηχανία των πλαστικών,40 ή η 2-μεθοξυ-5-μεθυλανιλίνη (p-cresidine), ποτ 
αποτελεί χρωστική των μαλλιών και στην οποία εκτίθενται οι κομμωτές41, ενδέχετα 
να ασκούν καρκινογόνο δράση στο ουροθήλιο, αν και η σχετικά μικρή διάρκεια έκ 
θέσης στις ουσίες αυτές δεν μας επιτρέπει να εξάγουμε ασφαλή συμπεράσματα.

1.2.2 Ο ρόλος των πολυκυκλικών αρωματικών υδρογονανθράκων.
Εκτός από τις αρυλαμίνες, μία άλλη κατηγορία χημικών ουσιών, τα εποξείδιε 

που προέρχονται από τους πολυκυκλικούς αρωματικούς υδρογονάνθρακες (ΠΑΥ) 
έχουν επίσης ανιχνευθεί στον καπνό του τσιγάρου και θεωρείται ότι ασκούν καρκι 
νογόνο επίδραση στο ουροθήλιο.42 Θεωρητικά, μάλιστα, υπάρχει ο φόβος ότι οι ου| 
σίες αυτές μπορούν να αποδειχθούν ακόμη περισσότερο επιβλαβείς από τις αρυλα 
μίνες στο μέλλον, καθώς η έκθεση των ανθρώπων σε αυτές μπορεί να συμβεί όχι μό 
νο από το κάπνισμα και την ενδεχόμενη επαγγελματική έκθεση, αλλά επίσης από τη 
εισπνοή καυσαερίων και συγκεκριμένο τύπο δίαιτας. Μεταξύ των ουσιών αυτής τη 
κατηγορίας, το βενξοπυρένιο (benzo (a) pyrene- 7,8- diol- 9,10- oxide), θεωρείται ότ 
έχει καρκινογόνο δράση επί του ουροθηλίου42·43.

1.2.3 Διαιτητικοί παράγοντες και καρκίνος της ουροδόχου κύστης.
Οι διαιτητικές συνήθειες, ως παράγοντας κινδύνου γιά καρκίνο της ουροδόχο 

κύστης, παραμένουν υπό αμφισβήτηση. Αν και διάφορες ουσίες έχουν καταδειχθί 
είτε ως αιτιολογικοί (λιπαρά, χοληστερόλη), είτε ως προστατευτικοί (λαχανικά, κο 
ροτίνη, φρούτα, τροφές πλούσιες σε βιταμίνη Α) παράγοντες ανάπτυξης καρκίνοι 
τα υπάρχοντα στοιχεία εξακολουθούν να παραμένουν ασαφή αναφορικά με τον ρε 
λο της δίαιτας στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης2. Η κατανάλωση καφεΐνης, γλτ 
καντικών ουσιών και αλκοόλ, αν και αρχικά θεωρήθηκαν ως αιτιολογικοί παράγτ 
ντες καρκίνου ουροδόχου κύστης, δεν σχετίσθηκαν αιτιολογικά με καρκίνο του οι 
ροθηλίου σε μεγάλες μελέτες44·43. Η μόνη πιθανή συσχέτιση μεταξύ διαιτητικού πε 
ράγοντα και καρκίνου ουροδόχου κύστης μπορεί, με επιφυλάξεις, να θεωρηθεί 
πολλή υψηλή κατανάλωση καφεΐνης2·46·47.

1.2.4 Κατανάλωση φαρμάκων και καρκίνος της ουροδόχου κύστης.
Διάφορα φαρμακευτικά σκευάσματα έχουν προταθεί ως καρκινογόνο της ουρε 

δόχου κύστης χωρίς όμως να επιβεβαιωθεί μία τέτοια συσχέτιση. Η χρόνια κατανε 
λωση της κυκλοφωσφαμίδης, γιά την αντιμετώπιση λεμφοβλαστικεόν διαταραχεόν κε 
της πολλαπλής σκλήρυνσης, θεωρείται ως προδιαθεσικός παράγοντας γιά την ανε 
πτύξη καρκίνου ουροδόχου κύστης. Πρόσφατα, μάλιστα, προτάθηκε ως πιθανή μί 
συνεργική δράση της λήψης κυκλοφωσφαμίδης και του χρόνιου καθετηριασμού σττ 
ευπάθεια καρκίνου της ουροδόχου κύστης48. Η κατάχρηση του αναλγητικού φαινε 
κετίνη έχει συσχετισθεί με αυξημένο κίνδυνο καρκίνου της νεφρικής πυέλου. Η σ 
σχέτιση όμως αυτή είναι ασαφής αναφορικά με τον καρκίνο της ουροδόχου κύστης4
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ΐ  Φάρμακα που έχουν ως χημική βάση μία αρωματική αμίνη, όπως η σουλφα-σα- 
ϊ  λαζίνη που χορηγείται γιά την αντιμετώπιση της ελκώδους κολίτιδας, έχουν επίσης 
; ενοχοποιηθεί γιά καρκίνο της ουροδόχου κύστης. Όμως ο ρόλος των ουσιών αυτών 
*· παραμένει υπό.διερεύνηση50.

Εικόνα 1 Τα γνωστά ουροθηλιακά καρκινογόνα

νη2

Η,Ν / \ ν ν /  V νη2

βενζιδίνη (4,4-διαμινοδιφαινύλη).

ΝΗ2.

ι·

R=CI · 
R=CH3
r=och2

3,3' ΔιχλωροβενζιδΙνη 
3.3' Διμεθυλβενζιδίνΐ)

. 3.3' Διμεθοξυβενζιδίνη
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1.3 Μ εταβολισμός των καρκινογόνω ν αρυλαμινών
Όπως γιά την μεγάλη πλειονότητα των χημικών καρκινογόνων, έτσι και γιά τι 

αρυλαμίνες απαιτείται η μεταβολική ενεργοποίησή τους σε ηλεκτρονιόφιλα μόρια μ 
ικανότητα αντίδρασης με ορισμένες καίριες θέσεις της νουκλεοτιδικής αλυσίδας 
προκει-μένου να ασκήσουν την καρκινογόνο δράση τους. Αυτή η αντίδραση ενεργό 
ποίησης θεωρείται το καθοριστικότερο βήμα γιά την έναρξη (initiation) της διαδικσ 
σίας καρκινο-γένεσης30.

Οι μεταβολικές διεργασίες, που εμπλέκονται στη βιομετατροπή των ξενοβιωτι 
κών, και τα ενζυμικά συστήματα, που καταλύουν τις αντιδράσεις αυτές, έχουν περί 
γραφεί λεπτομερώς και έχουν ταξινομηθεί σε αντιδράσεις (ένζυμα) ενεργοποίησης 
α_ φάσης και σε αντιδράσεις (ένζυμα) αποτοξίκωσης ή β_ φάσης6’51’52-53. Παρομοι 
ως, η οδός τόσο της μεταβολικής ενεργοποίησης, όσο και της απενεργοποίησης τω 
αρυλαμινών έχει πλέον περιγράφει με λεπτομέρειες (Εικόνα 2).

Εικόνα 2. Μεταβολική ενεργοποίηση των αρυλαμινών.

HO
1 II

R-N-C-CH3
© /

r-nh2

-> Αντίδραση απενεργοποίησης των καρκινογόνων 
του ουροθηλίου

<lK  ̂ ® 
R-N-H ------ > R-Ν-γλυκορουνίδιο

I
------ > R-N0 ------ Έναρξη καρκινογένεσης

I
OH

I
ΟΗ

I
Η

-
ιόν αρυλνιτρενίου

1. N- ακετυλτρανσφεράση
2. P4501A2
3. UDP- γλυκουρολυτρανσφεράση
4. Υδρόλυση

1.3.1 Η Ν-ακετυλίωση των αρυλαμινών
Η Ν-ακετυλίωση των αρυλαμινών επιτελείται με τη βοήθεια της Ν-ακετυλτρα 

σφεράσης (NAT, EC. 2.3.1.5) κυρίως στο ήπαρ και θεωρείται βήμα απενεργοποίησ 
(αποτοξίκωσης) και εξάλειψης των καρκινογόνων αρυλαμινών, καθώς το τέλι: 
προϊόν της αντίδρασης, δηλαδή η ακετυλιωμένη αρυλαμίνη (Αρυλαμίδιο), είναι εντ 
νως υδρόφιλη ουσία και, επομένως, εύκολα αποβαλόμενη από το κύτταρο6-54. !

Η αντίδραση εξελίσσεται σύμφωνα με έναν μηχανισμό διπλής αντικατάστασί 
(διπλού υποστρώματος), στην οποία το ένζυμο ταλαντεύεται μεταξύ ελεύθερων κι 
ακετυλιωμένων μορφών. Λεπτομερείς μελέτες του μηχανισμού έγιναν με κεκαθαρμί 
να ένζυμα από ηπατικό ιστό γρήγορων και αργών ακετυλιωτών, κουνελιών και α[ 
θρώπων, με ακετυλο-συνενζυμο Α και διάφορες αρυλαμίνες και υδραζίνες55’56’57>|· 
59,60,61 ̂ όπως δείχνεται παρακάτω. Το ένζυμο πρέπει πρώτα να ακετυλιωθεί από'ι 
AcSCoA57, προκειμένου κατόπιν να ακετυλιώσει τις αρυλαμίνες- υποστρώματα τ ; 
αντίδρασης60. Η συνολική, επομένως, αντίδραση μπορεί να γραφθεί με συμβατι > 
τρόπο σαν δύο διαδοχικές αντιδράσεις61:

AcSCoA + NAT-------?■ HSCoa +Ac-NAT

AcNAT+Ar-NH2 Ar-NHAc+NAT
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1.3.2 Η Ν-υδροξυλίωση ή ενξυματική οξείδωση των αρυλαμινών.
Εφόσον η Ν- ακετυλίωση δεν συμβεί ή συμβεί με αργό ρυθμό, οι αρυλαμίνες 

εκτρέπονται προς Ν- υδροξυλίωση και τα μεταβολικά προϊόντα αυτού του δρόμου 
είναι εντόνως καρκινογόνα. Η αντίδραση καταλύεται από τα ένζυμα του ηπατικού 
κυτοχρώματος (CYP, EC. 1.14.14.1) και, κυρίως, το ισοένζυμο Ρ4501Α2 προσδίδο­
ντας Ν- υδροξυαρυλαμίνες (αρυλυδροξαμικά οξέα), που θεωρούνται "εγγύς καρκι­
νογόνο" της ουροδόχου κύστης, δηλαδή καρκινογόνο ισχυρότερα από την αρχική ου­
σία, αλλά όχι·ιδιαίτερα αντιδρώντα με κυτταρικά μακρομόρια51-62·63·64·65.

1.3.3 Η γλυκουρονιδίωση.
Τα Ν- υδροξυπαράγωγα υπόκεινται κατόπιν σε σύζευξη (εστεροποίηση) με γλυ- 

κουρονικό οξύ. Η αντίδραση αυτή πρόσδεσης του γλυκουρονικού οξέος από το μό- 
Qto-δότη του UDP-γλυκουρονικού οξέως (UDPGlcA) στις υδροξυαρυλαμίνες ονομά­
ζεται και γλυκουρονιδίωση και καταλύεται από τις UDP- γλυκουρο-νυλο- τρανσφε- 
ράσες (UDP-GT,EC 2.4.1.17)66·67, που βρίσκονται κυρίως στο ήπαρ, ενώ άλλα όργα­
να όπως ο νεφρός, το έντερο, το δέρμα ή ο εγκέφαλος συνεισφέρουν επίσης, σε δια­
φορετική έκταση, στη γλυκουρονιδίωση διαφόρων ουσιών68·69. Η αντίδραση οδηγεί 
στο σχηματισμό υδατοδιαλυτών βΌ-γλυκουρονιδίων, (Ν-υδροξυ-Ν-γλυκουρο-νί- 
διων), τα οποία εκκρίνονται στα ούρα ή στη χολή. Οι εστέρες αυτοί είναι εντόνως 
μεταλλαξιογόνοι και εύκολα δημιουργούν συσσωματώματα με DNA (DNA adducts) 
in vitro. Θεωρούνται, επομένως, μαζί με τα ιόντα αρυλνιτρενίου (βλ. παρακάτω) ως 
τα τελικά καρκινογόνο στο μοντέλο της χημικής καρκινογένεσης στην ουροδόχο )ιύ- 
στη70·71. Η ακετυλίωση, η υδροξυλίωση και η γλυκουρονιδίωση των παραγώγων των 
αρυλαμινών επιτελούνται στο ήπαρ, ενώ τα προϊόντα των αντιδράσεων εκκρίνονται 
στα ούρα και τη χολή.

1.3.4 Ο ρόλος των ιόντων αρυλνιτρενίου.
Στο ελαφρά όξινο pH των ούρων, τόσο το γλυκουρονίδιο με την επίδραση της β- 

γλυκουρονιδάσης, όσο και απευθείας οι Ν- υδροξυαρυλαμίνες, μπορούν να υδρολυ- 
θούν και να αποδώσουν ένα εντόνως αντιδρών ηλεκτρονιόφιλο κατιόν, το αρυλνι- 
τρένιο, το οποίο προσδένεται εύκολα στα επιθηλιακά μακρομόρια του αυλού της ου­
ροδόχου κύστης51.

Με δεδομένη την καρκινογόνο δράση τους στο ουροθήλιο, τα ιόντα αρυλνιτρενί­
ου αποτέλεσαν αντικείμενο εκτεταμένης έρευνας, που κατέδειξε ότι η καταστροφή 
του DNA και, συνεπώς, η έναρξη της καρκινογένεσης προκαλείται έπειτα από αντί­
δραση των ιόντων αυτών με τη θέση 8 (C- 8) των βάσεων της γουανίνης72·73·74. Πρό­
σφατα, μάλιστα, έχει προταθεί ότι όσο πιό όξινο είναι το pH των ούρων, τόσο πιό 
εύκολος είναι ο σχηματισμός ιόντων αρυλνιτρενίου στα ούρα και τόσο μεγαλύτερος 
ο κίνδυνος έναρξης της διαδικασίας της καρκινογένεσης απο τις αρυλαμίνες στο ου­
ροθήλιο75.
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2. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΓΕΝΕΤΙΚΗΣ W f f i 'M E t V A i Q t f f f i S L  
'i ΤΩΝ APYAAMINQN , - Ά ί Χ

2.1 Ο Πολυμορφισμός της Ν-ακετυλοτρανσφεράσης (ΝΑΤ)

2.1.1. Φαινοτυπικός προσδιορισμός του ακετυλιωτικου πολυμορφισμού.
Οι προ'πες μαρτυρίες, πριν 40 περίπου χρόνια, ότι η δραστικότητα της ΝΑΤ στον 

άνθρωπο είναι πολυμορφική αφορούν μελέτες του μεταβολισμού της ισονιαζίδης 
(ΙΝΗ) σε ασθενείς με φυματίωση76. Ο χαρακτηρισμός, επομένιυς, ότι η ΝΑΤ είναι πο­
λυμορφική προέκυψε αρχικά από παρατηρήσεις γιά τη διαφορετική από άτομο σε 
άτομο ικανότητα και ρυθμό ακετυλίωσης συγκεκριμένων αρυλαμινών και υδραζι- 
νιόν, οι οποίες είναι γνωστά υποστροητατα της ΝΑΤ, καθώς, επίσης, και από το γε­
γονός ότι οι αργοί ακετυλιωτές εμφάνιζαν μεγαλύτερο κίνδυνο εμφάνισης παρενερ- | 
γείίόν μετά από λήιμη φαρμάκων με βάση την αρυλαμίνη και υδραλαζίνη. Τέτοια f 
σκευάσματα είναι η ΙΝΗ, διάφορες σουλφοναμίδες, φάρμακα όπως η αμινογλουτεθι- L 
μίδη, η δαψόνη, η κλωναζεπάμη και η καφεΐνη77’78·79. f

Χρησιμοποκδντας in vivo χορήγηση σκευασμάτων-δεικτο)ν (κυρίως την ισονια- * 
ζίδη), όπου ως γρήγοροι ακετυλιωτές θεωρήθηκαν όσοι ακετυλίωναν την ΙΝΗ σε πο­
σοστό μεγαλύτερο του 80%, διαπιστιόθηκε ότι, μεταξύ ατόμων της ίδιας φυλής, οι 
ρυθμοί ακετυλίωσης ήταν τέτοιοι, ώστε, ακόμη και με φαινοτυπικές μεθόδους, γινό­
ταν εύκολη διάκριση μεταξύ "αργο')ν" και "γρήγορων" ακετυλιοποΤν80·81-82,83

2.1.2 Συσχέτιση του ακετυλιωτικου φαινοτύπου 
με τον καρκίνο της ουροδόχου κύστης.

Καθο>ς η ενζυμική δραστηριότητα της Ν-ακετυλτρανσφεράσης περιλάμβανε την 
αποτοξίκωση των αρυλαμινοδν που προκαλούν καρκίνο της ουροδόχου κύστης, ο 
Lower και συν. το 19 7 9 84 επιχείρησε να συσχετίσει την ύπαρξη αργού ακετυλιωτικού 
φαινοτύπου με αυξημένο κινδύνο καρκίνου ουροδόχου κύστης. Ακολούθησαν παρό­
μοιες μελέτες85-86 που κατέδειξαν οτι τα ένζυμα αυτά έχουν, πιθανά, ένα σημαντικό 
ρόλο στην ενεργοποίηση και αποενεργοποίηση τ<υν καρκινογόνων των αρυλαμινών, 
άλλες όμως μελέτες δεν επιβεβαίωσαν την παρατήρηση αυτή87·88.

Με τη χρήση φαινοτυπικών μεθόδων προσδιορισμού της ακετυλιωτικής ικανό­
τητας σε οικογένειες καταδείχθηκε ότι η ποικιλομορφία στην ικανότητα ακετυλίω­
σης ρυθμιζόταν γενετικά και ότι οι " αργοί ακετυλιωτές " ήταν πιθανότατα ομόζυγοι 
για ένα υπολοιπόμενο γονίδιο, ενο) οι “γρήγοροι ακετυλιωτές" ήταν είτε ομόζυγοι ή 
ετερόζυγοι του φυσιολογικού γονιδίου (wild type). Οι μελέτες όμως του τύπου αυτού 
εγκαταλείφθηκαν, καθο')ς διαπιστο'ίθηκε ότι, σε μεγάλο ποσοστό του πληθυσμού, η 
Ζθήση παρόμοΐίυν μεθόδων είναι δυνατό να οδηγήσει σε ψευδή συμπεράσματα. Συ­
γκεκριμένα, ηλικιωμένοι και μικρά παιδιά89·90, ασθενείς με ηπατική νόσο ή με συμ­
φορητική καρδιακή ανεπάρκεια89 ή με νεφρική ανεπάρκεια91, όσοι λαμβάνουν βαρ- 
βιτουρικά ή όσοι έχουν υποβληθεί πρόσφατα σε γενική νάρκωση δεν μπορούν να j 
συμμετέχουν σε παρόμοιες μελέτες. Επιπρόσθετα, ο προσδιορισμός της ακετυλιωτι- 
κής ικανότητας ενός ατόμου με τη χρήση φαινοτυπικιύν μεθόδων απαιτεί τη διακοπή 
της λήιμης κάθε φαρμακευτικής αγο>γής γιά τουλάχιστον τρεις ημέρες89. Τελικά, γι­
νόταν εμφανές ότι οι μέχρι τότε διαθέσιμες μέθοδοι για καθορισμό του ανθριόπινου 
φαινοτύπου ήταν μη πρακτικές στη χρήση τους σε μεγάλη έκταση. Ήδη, επομένως, 
από τα τέλη της δεκαετίας του 1980 γινόταν επιτακτική η ανάγκη καθορισμού του '
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ακετυλιωτικού γονότυπου, έτσι ώστε να υπάρξει γρήγορη εξέλιξη στον προσδιορι­
σμό του ρόλου του ακετυλιωτικού πολυμορφισμού σε φαρμακοπροκαλούμενη και 
αυτόματη ανθρώπινη νόσηση61.

Ένα σημαντικό βήμα στη μελέτη του ενζυμικού συστήματος της Ν-ακετυλτρα- 
νσφεράσης αποτέλεσαν οι μελέτες απομόνωσης του ενζύμου από ανθρώπινο ηπατι- 
κό ιστό. Μερικές αρυλαμίνες, όπως το ρ- αμινοβενζοικό οξύ (ΡΑΒΑ) και το ρ-αμι- 
νοσαλικυλικό οξύ (PAS), ακετυλιώνονταν ευχερούς, τόσο από τους αργούς όσο και 
από τους γρήγορους ακετυλιωτές, και, επομένως, χαρακτηρίσθηκαν ως μονομορφι- 
κές, σε αντίθεση με πολυμορφικά υποστρώματα, όπως η ισονιαζίδη, και η σουλφα- 
μεθαζίνη92. Ο Jenne93 πραγματοποίησε την πρώτη λεπτομερή βιοχημική μελέτη της 
ακετυλίωσης φαρμάκων σε ηπατικό ιστό αργών και γρήγορων ακετυλιωτών και κα- 
τέδειξε ότι δύο διαφορετικά ένζυμα ήταν υπεύθυνα γιά το μεταβολισμό των μονο- 
μορφικών και πολυμορφικών αρυλαμινών, με το ένα από αυτά να μειώνεται ποσο­
τικά στα άτομα με "αργό" ακετυλιωτικό φαινότυπο. (ΝΑΤ; ακετυλο-CoA: αρυλαμι- 
νο-Ν-ακετυλοτρανσφεράση)

2.1.3 Η απομόνωση της Ν- ακετυλοτρανσφεράσης.
Μεγάλη πρόοδος στην απομόνωση της ανθρώπινης ηπατικής ακετυλ-τρανσφερά- 

σης, που μπορεί να ακετυλιώνει τη σουλφαμεθαζίνη, και στην ανάπτυξη πολυκλωνι- 
κών αντισωμάτων, που αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη αυτή, επιτεύχθηκε το 1989.94 Σε 
βιοψίες ήπατος ασθενών, που είχαν χαρακτηριστεί φαινοτυπικά με τη δοκιμασία της 
καφεΐνης, η αργή ακετυλίωση σχετίσθηκε με σημαντική μείωση, σε ποσά όμως ανι­
χνεύσιμα, της ανοσοαντιδρούσας ΝΑΤ πρωτεΐνης95, γεγονός που ενίσχυσε την αρχι­
κή υπόθεση του Jenne93. Περαιτέρω μελέτες92 έδειξαν ότι μία πρώιμη ασταθής κορυ­
φή της δραστικότητας του ΝΑΤ στη χρωματογραφία ανταλλαγής ιόντων με μικρή 
συγγένεια στη σουλφαμεθαζίνη, αλλά με υψηλή συγγένεια στα μονομορφικά υπο­
στρώματα ΡΑΒΑ και PAS, είχε περάσει απαρατήρητη. Η δραστικότητα αυτή αντι­
στοιχεί σε αυτό που τώρα αναγνωρίζουμε ως το διαφορετικό, αλλά συγγενές ένζυμο 
ΝΑΤ1, ενώ η αρχικά απομονωθείσα πρωτεΐνη94 αντιστοιχεί στο πολυμορφικό ΝΑΤ 
(ΝΑΤ2). Συνεκτιμώντας τις μέχρι τότε παρατηρήσεις, γινόταν εμφανές ότι η δρα­
στηριότητα της αρυλαμινο-Ν-ακετυλο-τρανσφεράσης στο ανθρώπινο ηπατικό κύττα­
ρο σχετιζόταν με την παρουσία δύο πρωτεινοΥν με πολλή όμοια, αλλά ευδιακρίτως 
διαφορετική δομή, παρόμοια μοριακά βάρη (31KD ), και διαφορετικές λειτουργικές 
ιδιότητες.

2.1.4 Η Γενετική ανάλυση της Ν- ακετυλτρανσφεράσης.
Ενώ όμως οι κλινικές και βιολογικές συνέπειες του ανθρώπινου ακετυλιωτικού 

πολυμορφισμού είχαν, ως το 1989, μελετηθεί με εκτεταμένη λεπτομέρεια, υπήρχαν 
μόνο περιορισμένα στοιχεία αναφορικά με τη μοριακή και γενετική βάση του ενζύ­
μου. Έγινε, τότε, κατανοητό ότι η λεπτομερής κατανόηση των μηχανισμών, επί των 
οποίων βασίζεται η πολυμορφική ακετυλίωση φαρμάκων και ξενοβιοτικών στον άν­
θρωπο, έγκειται σε μεγάλο βαθμό στην προέκταση των αποτελεσμάτων μοντέλων 
πε ιραματοζο'κυν61.

Τα NZW- κουνέλια που είναι γρήγοροι ακευλιωτές, η πρωτεΐνη ΝΑΤ και το 
mRNA μπορούν να βρεθούν σε αφθονία. Η διαπίστωση αυτή επέτρεψε στον Andres 
και συνεργάτες96 να απομονώσει και να παρασκευάσει στην καθαρή μορφή του το έν­
ζυμο ΝΑΤ. Οι πληροφορίες της αλληλουχίας των αμινοξέων του ενζύμου αυτού χρη-
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σιμοποιήθηκαν από τον Blum και συνεργάτες97, ώστε να συνθέσουν ένα ολιγονου- 
κλεοτιδικό ανιχνευτή και, σε συνδυασμό με αντισώματα που παρασκευάστηκαν γιά 
την ανίχνευση του καθαρού ΝΑΤ κουνελιού, τελικά να κλωνοποιήσουν ένα cDNA 
κουνελιού, το οποίο κωδικοποιούσε ένα ένζυμο με μεγάλη εξειδικευμένη δράση στην 
ακετυλίωση της σουλφαμεθαζίνης. Περαιτέρω ανοσοϊστοχημικές μελέτες κατέδειξαν 
πλήρη απουσία της πρωτεΐνης αυτής σε κουνέλια που ήταν αργοί ακετυλιωτές, σε 
αντίθεση με τη μερική μείωση της πρωτεΐνης ΝΑΤ2 σε ηπατικό ιστό των ανθρώπων 
που ήταν αργοί ακετυλιωτές. Ετσι, η απουσία της πρωτεΐνης ΝΑΤ στα κουνέλια που 
ήταν αργοί ακετυλιωτές αποδόθηκε σε ένα γονιδιακό έλλειμμα97.

Η δυνατότητα που προσέφερε ο κλώνος DNA του κουνελιού οδήγησε στην απο­
μόνωση ενός ανθρώπινου γενωμικού κλώνου98, ως ένα πρώτο βήμα στην κατανόηση 
του ανθρώπινου πολυμορφισμού και των πολλαπλών επιπτώσεων αυτού στη φαρμα­
κευτική θεραπεία και στην τοξικότητα απο ξενοβιοτικά.

2.1.4.1 Τα γονίδια ΝΑΤ1 και ΝΑΤ2.
Τα ανθρώπινα γονίδια των ακετυλτρανσφερασών κλωνοποιήθηκαν από τον 

Blum99, που χρησιμοποίησε το cDNA του κουνελιού από γενομικό DNA ενός ετερό- 
ζυγου γρήγορου ακετυλιωτή. Οι ανασυνδυασμένοι κλώνοι καθόριζαν τρία διαφορε­
τικά, αλλά στενά σχετιζόμενα ανθρώπινα ΝΑΤ γονίδια: ΝΑΤ1, ΝΑΤ2 και το ψευδο­
γονίδιο ΝΑΤΡ. Σύμφωνα με μία πρόσφατη προταθείσα ονοματολογία, το ΝΑΤ1 αντι­
στοιχεί στο ΝΑΤ 1*3, και το ΝΑΤ2 αντιστοιχεί στο ΝΑΤ2*4100. Το παράγωγο του 
ΝΑΤ2 (ΝΑΤ2*4) γονιδίου εκφράσθηκε σε κύτταρα νεφρών πιθήκου, έτσι ώστε να πα- 
ραχθεί μια πρωτεΐνη με ανοσοαντίδραση και κινητικές ιδιότητες όμοιες με αυτές του 
ανθρώπινου ΝΑΤ2 (ΝΑΤ2*4)92-95-9-9, του οποίου η ποσότητα στο ανθρώπινο ήπαρ 
ποικίλλει με τον ακετυλιωτικό φαινότυπο. Οι μελέτες αυτές καθιέρωσαν τη γονιδια- 
κή θέση ΝΑΤ2 ως τη θέση του κλασσικού ανθρώπινου ακετυλιωτικού πολυμορφι­
σμού. Το γονίδιο ΝΑΤ1 (ΝΑΤ1*3) παράγει σε μία ΝΑΤ πρωτεΐνη με διαφορετικές 
ηλεκτροφορητικές και κινητικές ιδιότητες. Η πρωτεΐνη αυτή αντιστοιχεί στο μονο- 
μορφικό ένζυμο ΝΑΤ1 (ΝΑΤ1*3), με υψηλή συγγένεια για υποστρώματα όπως το ΡΑ- 
ΒΑ και το PAS92.

Καθένα από τα δύο ανθρώπινα αυτοσωματικά αλληλόμορφα, τα οποία συμβολί- 
σθηκαν ΝΑΤ1= AAC-1= mNAT (μονομορφικό) και ΝΑΤ2 = AAC-2= pNAT (πολυμορ­
φικό), ίδιου μεγέθους με το ΝΑΤ-1, κλωνοποιήθηκαν. Και τα δύο γονίδια βρέθηκε ότι 
έχουν ένα εξώνιο χωρίς ιντρόνια με ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης 870 ζευγών βάσε­
ων, που εκφράζει μία πρωτεΐνη 290 αμινοξέων (33-34KD). Αμφότερα, επομένως, τα 
γονίδια είναι υπεύθυνα για την κωδικοποίηση δύο πρωτεϊνών ΝΑΤ (λειτουργικά 
ακετυλιωτικά ισοένζυμα). Ενώ όμως το γονίδιο ΝΑΤ1 μεταγράφεται από ένα μόνο 
εξώνιο, το ΝΑΤ2 mRNA προέρχεται από δύο εξώνια, εκ των οποίων το δεύτερο, το 
οποίο απέχει 8Kb από το σημείο έναρξης της μετάφρασης, αποτελείται από 100 ζεύ­
γη βάσεων και δεν μεταφράζεται σε πρωτεΐνη99-101. Η νουκλεοτιδική ομολογία μετα­
ξύ του ΝΑΤ1 και του ΝΑΤ2 είναι 87% στην κωδικοποιούσα περιοχή. Μεταξύ ΝΑΤ1 
και ΝΑΤ2 υπάρχει διαφορά μόνο 55 αμινοξέων, εκ των οποίων μόνο 28 αποτελούν 
μη εξελικτικά διατηρημένες περιοχές, ενώ η ομολογία των ανθρώπινων ισοενζύμων 
ΝΑΤ1 και ΝΑΤ2 με τα αντίστοιχα του κουνελιού ανέρχεται στο 82%.99 Το ψευδογο­
νίδιο ΝΑΤΡ έχει υψηλή ομολογία με το ΝΑΤ1 και το ΝΑΤ2, σε ποσοστό 79%, αλλά 
περιέχει πολλαπλές μετατοπίσεις του αναγνωστικού πλαισίου ( frameshifts) και κω- 
όικόνια στάσης. Τα γονίδια ΝΑΤΙ και ΝΑΤ2 βρίσκονται στο χρωμόσωμα 8, στην πε­
ριοχή 8ρ2 1.3-23.11()2.
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Νουχλεοτιδιχή αλληλουχία του ΝΑΤ2 γονιδίου98.

GAATTCAGTGCTCTCCCTGTGCACCCACTAACCCCTCTTTTTGTTTTCACCAGGC 
ACTTACCACAATCTAATCTAACAGACTGCATGTTTTATCC 90. 
ATTTATTCAGTTTCCTATTTGTGTCCCTTCAACTCCCATTAAAATATAATATTTTTG 
AGGGCAAGCAAGTACTAGAACAATAGGΑΑACAC 180.
ATCAAGAGTAGTCTGTAAACTATTTCTTGAATCAATCAGTGAATGAATGAATTCA 
ATATATTTTTTGAGTGAGGAGCTTTGTGTTAG 270.
GTACAGCTAAACGGGAAATCAAGTGGGTCATGTACCATGAATACCATATACTCT 
ACTGTATAATTCTCCTTCTTATATCAGAAACTGTTT 360.
ATAAGCCTATTATAATTGATACCAATTGGAATCTCTTTTTTACTCATCACCAAGA 
ACACCACAAACAAGTTGTTTACCATTTGGCTCCTT 450,
ATTTAATCTGGATTTCCAACTCCTCATGCCCTGGACCAAATCAGTACAATAATAC 
TTTCCTTACAGGGTTCTGAGACTACTAAGACAACT 540.
TATGCATGTAAAAGGGATTCATGCAGTAGAAATAAATGCGAACTTGGAGGTATG 
ACAGATACTTATAACCATTGTGTTTTTACGTATTTA 630.
AATACGTTATACCTATAATTAGTCACACACGAGGAAATCAAATGCTAAAGTATG 
AT AT GTTTTT AT GTTTT GTTTTT CTTGCTT A G G G G AT 720. 
CATGGACATTGAAGCATATTTTGAAAGAATTGGCTATAAGAACTCTAGGA 
ACA A ATTGGACTTGG AAACATTA ACTGACATTATTGAGCA 810. 
CCAGATCCGGGCTGTTCCCTTTGAGAACCTTAACATGCATTGTGGGGATCCCTTA 
CTATTGGGCTTAGAGGCTATTTTTGATCACATTGT 900.
AAGAAGAAACCGGGGTGGGTGGTGTCTCCAGGTCAATCAACTTCTGTAC · 
TGGGCTCTGACCACAATCGGTTTTCAGACCACAATGTTAGG 990. 
AGGGTATTTTTACATCCCTCCAGTTAACAAATACAGCACTGGCATGGTTC 
ACCTTCTCCTGCAGGTGACCATTG ACGGC AGG A ATTAC AT 1080. 
TGTCGATGCTGGGTCTGGAAGCTCCTCCCAGATGTGGCAGCCTCTAGA 
ATTAATTTCTGGGAAGGATCAGCCTCAGGTGCCTTGCATTTT 1170. 
CTGCTTGACAGAAGAGAGAGGAATCTGGTACCTGGACCAAATCAGGAG 
AG AGC AGTAT ATTAC AA AC A A AG A ATTTCTTA ATTCTCTC ATCT 1260. 
CCTGCCAAAGAAGAAACACCAAAAAATATACTTATTTACGCTTGAACCTC 
GAACAATTGAAGATTTTGAGTCTATGAATACATACCTGCA 1350 
GACGTCTCCAACATCTTCATTTATAACCACATCATTTTGTTCCTTGCAGA 
CCCCAGAAGGGGTTTACTGTTTGGTGGGCTTCATCCTCAC 1440. 
CTATAGAAAATTCAATTATAAAGACAATACAGATCTGGTCGAGTTTAAAA 
CTCTCACTGAGGAAGAGGTTGAAGAAGTGCTGAAAAATAT 1530. 
ATTTAAGAATTTCCTTGGGGAGAAATCTCGTGCCCAAACCTGGTGATGG 
ATCCCTTACTATTTAGAATAAGGAACAAAATAAACCCTTGTG 1620. 
TATGTATCACCCAACTCACTATTATCAACTTATGTGCTATCAGATATCCTCTCTAC 
CCTC ACGTTATTTTG A AG A A A ATCCTA A AC ATC 1710.
AAATACTTTCATCCATAAAAATGTCAGCATTTATTAAAAAACAATAACTTTTTAA 
AG A A AC ATAAGGACAC ATTTTC A A ATTA ΑΤΑ AA A A 1800.
TAAAGGCATTTTAAGGATGGCCTGTGATTATCTTGGGAAGCAGAGTGATTCATGC 
TAG A A A AC ATTTAATATTGATTTATTGTTG A ATTC 1890.



Η ανακάλυψη δύο διαφορετικών γονιδίων, που κωδικοποιούν τα ΝΑΤ1 και 
ΝΑΤ2, έλυσε το παλιό ερώτημα των μονομορφικών και πολυμορφικών υποστρωμά­
των92. Αν και τα προϊόντα αμφότερων των γονιδίων είναι ικανά να καταλύουν την 
Ν-ακετυλίωση των καρκινογόνων αρυλαμινών, όπως η 2-αμινοφλουορένη, η 4-αμι- 
νοδιφαινύλη και η βενζιδίνη, και φαρμάκων με βάση την αρυλαμίνη και την υδραζί- 
νη (σουλφομεθοξαζόλη, ανισιδίνη)103, έχουν επίσης και ξέχωρη, εξειδικευμένη δρά­
ση. Έτσι, μόνο το ΝΑΤ1 μεταβολίζει το π-αμινοβενζοϊκό οξύ (ΡΑΒΑ) και το π-αμι- 
νοσαλικυλικό οξύ (PAS)102-104-105. Αμφότερα τα ισοένζυμα ακετυλιώνουν τα Ν- 
υδροξυπαράγωγα των αρυλαμινών αυτών. Επίσης, η ΝΑΤ-2 (πολυμορφική) συμμετέ­
χει, σε αντίθεση με τη μονομορφική ΝΑΤ, στη Ν-ακετυλίωση και των ετεροκυκλικών 
αμινών100-106-107, ενώ η διαφορετική εξειδίκευση του υποστρώματος μεταξύ του 
ΝΑΤ1 και του ΝΑΤ2 φαίνεται πως σχετίζεται με διαφορές στα τελικά τμήματα των 
ενζυμικών αλυσίδων108. Πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι η λειτουργία του ΝΑΤ1 
μπορεί επίσης να παρουσιάζει γενετική ποικιλομορφία (βλ. παρακάτω).

i
2.1.4.3 Εκφραση των γονιδίων της Ν-ακετυλοτρανσφεράσης

στον άνθρωπο. '
Αμφότερα τα ένζυμα εκφράζονται στο ανθρώπινο ήπαρ, όπου όμως φαίνεται ότι ' 

κυριαρχεί πιθανότατα το ΝΑΤ-2109-110'111. Αντίθετα, στα κύτταρα του περιφερικού j 
αίματος φαίνεται πως κυρίως εκφράζεται το μονομορφικό ΝΑΤ-Ι112-113-114. Τα κύτ­
ταρα του ουροθηλίου περιέχουν τόσο ΝΑΤ-1 όσο και ΝΑΤ-2 σύμφωνα με μία μελέτη, 
τα αποτελέσματα της οποίας έδειξαν ότι η ευπάθεια στον προκαλούμενο από αρυ- 
λαμίνες καρκίνο της ουροδόχου κύστης μπορεί να επηρεαστεί τόσο από το ηπατικό 
όσο και από το κυστικό ΝΑΤ115.

2.1.4.2. Υποστρώματα των ίσοενζύμων της Ν- ακετυλτρανσφεράσης.

2.1.4.4 Η Γενετική ποικιλομορφία του ΝΑΤ2.
Σε προ)τεινικό επίπεδο, ο αργός ακετυλιωτικός φαινότυπος σχετίζεται με μείω­

ση 10 με 20% της ποσότητας του ΝΑΤ2 στο ηπατικό κύτταρο95, ενώ το περιεχόμενο 
του mRNA παραμένει αναλλοίωτο116. Ο κληρονομούμενος υπολειπόμενος ακετυλιω- 
τικός φαινότυπος θεουρείται πλέον προϊόν έκφρασης συγκεκριμένων αλληλομόρφων 
"μειωμένης λειτουργικότητας", οι οποίοι, με άλλα λόγια, προκαλούν την προανα- 
φερθείσα μείωση στην πρωτεΐνη ΝΑΤ2100’116-Μ7'Π8·1,9' ,2°.

Αλληλόμοοφοι ιιειωιιένης λειτουργίαν Η ακριβής φύση των ελλειμμάτων του 
γονιδίου ΝΑΤ2, που προκαλεί αργή ακετυλίωση σε ανθρώπινους πληθυσμούς, απο­
τελεί ως σήμερα αντικείμενο μείζονος σημασίας στη φαρμακογενετική. Αρχικά, η 
προσοχή των ερευνητών εστιάστηκε στην ανίχνευση μεταλλαγμένων αλληλομόρφων, 
που περιέχουν διακριτές υποκαταστάσεις νουκλεοτιδίων, τα οποία αλλάζουν την 
ικανότητα της μεταγραφής και της μετάφρασης mRNA ή την ενζυμική σταθερότητα.
Ο στόχος αυτός επιτεύχθηκε μετά από τη λήψη γενομικού DNA από το περιφερικό - 
αίμα υγιών ατόμων, των οποίων ο ακετυλιωτικός φαινότυπος είχε προσδιορισθεί με 
τη δοκιμασία της καφεΐνης116, ή της ισονιαζίδης121 και την απομόνωση DNA από ! 
ηπατικό ιστό ανθρώπων με γνωστή ΝΑΤ2 ενζυμική δραστηριότητα116-121. Χρήσιμο- ,| 
ποιώντας ένα σύνδυασμό της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) με ολιγο- 
νουκλεοτίδια-εκκινητές, συγκεκρι-μένα για την πολυμορφική ΝΑΤ, ακολουθούμενη 
από ανάλυση με τη χρήση περιοριστικών ενζύμων, ανιχνεύθηκε η ύπαρξη τριών με­
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ταλλαγμένων αλληλόμορφων της πολυμορφικής αρυλαμινο-Ν-ακετυλοτρανσφερά- 
σης ως υπεύθυνων της αργής ακετυλίωσης116·121, που αρχικά ονομάσθηκαν Ml, M2 
και M3116. Οι ανευρεθείσες ποικιλίες της πολυμορφικής Ν-ακετυλοτρανσφερασης 
διαφέρουν σε συγκεκριμένες σημειακές μεταλλάξεις, οι οποίες τροποποιούν τις θέ­
σεις αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύμων. Ο γονότυπος των ήδη μελετηθέντων 
πληθυσμών ήταν άμεσα συγκρίσιμος με τον ακετυλίωτικό φαινότυπο, που είχε προ- 
καθορισθεί.

Προκειμένου να διερευνηθεί ο μοριακός μηχανισμός της αργής ακετυλίωσης, τα 
μεταλλαγμένα γονίδια ΝΑΤ2, δηλαδή τα υπεύθυνα της αργής ακετυλίωσης, κλωνο- 
ποιήθηκαν και η γονιδιακή αλληλουχία τους καθορίσθηκε και συγκρίθηκε με τη αλ­
ληλουχία του βασικού, μη μεταλλαγμένου αλληλόμορφου116·117. Το αλληλόμορφο ΜΙ 
είχε μεταλλάξεις στις θέσεις 341 και 481 (Πίνακες 1 και 2), το M2 στις θέσεις 282 και 
590 και το M3 στη θέση 857117. Σύμφωνα με μία πρόσφατη ονοματολογία100, το ΜΙ 
.αντιστοιχεί στο ΝΑΤ2*5Α, το M2 στο ΝΑΤ2*6Α, και το M3 στο ΝΑΤ2*7Α'00·117. Πιό 
πρόσφατες μελέτες καταδεικνύουν τώρα την ύπαρξη δύο μεταλλάξεων στα περισσό­
τερα, αν όχι σε όλα τα αλληλόμορφα ΝΑΤ*7, μία στη θέση 857 και την άλλη στη θέ­
ση 282ι|8. Τα στοιχεία αυτά επιβεβαιώθηκαν και επεκτάθηκαν από τους Vatsis 122 
και Hickman119, οι οποίοι μελέτησαν περαιτέρω την αλληλουχία του ενζύμου, όπως 
αυτό απομονώθηκε από ηπατικούς ιστούς και λεμφοκύτταρα αργών ακετυλιωτών, 
χρησιμοποιώντας τις πληρο-φορίες της αλληλουχίας του Blum99.

Ο Vatsis 122 παρατήρησε ένα αλληλόμορφο με μεταλλάξεις στις θέσεις 341, 481 
και 803 (ΝΑΤ2*5Β), ενώ άλλες μελέτες έδειξαν ότι το αλληλόμορφο αυτό υπάρχει 
τόσο σε μεγάλο ποσοστό των Καυκάσιων, όσο και στους Ιάπωνες, αλλά σε πολύ μι­
κρότερη συχνότητα (1%)"'. Πιθανότατα, η φυλετική διαφορά στη συχνότητα των 
αργών ακετυλιωτών μεταξύ των Ιαπώνων (10%) και των Καυκάσιων (50-70%) οφεί­
λεται κυρίως στη μεγάλη διαφορά συχνότητας του αλληλόμορφου ΝΑΤ2*5ΒΙΜ. Οι 
μελέτες Ιαπώνων ερευνητών στο θέμα κατέδειξαν μάλιστα την ύπαρξη του αλληλό­
μορφου ΝΑΤ2*6Α σε 78% και του αλληλομόρφου ΝΑΤ2*7Β σε 21% των Ιαπώ-
V ( * ) V  101 · 1 17* 121 #

Ο Hickman και οι συνεργάτες του119 διαπίστωσαν την ύπαρξη ενός άλλου αλλη­
λομόρφου με μεταλλάξεις στις θέσεις 341 και 803 ( NAT2*5C). Επιπρόσθετα, ο 
Bell120 περιέγραψε μία μετάλλαξη στη θέση 191, η οποία συμβαίνει σχεδόν αποκλει­
στικά στους Αφρικανούς. Οι μεταλλάξεις του ΝΑΤ2 και οι λειτουργικές επιπτώσεις 
τους αναφέρονται στον Πίνακα 1.

Πίνακας 1. Μεταλλάξεις του γονιδίου ΝΑΤ 2

Μετάλλαξη
Υποκατάσταση

Αμινοξέως

Δραστηριότητα της NAT
Λ*

Αναφορές
Ύ-In vivo in vitro

G191A _R64Q ______
Silent (Υ94)

Μειωμένη Μειωμένη 120
C282T Μειωμένη Φυσιολογική 123,116,118,124
T341C
C481T

I 114Τ*________
Silent (L161)

Μειωμένη
Άγνωστη

Μειωμένη
Φυσιολογική

123.124
116.125

G590A R197Cr*_______
K268R

Άγνωστη Μειωμένη 116,124
A803G · Φυσιολογική Φυσιολογική 125.124 ____

118.124G857A G286E Αγνωστη Αμφίβολη
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Από τις επτά σημειακές μεταλλάξεις, οι οποίες συνίστανται σε υποκαταστάσεις 
νουκλεοτιδίων στις θέσεις 191,282,341,481,590,803 και 857 της κωδικοποιούσας πε­
ριοχής, οι πέντε προκαλούν αλλαγές στην αλληλουχία των αμινοξέων ενώ οι δύο εί­
ναι σιωπηλές. Τρεις μεταλλάξεις (G191A, C282T, και T341C), όταν είναι παρούσες 
σε αμφότερα τα αλληλόμορφα (ομοζυγωτία), προκαλούν εμφανώς τον αργό ακετυ- 
λιωτικό φαινότυπο in vivo120-123, ενώ οι ομοζυγώτες που φέρουν μία μετάλλαξη 
A803G είναι γρήγοροι ακετυλιωτές126.

Γίνεται επομένως εμφανές ότι η AAC-2 θέση είναι πολυαλληλομορφική, με του­
λάχιστον 10 αλληλόμορφα τα οποία διαφέρουν σε ένα συνδυασμό μέχρι τριών ση­
μειακών μεταλλάξεων εντός της κωδικοποιητικής περιοχής. Δύο από τα αλληλόμορ­
φα παρέχουν το γρήγορο ακετυλιωτικό φαινότυπο, ενώ τα άλλα αλληλόμορφα σχε­
τίζονται με την αργή ακετυλίωση.

Τα συνήθη αργά ακετυλιωτικά αλληλόμορφα φέρουν πολλαπλές μεταλλάξεις, 
όπως φαίνεται στον Πίνακα 2. Τα αλληλόμορφα ΝΑΤ2*5 A, Β, C παρουσιάζουν ως 
κοινή μετάλλαξη τη T341C, ενώ τα ΝΑΤ2* 6Α, *7Β, και *13 παρουσιάζουν ως κοινή 
τη μετάλλαξη C282T. Ολα τα προαναφερθέντα αλληλόμορφα συνιστούν περισσότε­
ρο από 99% των μεταλλακτικών αλληλομόρφων στους Λευκούς αργούς ακετυλιω- 
τές 123,127,128. Πρόσθετα, σπάνια, αλληλόμορφα είναι τα ΝΑΤ2* 12Α και τα εξαιρετι­
κά σπάνια ΝΑΤ2* 5D, *5Ε, *12Β, *12C, *14Β, *14C, *14D, και *14Ε123-126·127-128·129.

Η γνώση πρακτικά όλων των μεταλλάξεων του ΝΑΤ2, που συμβαίνουν σε συ­
χνότητες μεγαλύτερες του 0.1%, και οι πληροφορίες αναφορικά με την in vivo συ- 
σχέτιση τους με τον αργό ακετυλιωτικό φαινότυπο οδήγησαν στην ανάπτυξη γονο­
τυπικών δοκιμασιών ( tests) υψηλής ακρίβειας, που περιλαμβάνουν ειδική ενίσχυση 
αλληλομόρφου (ARMS) με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) ή ανάλυση με 
χρήση περιοριστικών ενζύμων, ή, στην ιδανική περίπτωση, συνδυασμό των άνωθι με-
Θ ό δ ω ν « 22.125.126.ΐ27.128.130.
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2.1.4.5 Λειτουργική ταξινόμηση των μεταλλακτικών αλληλομόρφων.
Δεν είναι ακόμη απολύτως σαφής ο μηχανισμός μέσω του οποίου οι προαναφερ- 

θείσες μεταλλάξεις προκαλούν μειωμένη ποσότητα της πρωτεΐνης ΝΑΤ2 στο ήπαρ 
των αργών ακετυλιωτών. Πρώιμες μελέτες σε ηπατικό ιστό116 έδειξαν ότι οι γονό- 
τυποι ΝΑΤ2 *5Α/ *5Α και *6Α/*6Α παράγουν φυσιολογικά ποσά ΝΑΤ2 mRNA στο 
ήπαρ, ενώ η ποσότητα της ΝΑΤ2 ανοσοαντιδρώσας πρωτεΐνης ήταν σημαντικά μειω­
μένη ή απούσα. Κανένας από τους αλληλομόρφους αυτούς δεν φαίνεται να προκα- 
λεί πλήρη απουσία της πρωτεΐνης ΝΑΤ2 στο ήπαρ.95 Η έκφραση του μη μεταλλαγ­
μένου τύπου του ενζύμου (wild-type) σε κύτταρα νεφρού πιθήκου116, παρολαυτά, κα­
τέληξε σε αντιφατικά αποτελέσματα. Έτσι, στη μελέτη του Blum116, αμφότερες οι με­
ταλλάξεις *5Α ήταν απαραίτητες, ενώ, αντίθετα, στη μελέτη του Abe131, η μετάλλα­
ξη T341C, μόνη της, μείωσε το ποσό της ενζυμικής πρωτεΐνης. Η μετάλλαξη G590A, 
που προκαλεί Argl97Glu στον αλληλόμορφο ΝΑΤ2*6Α, και η μετάλλαξη G857A, που 
προκαλεί Glu286Glu στον ΝΑΤ2*7Β, προκάλεσαν εμφανή μείωση της ενζυμικής στα­
θερότητας116-132. Περαιτέρω μελέτες του Hein με ανασυνδυασμένες ΝΑΤ2 αλλοτυπι- 
κές ποικιλομορφίες, που εκφράσθηκαν σε Ε. coli, έδωσαν πρόσθετες in vitro πληρο­
φορίες. Τα εκφρασθέ^τα προϊόντα των ΝΑΤ2*5Α, *5Β και *5C παρουσίασαν μικρό­
τερη δραστικότητα από τα *6Α και *7Β, ενώ το *13 (C282T) είχε φυσιολογική δρα- 
στικότητα. Παρομοίως, η in vitro έκφραση σε συστήματα κυττάρων θηλαστικών κα- 
τέδειξε φυσιολογική δραστηριότητα του εκφρασθέντος ανασυνδυασμένου ΝΑΤ2 με 
C282T116·118-132. Αυτά τα in vitro αποτελέσματα βρίσκονται σε αντίθεση με πρόσφα­
τα in vivo δεδομένα από συγκρίσεις του ρυθμού μεταβολισμού της καφεΐνης με τους 
γονοτύπους123. Το αλληλόμορφο ΝΑΤ2*13 αποτελεί ένα σαφώς αργό ακετυλιωτικό 
αλληλόμορφο σε ομοζυγώτες φορείς, και το *5Β παρουσίαζε μία εμφανώς μεγαλύτε­
ρη δραστικότητα από το *6Α. Επομένως, η ετερόλογη έκφραση των αλληλομόρφων 
ΝΑΤ2 σε Ε. coli ή σε κύτταρα νεφρού πιθήκου δεν αντικατοπτρίζει την επίδραση των 
μεταλλάξεων στη σταθερότητα ή στη χημική συγγένεια προς διάφορα υποστρώματα 
του ενζύμου στο ανθρώπινο ήπαρ. ( Πίνακας 1).

Α λληλόμορφα του ΝΑΤ1. Πρόσφατες μελέτες του Cribb133, του Ward134 και των 
Vatsis και Weber135 έχουν δείξει ότι και η λειτουργία του ΝΑΤ1 ποικίλλει ευρέως 
στους ανθρώπους. Στην ίδια κατεύθυνση, η ακετυλίωση του PAS (από την αναλογία 
των μεταβολιτών του στα ούρα) σε 130 άτομα παρουσίαζε ποικιλία και υποδείκνυε 
μία δικόρυφη κατανομή136. Στη μελέτη του Wardl34, η σύγκριση των αλληλουχιών 
των γονιδίων ΝΑΤ1 σε μία οικογένεια 13 ατόμων έδειξε δύο ποικιλίες: τον αλληλό­
μορφο V2 (ΝΑΤ1*10), με δύο μεταλλάξεις στην 3' μη μεταφραζόμενη περιοχή (3_ 
UTR), και τον αλληλόμορφο V3 (ΝΑΤ1*11), με πέντε σημειακές μεταλλάξεις και ένα 
έλλειμμα στην 3_ UTR. Διαφορές στην αλληλουχία παρατηρήθηκαν, επίσης, μεταξύ 
του βασικού (VI) αλληλομόρφου και μίας προηγουμένως δημοσιευθείσας αλληλου­
χίας ΝΑΤ1 ενός Ιάπωνα117. Η λειτουργική σημασία αυτών των ποικιλομορφιών του 
ΝΑΤ1 δεν έχει εξακριβωθεί. Επομένως, παραμένει άγνωστο το κατά πόσο οι περι- 
γραφόμενες ποικιλίες είναι υπεύθυνες γιά τις εμφανείς διαφορές κατάλυσης, που 
παρατηρούνται σε συγκεκριμένα ΝΑΤ1 υποστρώματα. Τα ευρήματα αυτά, αν και 
ασαφή, θέτουν τον όρο "μονομορφικό" γιά το ΝΑΤ1 υπό αμφισβήτηση. Με άλλα λό­
για, αν και το ΝΑΤ-1 έχει πάψει να θεωρείται μονομορφικό, ο πολυμορφισμός του 
γονιδίου ΝΑΤ1 έχει μικρή ως καθόλου επίδραση στην ενζυμική έκφραση του ΝΑΤ137.

Με δεδομένα τα άνωθι ευρήματα και το γεγονός ότι το γονίδιο ΝΑΤ-2 είναι αυ- 
τοσωματικό απολειπόμενο καταδείχθηκε ότι οι πιθανοί γονότυποι ή αλλιώς οι πιθα­
νοί συνδυασμοί αλληλομόρφων της ΝΑΤ καθορίζουν και τον πιθανό ακετυλιωτικό
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φαινότυπο ανάλογα με την ομοζυγωτία στο wt (= γρήγοροι ακετυλιωτές), την ετερο- 
ζυγωτία wt/ οποιοδήποτε μεταλλακτικό αλληλόμορφο (= μέσοι ακετυλιωτές) και την 
ομοζυγωτία σε δύο μεταλλακτικό αλληλόμορφα (=αργοί ακετυλιωτές).

2.1.4.6 Γενετική Επιδημιολογία του ακετυλιωτικού πολυμορφισμού.
ί Η συχνότητα του αργού ακετυλιωτικού φαινότυπου ποικίλλει ευρέως μεταξύ 
ί  των διαφόρων φυλών128. Γονοτυπικά στοιχεία των συνηθισμένων ΝΑΤ2 αλληλομόρ- 
; φων μας επιτρέπουν πλέον να χαρτογραφήσουμε τη Μοριακή ιστορία του ακετυλιω-

ί- τικού π ο λ υ μ ό - ρ φ ι σ μ ο ύ ι 2 0 · ΐ 2 Μ 2 7 , ΐ 2 8 , ΐ 3 8 , ΐ 3 9  Δύο ομάδες μπορούν να διαφοροποιηθούν 
από τη συχνότητα εμφάνισης των μεταλλάξεων T341C/ C481T και G857A. Οι Αευκοί 

i και οι Αφρικανοί είναι πολύ παρόμοιοι και έχουν υψηλές συχνότητες του T341C/ 
C481T (>28%) και χαμηλές συχνότητες της μετάλλαξης G857A (<5%). Οι Ιάπωνες, οι 
Κορεάτες και άλλοι ασιατικοί πληθυσμοί παρουσιάζουν χαμηλή συχνότητα των με­
ταλλάξεων T341C/ C481T (<7%) και υψηλότερη συχνότητα της G857A μετάλλαξης ( 

j 10-18%). Η διαφορά στην επίπτωση του αργού ακετυλιωτικού φαινοτύπου μεταξύ 
j των Αευκών και Αφρικανών από τη μιά (40-70%) και των Ασιατικών πληθυσμών 

(10-30%) από την άλλη'08·121 είναι αποτέλεσμα της χαμηλής συχνότητας του T341C/ 
C481T αλληλομόρφου (ΝΑΤ2*5Α, Β, C) στους Α σ ι ά τ ε ς 140· 14 · . <42, 143. ο ι  Ινδιάνοι της 
Αμερικής και οι Εσκιμώοι του Καναδά φαίνεται πως είναι παρόμοιοι με τους Ασια­
τικούς πληθυσμούς, αναφορικά με την υψηλή αναλογία των γρήγορων ακετυλιωτών 
και της σχέσης T341C/ C481T προς G857A, εύρημα που αποδίδεται στην κοινή Μογ- 

I γολοειδή προέλευση των πληθυσμών α υ τ ώ ν . |38·'44,ΐ45 Επιλεκτικοί περιβαλλοντικοί 
■ παράγοντες ενήργησαν πιθανόν προς την επικράτηση μεταλλάξεων σε ένζυμα μέτα- 
‘ βολίζοντα διάφορα φάρμακα μετά την απομάκρυνση (απόκλιση/διάσταση) μεταξύ 
|  των Λευκών και Μογγολικών φυλίόν πριν 40.000 χρόνια144. Οι Ισπανοί εκφράζουν 
ί μία ενδιάμεση κατάσταση μεταξύ των Λευκών/Αφρικανών και των Α σιατώ ν128·129, 
| ενώ οι υψηλότερες συχνότητες αργών ακετυλιωτών έχουν παρατηρηθεί στους Αιγύ- 
[ πτιους146 και στους Μαροκινούς147, σε ποσοστά 80% και 90% αντιστοίχως. Τα υπάρ- 
| χοντα στοιχεία καταδεικνύουν ότι ο ακετυλιωτικός πολυμορφισμός έχει αρχαία 
1 Αφρικανική προέλευση, πριν τη διασπορά των πληθυσμών στον πλανήτη. Η σχεδόν 

πλήρης απουσία των αλληλομόρφων ΝΑΤ2* 12 και *14 (A803G και G191A) στους 
[ Λευκούς, συγκρινόμενη με την μεγαλύτερη από 8% επίπτωση του G191A στους 
| Αφρικανούς, καταδεικνύει ότι οι μεταλλάξεις αυτές συνέβησαν μετά τη διάσπαση 
Ι· Αφρικανών/μη Αφρικανών που υπολογίζεται ότι έλαβε χώρα πριν 90.000 χρόν ια129.
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3.1 Μοριακή Επιδημιολογία
Η Μοριακή Επιδημιολογία, συνδυάζει τις μεθόδους της κλασσικής Επιδημιολο­

γίας με τις τεχνικές της Μοριακής Βιολογίας. Σκοπός της είναι ο ακριβέστερος 
προσδιορισμός των ατόμων ή το)ν πληθυσμιακιυν ομάδων, που εμφανίζουν αυξημέ­
νο κίνδυνο γιά  την εμφάνιση συγκεκριμένοι παθήσεων1.

Πρόκειται γιά έναν επιστημονικό κλάδο που βρίσκεται ακόμη σε πριίημο στάδιο, 
θεωρείται όμως ότι στα επόμενα χρόνια θα αναπτυχθεί ιδιαίτερα. Μέχρι στιγμής 
αφορά κυρίως τη διευκρίνηση ενδιάμεσων σταδίων από την έκθεση σε περιβαλλοντι­
κούς καρκινογόνους παράγοντες μέχρι και την εμφάνιση κακοήθων νεοπλασιιόν 
1,6,31

Ιδιαίτερη σημασία έχει δοθεί στην ταυτοποίηση β ιολογικο ί δεικτο')ν 
(biomarkers), που υποδεικνύουν αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου, στα πλαί- j 
σια της επίδρασης περιβαλλοντικοί παραγόντοιν. Η ανακάλυψη τέτοιων δεικτιόν ! 
μπορεί να οδηγήσει μελλοντικά στον εντοπισμό πληθυσμιακοϊν ομάδιυν ή ατόμο)ν 
που χρειάζονται ειδικό προληπτικό έλεγχο και προληπτικές παρεμβάσεις6-31.

Τα βιολογικά σημεία μπορεί να αφορούν μεταβολές σε γονιδιακό επίπεδο ή και 
σε κυτταρικό επίπεδο, και είναι δυνατό να σημαίνουν υψηλή έκθεση σε καρκινογό­
νους παράγοντες ή πιθανή έναρξη καρκινογενετικής διαδικασίας. Σε άλλες περιπτιυ- 
σεις μπορεί να υποδεικνύουν αυξημένη ευαισθησία (ή μειωμένη αντίσταση) στην επί­
δραση εξωτερικίόν καρκινογόνοι παραγόντων6·52-128.

Τέτοια παραδείγματα β ιολογικοί δεικτιυν αποτελούν η εμφάνιση συσσωματο)- 
μάτο)ν (adducts) πολυκυκλικοιν υδρογονανθράκων (κλασσικού καρκινογόνου) στο 
DNA ορισμένοιν κυττάρων, ή μεταλλάξεις σε συγκεκριμένα γονίδια ή ανοηχαλίες 
στην ανάπτυξη ορισμένοιν κυττάρο)ν.

Η Μοριακή Επιδημιολογία αναζητά, επίσης, κληρονομικούς παράγοντες που 
μπορεί να επηρεάζουν τη συχνότητα εμφάνισης ορισμένοι παθήσεοιν. Κλασσικό πα­
ράδειγμα αποτελεί η πρόσφατη παρατήρηση ότι γυναίκες που γεννιούνται με μεταλ­
λαγμένο γονίδιο BRCA1 έχουν έναν εξαιρετικά υψηλό κίνδυνο (πάνο) από 70%) να 
εμφανίσουν καρκίνο μαστού. Περίπου 5% του συνόλου των περιπτιύσειυν καρκίνου 
του μαστού θεωρείται ότι οφείλεται στην κληρονομική μετάδοση αυτού του μεταλ­
λαγμένου γονιδίου6.
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Μ. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ)

Η έκθεση στις αρυλαμίνες είναι ένας από καιρό γνωστός παράγων κινδύνου 
στον καρκίνο τ-ης ουροδόχου κύστης2·23. Όπως καταδεικνύεται από εκτεταμένες επι- 
δημιολο-γικές μελέτες, οι καπνιστές και συγκεκριμένες επαγγελματικές ομάδες, 
όπως εργάτες που έρχονται σε επαφή με χρωστικές ουσίες και αγρότες, περιλαμβά­
νονται μεταξύ αυτών που θεωρούνται ως ομάδες υψηλού κινδύνου γιά νόσηση από 
καρκίνο ουροδόχου κύστης2·23.

Η Ν- ακετυλίωση των αρυλαμινών, αντίδραση που καταλύεται από το ένζυμο Ν- 
ακετυλτρανσφεράση, θεωρείται ένα μείζον βήμα αποτοξίκωσης των καρκινογόνων 
των αρυλαμινών στούς ανθρώπους. 148 Η Ν- ακετυλτρανσφεράση εκφράζεται λει­
τουργικά από δύο πολυμορφικά ισοένζυμα: το ΝΑΤ-1 και το ΝΑΤ-261·85·148·149. Αν 
και ο πολυμορφισμός του ΝΑΤ-2 έχει μελετηθεί εκτεταμένα, η σημασία του ΝΑΤ-1 
παραμένει υπό διερεύνηση148. Ο πολυμορφισμός του ΝΑΤ-2 εκφράζεται με τη μορφή 
του αργού ακετυλιωτικού φαινοτύπου σε 50% των Καυκάσιων και η πλειονότητα 
των αργών ακετυλιωτικών αλληλομόρφων σχετίζεται με τρεις σημειακές μεταλλά­
ξεις: 590Α, 341C και 857Α του ΝΑΤ-2 γονιδίου στο χρωμόσωμα 8 (και οι τρεις με­
ταλλάξεις θεωρούνται ως υπεύθυνες γιά τον αργό ακετυλιωτικό φαινότυπο σε πε­
ρισσότερο από 95% των Καυκάσιων αργών ακετυλιωτών)85·116·148·149·150.

Η μελέτη μας αποτελεί την πρώτη παρόμοια μελέτη σε Ελληνικό πληθυσμό. 
Όπως έγινε σαφές στο Γενικό Μέρος, η ποικιλομορφία έκφρασης της Ν-ακετυλτραν- 
σφεράσης, ως αποτέλεσμα ύπαρξης διαφορετικών μεταλλάξεων στη γονιδιακή θέση 
ΝΑΤ-2 μεταξύ διαφόρων πληθυσμών, καθιστά αναγκαία τη γενετική μελέτη διαφό­
ρων πληθυσμιακών ομάδων, προκειμένου να διαπιστωθεί σε κάθε περίπτωση ο βαθ­
μός ταύτισης ή η διαφοροποίηση της συγκεκριμένης πληθυσμιακής ομάδας με τους 
υπόλοιπους Καυκάσιους.

1) Πρωταρχικός στόχος της μελέτης μας ήταν να εξακριβωθεί το κατά πόσο η γε­
νετικά καθορισμένη γρήγορη ακετυλίωση αποτελεί προστατευτικό παράγοντα στην 
εμφάνιση καρκίνου ουροδόχου κύστης. Γιά το σκοπό αυτό, χρησιμοποιώντας συγκε­
κριμένη μέθοδο PCR, προσδιορίσαμε και συγκρίναμε με δοκιμασία χ2 τη συχνότητα 
των γρήγορων ακετυλιωτών μεταξύ ασθενών με νεοδιαγνωσμένο καρκίνο ουροδόχου 
κύστης και μαρτύρων.

2) Ένας άλλος στόχος της μελέτης αυτής ήταν να εξεταστεί το ενδεχόμενο ύπαρ­
ξης συγκεκριμένων γονοτύπων, που, ανάμεσα στο σύνολο των γονοτύπων που είναι 
υπεύθυνοι γιά την αργή ακετυλίωση, σχετίζονται με μεγαλύτερη ευπάθεια καρκίνου 
ουροδόχου κύστης. Έτσι, προκειμένου να διερευνηθεί το ενδεχόμενο αυτό, βασιστή­
καμε στη δοκιμασία χ2, ώστε να διαπιστώσουμε εάν υπήρχε στατιστικά σημαντική 
επικράτηση κάποιων συγκεκριμένων γονοτύπων που προκαλούν αργή ακετυλίωση 
στην ομάδα των ασθενών σε σχέση με τους μάρτυρες. Σημειωτέον ότι, παρά τις αρ­
κετές συσχετίσεις της αργής ακετυλίωσης, όπως προσδιορίζεται από φαινοτυπικές 
και γονοτυπικές δοκιμασίες, με τον καρκίνο της ουροδόχου κύστης, δεν υπήρχε μέ­
χρι σήμερα μελέτη που να εξέταξε ένα παρόμοιο ενδεχόμενο. Η ανεύρεση συγκεκρι­
μένων γονοτύπων μεταξύ των αργών ακετυλιωτών, που ενέχονται γιά μεγαλύτερο 
κίνδυνο νόσησης από καρκίνο ουροδόχου κύστης, καθίσταται σημαντική από τη 
στιγμή που η αργή ακετυλίωση συνολικά, αν και είναι βέβαιο ότι αποτελεί παράγο­
ντα καρκινογένεσης του ουροθηλίου, αφορά περίπου το 50% των Αευκών151.

3) Στη- μελέτη αυτή προσπαθήσαμε, επίσης, να διερευνήσουμε το ενδεχόμενο 
πιθανής συσχέτισης μεταξύ συγκεκριμένων γονοτύπων της αργής ακετυλίωσης με πε­
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ρισσότερο επιθετική νόσο στην αρχική διάγνωση από άποψη βαθμού (grade) και στα­
δίου (stage) της νόσου. Έτσι, στην παρούσα μελέτη, και αφού προηγουμένως είχαμε 
προσδιορίσει το γονότυπο κάθε ασθενούς, συγκρίναμε, με βάση τη δοκιμασία χ2 ,τις 
συχνότητες των γονοτύπων αυτών μεταξύ των ασθενών με το βαθμό κακοήθειας και 
το στάδιο της νόσου, όπως αυτά προσδιορίζονταν από την Παθολογοανατομική διά­
γνωση των παρασκευασμάτων, έπειτα από τη χειρουργική αντιμετώπιση του νεο­
πλάσματος (διουρηθρική εκτομή ή κυστεκτομή, ανάλογα με την έκταση της νόσου). 
Είναι σαφές ότι μία τέτοια συσχέτιση, εάν υπήρχε, θα πρόσθετε, πιθανότατα, έναν 
ακόμη μοριακό δείκτη στους ήδη γνωστούς ή υπό διερεύνηση προγνωστικούς παρά­
γοντες του καρκίνου του ουροθηλίου. Παρόμοιοι μοριακοί δείκτες αναζητούνται 
"εσπευσμένα" στη σύγχρονη Ουρολογία, καθώς η φυσική ιστορία του καρκίνου της 
ουροδόχου κύστης παρουσιάζει μία μοναδική ιδιομορφία: Παρά το γεγονός ότι η 
πλειονότητα των περιπτώσεων αφορά, στην αρχική διάγνωση, επιφανειακούς 
όγκους χαμηλού βαθμού κακοήθειας, ένα μεγάλο ποσοστό των όγκων αυτών τείνουν, 
παρά την όποια αντιμετώπισή τους, να υποτροπιάζουν, συχνά σε επιθετικότερη μορ­
φή και τελικά είτε απαιτούν ριζική επέμβαση (κυστεκτομή) με επιβαρυντικές γιά την 
ποιότητα ζωής του ασθενούς συνέπειες, είτε, το χειρότερο, επιφέρουν το μοιραίο,' 
κυρίως σε περιπτώσεις μη ενδελεχούς παρακολούθησης της πορείας της νόσου152’153.1 
Η ανεύρεση μοριακών δεικτών, οι οποίοι θα καταδεικνύουν ποιοι ασθενείς κινδυ­
νεύουν από "επιθετική νόσο" από την πρώτη διάγνωση ή ποιοι ασθενείς με επιφα­
νειακούς όγκους αρχικά, έχουν υψηλή πιθανότητα να παρουσιάσουν υποτροπή είναι 
σαφές ότι μπορεί να προσφέρει τα μέγιστα στην ορθολογικότερη αντιμετώπιση της 
νόσου152·154.
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[5. ΜΕΘΟΑΟΑΟΓΙΑ1

5.1 Ασθενείς και Μάρτυρες.
Μεταξύ Αυγούστου 1996 και Μαίου 1998, εξετάστηκαν 89 ασθενείς με πρωτο- 

διαγνωσμένο καρκίνο μεταβατικού επιθηλίου ουροδόχου κύστης (75 άνδρες και 14 
γυναίκες, με εύρος ηλικίας 35 ως 97 έτη και μέση ηλικία 66 έτη) και 147 άτομα με μη- 
κακοήθη νοσήματα του ουροποιητικού (μάρτυρες).

Όλοι οι ασθενείς που συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη επιλέχθηκαν τη στιγμή της 
πρώτης διάγνωσης, που έλαβε χώρα στο διάστημα Αύγουστος 1996- Μάιος 1998 στην 
Ουρολογική Κλινική του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, δηλαδή οι υποτροπές μετά τη 
θεραπεία εξαιρέθηκαν από τη μελέτη. Οι μάρτυρες ήταν άτομα που παρουσιάζαν 
διάφορες ουρολογικές παθήσεις, όχι όμως ενεργό ή θεραπευθείσα κακοήθεια του ου­
ροποιητικού και προσήλθαν γιά αντιμετώπιση των προβλημάτων τους στην ίδια 
Κλινική, κατά την ίδια περίοδο. Αναλυτικότερα, από τους 122 άρρενες μάρτυρες οι 
82 παρουσίαζαν προβλήματα σχετιζόμενα με καλοήθη υπερτροφία του προστάτη, 25 
με συμπτώματα ουρολοίμωξης και 15 προσήλθαν γιά διερεύνηση ουρολιθίασης. Από 
τις 25 γυναίκες που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες, οι 20 προσήλθαν στην Ουρολο­
γική Κλινική του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων για αντιμετώπιση ουρολοίμωξης (απλής 
ή εμπύρετης) και οι 5 γιά αντιμετώπιση και διερεύνηση λιθίασης του ουροποιητικού.

Αμφότερες οι ομάδες προέρχονταν από ένα αγροτικό πληθυσμό της Βορειο­
δυτικής Ελλάδος και, επομένως, χαρακτηρίζονταν από απουσία πιθανής έκθεσης στα 
γνωστά χημικά καρκινογόνο του επαγγελματικού καρκίνου της ουροδόχου κύστης.

Οι μάρτυρες επιλέχθηκαν έτσι, ώστε να έχουν παρόμοια ηλικία, καπνισηκές 
συνήθειες και αναλογία ανδρών/ γυναικών με τους ασθενείς, όπως καταδεικνύεται 
στον πίνακα 3.

Πίνακας
ηλικ ασθενείς

(π=89)

μάρτυρες

(η=147)
Ρ J

Εύρος ηλικιών 35-97 35-86
Μέση ηλικία (SD) 65.85(11.88) 63.90 (10.86) 0.20
Φύλο (Α/Γ) 75/14 122/25 0.79
(%) (84.3%-15.7%) (83.0%-17.0%)
Καπνιστές/Μη καπνιστές 56/33 94/53 0.87
(%) (62.9%-37.1%) (63.9%-36.1%)

Σε όλους τους ασθενείς, ο βαθμός κακοήθειας και το στάδιο της νόσου καθορί­
σθηκαν μετά από ιστολογική εξέταση των δειγμάτων, που πάρθηκαν είτε με διουρη- 
θρική εκτομή του όγκου είτε μετά από ριζική κυστεκτομή, και συσχετίσθηκαν με το 
γονότυπο του κάθε ασθενούς. Κανείς από τους ασθενείς δεν είχε λάβει νεο- επικου­
ρική θεραπεία με μορφή ακτινοβολίας ή χημειοθεραπείας, με στόχο την υποσταδιο- 
ποίηση (downstaging) και συρρίκνωση (shrinkage) του όγκου προκειμένου να υπο­
βληθεί σε εγχείρηση κατόπιν, καθώς κάτι τέτοιο θα αλλοίωνε εμφανώς τα αποτελέ- 
σματά μας.
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5.2 Μεθοδολογία της μοριακής ανάλυσης
Ακολούθως, απομονώθηκε DNA από χο περιφερικό αίμα τόσο ασθενών, όσο και 

μαρτύρων, χρησιμοποιώντας τη μέθοδο του NaCl. Με τον τρόπο αυτό, τα DNAs πουι 
συλλέχθηκαν από τους μάρτυρες και τους ασθενείς ήταν κατάλληλα γιά μακροχρό­
νια διατήρηση στους 4°C, έτσι ώστε να είναι δυνατή η διερεύνηση τους σε μελλοντι­
κό χρόνο.

Οι ΝΑΤ-2 γονότυποι ανιχνεύθηκαν με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης και 
ειδική ενίσχυση αλληλομόρφου (ARMS)- PCR γιά τις μεταλλάξεις 590Α και 857Α και 
τον πολυμορφισμό 481Τ, που πάντα συνυπάρχει με τη μετάλλαξη 341C, όπως περι- 
γράφθηκε από τον Agundez και συν149. Ένα τμήμα του DNA, που περιείχε όλη την 
κωδικοποιητική περιοχή του γονιδίου ΝΑΤ-2, χρησιμοποιήθηκε για ανάλυση με τα 
περιοριστικά ένζυμα Fok I και Dde I, επιτρέποντας την εντόπιση των αλληλομόρ- 
φων του γονιδίου ΝΑΤ-2, που έφερε τις μεταλλάξεις 590Α και 481Τ. Τα δείγματα 
αναλύθηκαν με PCR σε ζεύγη αντιδράσεων με εκκινητές συγκεκριμένους τόσο γιά τις: 
μεταλλάξεις, όσο και γιά το μη μεταλλαγμένο (άγριο τύπο) του ενζύμου. Κάθε σει­
ρά αντιδράσεων PCR περιελάμβανε ένα θετικό και ένα αρνητικό δείγμα ελέγχου, κα­
θώς και δείγμα χωρίς DNA.

Ένα τμήμα αποτελούμενο από 1212 ζεύγη βάσεων, που περιείχε όλη την κωδικό-· 
ποιητική περιοχή και μέρος του 5’ και 3’ άκρου του γονιδίου ΝΑΤ-2, ενισχύθηκε με: 
τη χρήση δύο εκκινητών : (1) του εκκινητή AATTAGTCACACGAGGA, που καταλαμ­
βάνει τη θέση -74 ως -58 στην κωδικοποιητική περιοχή του γονιδίου ΝΑΤ-2 και (2): 
του εκκινητή TCTAGCATGAATCACTCTG, που αντιστοιχεί στη θέση 1138 ως 1119ί 
στην κωδικοποιητική περιοχή του γονίδιου ΝΑΤ-2. !

Μετά από αυτό το αρχικό βήμα, μία δεύτερη αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης; 
(PCR) χρησιμοποιήθηκε, ώστε να γίνει δυνατή η μελέτη των μεταλλάξεων που περι-< 
γράφθηκαν πριν. Το βήμα αυτό περιλάμβανε τρεις αντιδράσεις, μία γιά κάθε αλλη--' 
λόμορφο, χρησιμοποιώντας διαφορετικά ζεύγη εκκινητών και συνθήκες ενίσχυσης; 
γιά κάθε μετάλλαξη.

Η μετάλλαξη 590Α μελετήθηκε με τη χρήση του ζεύγους των εκκινητών.1 
TTTACGCTTGAACCTCG και TTTACGCTTGAACCTCA, που αντιστοιχούσαν στην/ 
περιοχή 574 ως 590, αμφότεροι, σε συνδυασμό με τον εκκινητή 2, σε διαφορετικές; 
αντιδράσεις.

Κατά παρόμοιο τρόπο, η μετάλλαξη 481Τ μελετήθηκε χρησιμοποιώντας τους εκ-· 
κινητές CTGATTTGGTCCAG και CTGATTTGGTCCAA, οι οποίοι αντιστοιχούσαν' 
στην 494 με 481 περιοχή, σε συνδυασμό με τον εκκινητή 1.

Τέλος, η 857Α μετάλλαξη ανιχνεύθηκε χρησιμοποιώντας τους εκκινητές; 
AATAGTAAGGGATC και AATAGTAAGGGATT, που αντιστοιχούσαν στην περιοχήι 
870 με 857 του γονιδίου, σε συνδυασμό με τον εκκινητή 1.

5.2.1 Συνθήκες της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης.
Η αντίδραση του επιλεκτικού πολλαπλασιασμού γενομικού DNA (PCR), έγινε σε„ 

φιάλη eppendorf 5ΟΟμΙ. Όλα τα αντιδραστήρια, κατά τη διάρκεια της εργασίας τοπο­
θετούνται πάνω σε πάγο. Τα υλικά που θα χρησιμοποιηθούν θα πρέπει να έχουν απο­
στειρωθεί. Ο χώρος, όπου πραγματοποιείται η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης,, 
πρέπει να διατηρείται καθαρός, ώστε να ελαχιστοποιούνται οι τυχόν επιμολύνσεις. 
Όλες οι εργασίες γίνονται με γάντια.

Για την πραγματοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης χρησιμοποι-
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ήθηκε αυτόματος θερμικός κυκλοποιητής: PTC-100, Peltier-Effect Cycling. MJ 
Recearch Inc. USA.

Συνθήκες της αντίδρασης γιά την ανίχνευση της μετάλλαξης 481

Ρυθμιστικό διάλυμα : 50mM KC1, 20mM Tris-HCl, pH 8.4
dNTPS : 2mM (ισομοριακό μίγμα dATP, dTTP, dGTP, dCTP, Promega).
Ολιγονουκλέοτίδια εκκινητές : 50pmol από το καθένα (Genset).
Ιόντα Mg (MgC12) :1.5mM
Taq DNA πολυμεράση : 1 μονάδά (Gibco BRL)
Γενομικό DNA : 300-500ng.

Η αντίδραση έγινε σε συνολικό όγκο 50μ1, συμπληρώνοντας με δισαποσταγμένο 
και αποστειρωμένο Η20.

Για να αποφευχθεί η απώλεια του όγκου της αντίδρασης εξ’ αιτίας των υψηλών 
θερμοκρασιών, σε κάθε μπουκάλι αντίδρασης, σαν κάλυμμα, χρησιμοποιήθηκαν δύο 
σταγόνες παραφινέλαιου.

Πρόγραμμα κυκλοποίησης της μετάλλαξης 481

Αρχικά η αντίδραση εκτίθεται σε θερμοκρασία 95°C για 1.5 min και ακολουθεί: 
Αποδιάταξή 94°C για Imin 
Επανασύνδεση 48°C για 1 min 
Επέκταση 72°C για 1 min

Τα τρία στάδια της αποδιάταξης, επανασύνδεσης και επέκτασης επαναλαμβάνο­
νται για 20 κύκλους και τέλος ακολουθεί τελική επέκταση 72oC για 7min.

Συνθήκες αντίδρασης γιά την μετάλλαξη 590

Ρυθμιστικό διάλυμα : 50mM KCI, 20mM Tris-HCl, pH 8.4
dNTPS : 2mM (ισομοριακό μίγμα dATP, dTTP, dGTP, dCTP, Promega).
Ολιγονουκλέοτίδια εκκινητές : 50pmol από το καθένα (Genset).
Ιόντα Mg (MgC12) :1.25mM
Taq DNA-πολυμεράση : 1.5μοναδες (Gibco BRL)
Γενομικό DNA : 300-500ng.

Η αντίδραση έγινε σε συνολικό όγκο 50μ1, συμπληρώνοντας με δισαποσταγμένο 
και αποστειρωμένο Η20.
Για να αποφευχθεί η απώλεια του όγκου της αντίδρασης εξ’ αιτίας των υψηλών θερ­
μοκρασιών, σε κάθε μπουκάλι αντίδρασης, σαν κάλυμμα, χρησιμοποιήθηκαν δύο 
σταγόνες παραφινέλαιου.

Πρόγραμμα κυκλοποίησης για την μετάλλαξη 590

Αρχικά η αντίδραση εκτίθεται σε θερμοκρασία 95°C γιά 1.5 min και ακολουθεί: 
Αποδιάταξή 94°C γιά lmin 
Επανασύνδεση 48°C γιά 1 min 
Επέκταση 72°C γιά 1 min

Τα τρία στάδια της αποδιάταξης, επανασύνδεσης και επέκτασης επαναλαμβά­
νονται γιά 20 κύκλους και τέλος ακολουθεί τελική επέκταση 72°C γιά 7min.
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Συνθήκες της αντίδρασης γιά  τη μετάλλαξη 857

Ρυθμιστικό διάλυμα: 50mM KCL, 20mM Tris- HCL, pH 8.4 
dNTPs: 2mM ( ισομοριακό μίγμα dATP, dTTP, dGTP, dCTP, Promega). 
Ολιγονουκλεοτίδια εκκινητές: 50 pmol από το καθένα (Genset)
Ιόντα Mg (MgCL2): 1.25 mM
Taq DNA πολυμεράση : 1.5 μονάδες (Gibco BRL)
Γενομικό DNA: 300-500 ng.
Η αντίδραση έγινε σε συνολικό όγκο 50μ1, συμπληρώνοντας με δισαποσταγμένο και 
αποστειρωμένο Η 20.
Για να αποφευχθεί η απώλεια του όγκου της αντίδρασης εξ’ αιτίας των υψηλών θερ­
μοκρασιών, σε κάθε μπουκάλι αντίδρασης, σαν κάλυμμα, χρησιμοποιήθηκαν δυο 
σταγόνες παραφινέλαιου.

Πρόγραμμα κυκλοποίησης για  την μετάλλαξη 857

Αρχικά η αντίδραση εκτίθεται σε θερμοκρασία 95°C γιά 1.5 min και ακολουθεί: 
Αποδιάταξη 94°C γιά lmin 
Επανασύνδεση 44°C γιά 1 min 
Επέκταση 72°C γιά 1 min

Τα τρία στάδια της αποδιάταξης, επανασύνδεσης και επέκτασης επαναλαμβά­
νονται γιά 20 κύκλους και τέλος ακολουθεί τελική επέκταση 72°C γιά 7min.
Τα προϊόντα της αντίδρασης απεικονίζονται στις φωτογραφίες 1 και 2 και η πορεία 
της όλης αντίδρασης απεικονίζεται στην εικόνα 3, στις επόμενες σελίδες.
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590
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Μ

N

Φωτογραφίαΐ: Προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης μετά από ηλε- 
κτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1.9% που περιέχει βρωμιούχο αιθίδιο 0.5mgr/ml. 
Στις θέσεις 1 και 7 ομόζυγο φυσιολογικό. Στις θέσεις 2-6 και 8-14 ετερόζυγο Ν/Μ. 
Στη θέση 15 ο δείκτης μοριακών βαρών: ΦΧ 174/Haelll.

ι
i.

Φωτογραφία2: Προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης μετά από ηλε- 
κτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1.9% που περιέχει βρωμιούχο αιθίδιο 0.5mgr/ml. 
Στις θέσεις 3 και 7 ομόζυγοι 481/481. Στις θέσεις 2,4,5,11,12 ομόζυγοι φυσιολογικοί. 
Στις θέσεις 1,6,8-10,13,14 ετερόζυγοι. Στη θέση 15 ο δείκτης μοριακών βαρών: ΦΧ 
174/HaeJll.
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5.3 Στατιστική ανάλυση
Οι συχνότητες των γονοτύπων συγκρίθηκαν μεταξύ ασθενών και μαρτύρων με τη 

δοκιμασία χ2.. Η δοκιμασία Fisher και η διόρθωση κατά Yates χρησιμοποιήθηκαν, 
όπου κρίθηκε απαραίτητο. Οι λόγοι αναλογιών (odds ratios), ο οφειλόμενος κίνδυ­
νος και ο οφειλόμενος κίνδυνος του πληθυσμού για τους γονοτύπους που βρέθηκαν 
να παρουσιάζουν στατιστικά σημαντικές διαφορές επίσης υπολογίστηκαν.

Ο λόγος* α'ναλογιών (odds ratio= OR) χρησιμοποιήθηκε ως τρόπος εκτίμησης του 
σχετικού κινδύνου γιά καρκίνο ουροδόχου κύστης, σχετιζόμενος με συγκεκριμένους 
γονοτύπους. Ο λόγος αναλογιών (odds ratio) ορίζεται ως η αναλογία (odds) ενός 
ασθενή, που έχει ένα συγκεκριμένο γονότυπο, διαιρούμενη διά της αναλογίας (odds) 
ενός μάρτυρα, που έχει τον ίδιο γονότυπο.

Ο οφειλόμενος κίνδυνος (Attributable risk, AR) υπολογίσθηκε με βάση τον τύπο 
j\R= OR-1/ OR, ως ποσοστό επί τοις εκατό, υποδηλώνοντας, εν προκειμένω, το πο­
σοστό επί τοις εκατό στους φορείς των ελαττωματικών γονοτύπων στο οποίο ο καρ­
κίνος αποδίδεται στο συγκεκριμένο γενετικό έλλειμμα.

Ο οφειλόμενος κίνδυνος του πληθυσμού (population attributable risk, PAR) υπο­
λογίσθηκε χρησιμοποιώντας την τεχνική του Taylor155, επίσης ως ποσοστά επί τοις 
εκατό, υποδηλώνοντας, με βάση τον ορισμό του, το ποσοστό επί τοις εκατό των πε­
ριπτώσεων καρκίνου στον συνολικό πληθυσμό μας που μπορεί να αποδοθεί στους 
συγκεκριμένους ελαττωματικούς γονοτύπους.



6.1 Αποτελέσματα
Ό λοι οι ασθενείς και οι μάρτυρες εξετάσθηκαν και οι ανενεργείς μεταλλάξεις 

590Α και 341C συνυπήρχαν με τους πολυμορφισμούς 282Τ+590Α και 
341C+481T+803G, αντιστοίχως. Συγκεκριμένα, όλοι οι απλότυποι 481Τ είχαν δύο 
θέσεις αναγνώρισης στο Ddel και, επομένως, απλότυπο 341C+481T+803G. Ο απλό- 
τυπος όλων των ατόμων με την μετάλλαξη 590Α είναι 590Α+282Τ εφόσον , σύμφω­
να με τον Agundez και συν., 149 είναι θετικοί σε δύο ζοδνες στην επίδραση στο Fok I.

Τα άνωθι στοιχεία αποτελούν ισχυρή απόδειξη της ομογένειας του πληθυσμού, 
καθώς καταδεικνύουν την ύπαρξη μόνο ενός απλοτύπου σε κάθε μετάλλαξη αργής 
ακετυλίωσης (590Α+ 282Τ και 341C+ 481T+803G, αντίστοιχα).

Η συχνότητα των γρήγορων ακετυλιωτιόν μεταξύ των μαρτύρων ήταν υψηλότερη 
από τους ασθενείς (ρ= 0.0016). Ο λόγος αναλογούν (odds ratio) των γρήγορων ακε- 
τυλιωτών γιά καρκινογένεση στην ουροδόχο κύστη υπολογίσθηκε στο 0.25.

Οι ομοζυγώτες 341C/ 341C ήταν εμφανούς πιό συχνοί μεταξύ των ασθενούν (ρ=
0.0031), παρουσιάζοντας ένα λόγο αναλογούν 3.73 γιά καρκίνο της ουροδόχου κύ­
στης και, επομένιυς, ο συγκεκριμένος γονότυπος ήταν μειονεκτικός, από άποψη αυ­
ξημένου κινδύνου γιά νόσηση από καρκίνο ουροδόχου κύστης. Ο οφειλόμενος κίν­
δυνος (AR) αυτού του γονοτύπου ήταν 0.73, ενο) ο οφειλόμενος κίνδυνος του πλη­
θυσμού (PAR) ήταν 0.115 (πίνακας 4).

Οι ετεροζυγώτες 341C/ 857Α ήταν στατιστικά επικρατέστεροι στην ομάδα των 
ασθενούν (ρ= 0.0031). Αυτός ο μειονεκτικός γονότυπος έφερε ένα εξαιρετικά υψηλό 
λόγο αναλογιιον (odds ratio), υπολογιζόμενο σε 12.46 γιά καρκινογένεση στην ουρο­
δόχο κύστη με ένα οφειλόμενο κίνδυνο 0.92. Ο οφειλόμενος κίνδυνος πληθυσμού του 
γονοτύπου αυτού ήταν 0.072 (πίνακας 5).

Η συσχέτιση των γονοτύπων με το βαθμό κακοήθειας στην αρχική διάγνωση κα- 
τέδειξε ότι ο γονότυπος 341C/ 341C μπορεί, επίσης, να σχετίζεται με περισσότερο 
επιθετική νόσο, καθώς η δοκιμασία χ2 αυτού του γονοτύπου έδωσε ένα στατιστικά 
σημαντικό αποτέλεσμα (ρ< 0.05), ενο) όλοι οι άλλοι γονότυποι δεν έδειξαν κάποια 
στατιστικά σημαντική σχέση είτε με υψηλής κακοήθειας καρκίνο ουροδόχου κύστης 
είτε με χαμηλού βαθμού κακοήθειας όγκους (πίνακας 6).

Καμμιά στατιστικά σημαντική συσχέτιση δεν παρατηρήθηκε στη συσχέτιση των 
δ ια φ ορετικο ί γονοτύπο^ν του ΝΑΤ-2 γονιδίου μεταξύ των ασθενούν και του τοπικού 
σταδίου διήθησης, είτε πριν είτε μετά την ομαδοποίηση των διαφόρων σταδίων σε 
επιφανειακή και διηθητική νόσο ( πίνακας 7).



45

6.2 Πίνακες
Η κωδικοποίηση των γονοτύπων με τους αριθμούς 0-9 (πίνακας 2) έγινε για 

πρακτικούς λόγους και χρησιμοποιείται παρακάτω στους πίνακες των αποτελεσμά­
των.

Πίνακας 4 Κωδικοποίηση των γονοτύπων της ΝΑΤ 2.

η τώ ¥ γο νο τύ π ω ν  τη ς  Ν Α Τ  2

1.

2.

590/590
341/341

1-3= ίδιες μεταλλάξεις στους δύο
αλληλομόρφους (αργοί ακετυλιωτές)

3. 857/857
4. 590/341 4-6= συνδυασμός διαφορετικών μεταλ­
5. 590/857 λάξεων στους δύο αλληλομόρφους
6. 341/857 (αργοί ακετυλιωτές)
7. 590/Ν
8. 341/Ν 7-9= ετεροζυγώτες με ένα φυσιολογικό 

αλληλόμορφο
9. 857/Ν

0. N/N=wt γρήγοροι ακετυλιωτές
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Ο πολυμορφισμός της Ν- ακετυλίωσης, που κυρίως αποδίδεται στο ισοένζυμο Ν- 
ακετυλτρανσφεράση- 2 (ΝΑΤ-2), εμπλέκεται στην τοξικότητα φαρμάκων με βάση την 
αμίνη και στην ευπάθεια σε συγκεκριμένες νόσους, όπως καρκίνο της ουροδόχου κύ­
στης, εδώ και αρκετά χρόνια85·156·157. Η σχετική συμφωνία μεταξύ φαινοτυπικών και 
γονοτυπικών.μελετών καταδεικνύει ότι, πέρα από την επικράτηση των μεταλλάξεων 
590Α, 341C και 857Α, που είναι υπεύθυνες γιά την πλειονότητα των Καυκάσιων αρ­
γών ακετυλιωτών, άγνωστοι ΝΑΤ-2 μεταλλακτικοί αλληλόμορφοι πρέπει να είναι 
παρόντες σε,χαμηλές συχνότητες (υπολογιζόμενες στο 5%) και, επομένως, δεν επη­
ρεάζουν σημαντικά την κατάδειξη του φαινοτύπου στις μελέτες πληθυσμών.108·158

Έχει καταδειχθεί ότι οι μεταλλάξεις του ΝΑΤ-2 γονιδίου δεν οδηγούν σε ολική 
απουσία, αλλά σε μειωμένη σύνθεση και δραστηριότητα του ενζύμου108*159·160. Παρο- 
λ'αυτά, σε αντίθεση με τους γρήγορους ακετυλιωτές, που έχουν την ικανότητα να 
αποτοξικώνουν μέσω ακετυλίωσης, δηλαδή να μεταβολίζουν τις αρυλαμίνες σε αθώα 
παράγωγα, οι αργοί ακετυλιωτές τείνουν να σχηματίζουν, μέσω της Ν- υδροξυλίω- 
σης, Ν- υδροξυπαράγωγα (εγγύς καρκινογόνο της ουροδόχου κύστης),161·162 τα 
οποία ακολούθως γλυκουρονιδιώνονται66·67·68. Τα γλυκουρονιδιωμένα παράγωγα 
μπορούν εύκολα κατόπιν να υποστούν υδρόλυση και, έτσι, να σχηματίσουν ηλε- 
κτροφιλικά μόρια ιόντων αρυλνιτρενίου, τα οποία παρουσιάζουν ισχυρότατη καρ­
κινογόνο δράση, (τελικά καρκινογόνο της ουροδόχου κύστης)71·73·163. Συγκεκριμένα, 
τα ιόντα αρυλνιτρενίου παρουσιάζουν αυξημένη συγκέντρωση στα ούρα, παραμέ­
νουν y ιά σχετικά μεγάλο χρονικό διάστημα εντός της ουροδόχου κύστης και, επομέ­
νως, έχουν την ικανότητα να προκαλούν μη αντιστρεπτές αλλοιώσεις στο DNA των 
ουροθηλιακών κυττάρων και έναρξη της καρκινογένεσης. Η πιθανότερη θέση προ­
σβολής του DNA είναι οι βάσεις γουανίνης73·163.

Σημειωτέον ότι ο χρόνος παραμονής των ούρων μέσα στην ουροδόχο κύστη αυ­
ξάνει με την ηλικία. Η γήρανση επιφέρει μη αντιστρεπτές αλλοιώσεις της συσταλτι- 
κότητας του εξωστήρα μυ με αποτέλεσμα ατελή κένωση της ουροδόχου κύστης και 
μόνιμο υπόλειμμα ούρων. Στους ηλικιωμένους άνδρες η κατάσταση επιδεινώνεται 
από την άλλοτε άλλου βαθμού απόφραξη, που προκαλεί η υπερπλασία του προστά­
τη26.

Ένα σημαντικό ποσοστό των καρκινωμάτων μεταβατικού επιθηλίου της ουροδό­
χου κύστης μπορεί να αποδοθεί στην περιβαλλοντική έκθεση σε διάφορες αρυλαμί­
νες. Από τους μη-διαιτητικούς παράγοντες, το κάπνισμα θεωρείται η σημαντικότερη 
αιτία καρκίνου της ουροδόχου κύστης, στην οποία αποδίδεται 40 με 50% του συνό­
λου των περιπτώσεων, ενώ ουσίες όπως η 4- αμινοδιφαινύλη και η β- ναφθυλαμίνη, 
που μπορούν να παραχθούν από την πυρόλυση ουσιών του καπνού και αποτελούν 
επίσης υποστρώματα του ΝΑΤ-2, είναι αποδεδειγμένα καρκινογόνο της ουροδόχου 
κύστης στον άνθρωπο2·7·9·14·15·22. Οι αρωματικές αμίνες χρησιμοποιούνται, επίσης, 
στη βιομηχανία εντομοκτόνων. Επομένως, οι εργάτες στη βιομηχανία χρωμάτων, 
όπως είναι από παλιά γνωστό, αλλά και οι αγρότες, σύμφωνα με τα νεότερα δεδομέ­
να, μπορούν να θεωρηθούν ως πληθυσμοί αυξημένου κινδύνου γιά καρκίνο ουροδό­
χου κύστης5·16·17·19·20·22·24·25. Η επαγγελματική έκθεση στις αρυλαμίνες ενοχοποιείται 
γιά καρκίνο ουροδόχου κύστης σε 19% των ανδρών και 6% των γυναικώ ν1·2. Σήμερα 
η πλειονότητα αυτών των καρκινογόνων των αρυλαμινών είτε δεν χρησιμοποιείται 
βιομηχανικά είτε η έκθεση των εργατών σε αυτά έχει μειωθεί δραματικά ως αποτέλε­
σμα των βελτιωμένων τεχνικών παραγωγής και της αυξημένης πλέον ευαισθησίας,
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αναφορικά με τα μέτρα προφύλαξης που πρέπει να λαμβάνονται2·19-20. Ανεξάρτητα 
από τα παραπάνω, ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης είναι η έβδομη συχνότερη αι­
τία θανάτου στις Δυτικές χώρες και ο τέταρτος συχνότερος τύπος καρκίνου στις 
ΗΠΑ1-2*3-5.

Η επιλογή του πληθυσμιακού δείγματος, που μελετήθηκε, έγινε έτσι ώστε να 
υπάρχει παρόμοιος βαθμός έκθεσης στις βασικές πηγές των καρκινογόνων αρυλαμι- 
νών, δηλαδή των βασικών καρκινογόνων του ουροθηλίου, τόσο στους ασθενείς όσο 
και στους μάρτυρες. Ετσι, η αναλογία καπνιστών μη καπνιστών ήταν ίδια στις δύο 
ομάδες. Επιπλέον, η προέλευση του πληθυσμού από την ευρύτερη περιοχή της Ηπεί­
ρου συνηγορούσε σε μηδενική ή ελάχιστη επαγγελματική έκθεση σε ασθενείς και μάρ­
τυρες καθώς η περιοχή δεν έχει βιομηχανικές μονάδες επεξεργασίας καρκινογόνων 
αρυλαμινών.

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης είναι βασικά νόσος της τρίτης ηλικίας και το 
γεγονός αυτό βρίσκεται σε συμφωνία με την αντίληψη ότι απαιτείται μακροχρόνια 
έκθεση του ουροθηλίου σε χημικά καρκινογόνο, προκειμένου να παρουσιαστεί καρ­
κίνος της ουροδόχου κύστης16’23-24-26. Η εξομοίωση, επομένως, ασθενών και μαρτύ­
ρων, από άποψη ηλικίας στη μελέτη μας (ίδια μέση ηλικία), έγινε προκειμένου να 
αποφευχθούν προφανή λάθη στην εξαγωγή των αποτελεσμάτων μας.

Οι συσχετίσεις του αργού ακετυλιωτικού φαινοτύπου με αυξημένο κίνδυνο νό- 
σησης από καρκίνο της ουροδόχου κύστης έδωσαν θετικά84-85-86, αλλά και αρνητικά 
αποτελέσματα87·88. Τελικά, όμως, παρόμοιες μελέτες που χρησιμοποιούν φαινοτυπι- 
κές μεθόδους θεωρούνται πλέον ιδαίτερα εξεζητημένες και ενέχονται με σοβαρό κίν­
δυνο λάθους, καθώς η ακετυλιωτική ικανότητα μπορεί να επηρεαστεί από πλείαδα 
παραμέτρων, οι οποίες είναι αδύνατο να ληφθούν υπόψη στο σύνολό τους61-89-90·91. 
Μετά, όμως, από την εντόπιση του γονιδίου της Ν-ακευτυλτρανσφεράσης98-99-102, τον 
καθορισμό των μεταλλάξεων που είναι υπεύθυνες γιά την αργή ακετυλίωση123-124 και 
την ανίχνευση των συνηθέστερων μεταλλακτικών αλληλομόρφων101-118, είναι εύκολη 
πλέον η διερεύνηση του ακετυλιωτικού πολυμορφισμού με γονοτυπικές μεθόδους. 
Αυτό επιχειρήθηκε και στην παρούσα μελέτη.

Οι μέχρι σήμερα προσπάθειες συσχέτισης της αργής ακετυλίωσης, όπως αυτή 
προσδιορίζεται έπειτα από γενετική ανάλυση, με αυξημένη ευπάθεια καρκίνου στην 
ουροδόχο κύστη είναι σχετικά λίγες156-157-164*165-166. Οι μελέτες αυτές έδειξαν, με 
ελάχιστες εξαιρέσεις156, ότι η γενετικά ρυθμιζόμενη αργή ακετυλίωση αποτελεί πα­
ράγοντα κινδύνου γιά καρκινογένεση στην ουροδόχο κύστη157-164-165-166. Παρολαυτά, 
καμμία από τις παραπάνω μελέτες δεν επιχείρησε να διερευνήσει το ενδεχόμενο κά­
ποιοι συγκεκριμένοι γονότυποι της αργής ακετυλίωσης μεταξύ των διάφορων γενε­
τικών συνδυασμών να παρουσιάζουν μεγαλύτερο κίνδυνο νόσησης από καρκίνο του 
ουροθηλίου. Αυτό ακριβώς το ενδεχόμενο εξετάστηκε στη δική μας μελέτη168.

Στην υπάρχουσα βιβλιογραφία παραμένει υπό αμφισβήτηση ο ρόλος της βαρύ­
τητας της έκθεσης στα χημικά καρκινογόνα στον κίνδυνο για καρκίνο της ουροδόχου 
κύστης που προσδίδει η αργή ακετυλίωση. Έτσι, υπάρχουν μελέτες που καταλήγουν 
στο συμπέρασμα ότι οι αργοί ακετυλιωτές αποτελούν ομάδα υψηλού κινδύνου γιά 
καρκίνο ουροδόχου κύστης μόνο εφόσον έχουν εκτεθεί μακροχρόνια σε καρκινογό­
νο ουροθηλίου είτε λόγω επαγγελματικής έκθεσης164, είτε ως καπνιστές165, είτε ως 
αποτέλεσμα συνδυασμένης έκθεσης σε καρκινογόνο τόσο μέσω καπνίσματος όσο και 
μέσω επαγγελματικής έκθεσης157. Από την άλλη μεριά, άλλοι ισχυρίζονται ότι η αρ­
γή ακετυλίωση αποτελεί μεν παράγοντα κινδύνου για καρκίνο ουροδόχου κύστης, 
μόνο όμως σε άτομα με ιστορικό ελάχιστης έκθεσης σε χημικά καρκινογόνα (μη κα­
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πνιστές, χωρίς ιστορικό επαγγελματικής έκθεσης)166. Στη μελέτη μας167, ασθενείς 
και μάρτυρες είχαν, λόγω του σχεδιασμού, ισοδύναμη έκθεση στα ουροθηλιακά καρ- 
κινογόνα: το κάπνισμα, ως η μείζον αιτία έκθεσης στις αρυλαμίνες, ήταν εξισορρο­
πημένο μεταξύ μαρτύρων και ασθενών και όλο το υπό μελέτη δείγμα προέρχονταν 
από την ίδια αγροτική περιοχή, η οποία δεν έχει εργοστάσια που χρησιμοποιούν 
καρκινογόνο των αρωματικών αμινών στη βιομηχανική παραγωγή. Αν και εξατομι- 
κευμένη συσχέτιση μεταξύ ασθενών και μαρτύρων δεν έγινε, οι δύο ομάδες είχαν πα­
ρόμοια μέση ηλικία και αναλογία ανδρών προς γυναίκες. Μεταξύ των δύο ομάδων 
υπήρχε, επίσης, γενετική ομογένεια, όπως καταδεικνύεται από το κοινό γενετικό 
υπόστρωμα στις μεταλλάξεις 341C και 590Α. Επομένως, άλλοι γενετικοί παράγο­
ντες, που μπορεί ενδεχόμενα να επηρεάζουν την ευπάθεια ασθενών και μαρτύρων 
στα χημικά καρκινογόνο, είχαν εξισορροπηθεί σε μεγάλο βαθμό.

Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας, οι γρήγοροι ακετυλιωτές φαίνεται πως έχουν 
πλεονέκτημα από άποψη χαμηλότερου κινδύνου γιά καρκίνο ουροδόχου κύστης, εν­
δυναμώνοντας την αντίληψη του προστατευτικού ρόλου της γρήγορης ακετυλίωσης 
στην αποτοξίκωση των αρυλαμινών και των καρκινογόνων παραγώγων τους157·164·165·166.

Πέρα όμως από αυτό, μεταξύ των αργών ακετυλιωτών, δύο γονότυποι, σύμφωνα 
με τα αποτελέσματα μας, φαίνεται πως είναι αυτοί που κυρίως ενέχονται με την αυ­
ξημένη ευπάθεια στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης. Συγκεκριμένα, βρέθηκε ότι 
μόνο οι φορείς των γονοτύπων 341C/341C και 341C/857A παρουσιάζονται σε στατι­
στικά σημαντική υψηλότερη συχνότητα μεταξύ των ασθενών. Η σημασία του ευρή­
ματος αυτού είναι προφανής διότι, στην περίπτωση που επιβεβαιωθεί και από άλλες 
μελέτες, θα καθορίζει επακριβώς τα άτομα που, μεταξύ των αργών ακετυλιωτών, πα­
ρουσιάζουν σημαντικό κίνδυνο νόσησης από καρκίνο ουροδόχου κύστης. Με άλλα 
λόγια, το εύρημα της μελέτης μας ίσως βοηθήσει στον εστιασμό της προσοχής των 
κλινικών, αλλά και των εργαστηριακών ιατρών, από άποψη πρόληψης και πρόγνω­
σης του καρκίνου της ουροδόχου κύστης τόσο στο γενικό πληθυσμό όσο και, κυρίως, 
σε ομάδες ατόμων με ιστορικό μακροχρόνιας έκθεσης σε ουροθηλιακά καρκινογόνο.

Η μετάλλαξη 341C στους Καυκάσιους συνδέεται στη μεγάλη πλειονότητα των 
τεριπτώσεων με τον αλληλόμορφο 341C+ 481Τ+ 803G, που, σημειωτέον, είναι και ο 
ϊλληλόμορφος με τη μεγαλύτερη συχνότητα στους Καυκάσιους. Η ίδια μετάλλαξη 
τπαντάται σε πολύ μικρότερη συχνότητα ως αλληλόμορφος 341C+ 481Τ ή 341C+ 
503G100·123. Πάντως, εκτεταμένες in vivo και vitro μελέτες έχουν δείξει ότι η προα- 
/αφερόμενη μετάλλαξη ευρισκόμενη σε οποιονδήποτε από τους παραπάνω αλληλο- 
ιόρφους έχει ως συνέπεια τη λειτουργική έκπτωση του ενζύμου της Ν- ακετυλτραν- 
κρεράσης123·124. Οι διαπιστώσεις αυτές όχι μόνο είναι σε απόλυτη συμφωνία, αλλά 
cai ενισχύουν ακόμη περισσότερο το εύρημα μας, αναφορικά με την ευπάθεια γιά 
ιαρκίνο της ουροδόχου κύστης στους ομοζυγώτες 341C. Αντίθετα με ότι ισχύει γιά 
η μετάλλαξη 341C, η μετάλλαξη 857Α έχει αμφισβητούμενες συνέπειες στη λειτουρ- 
Ίκή έκφραση του ενζύμου118·124. Περαιτέρω δυσκολία στη μελέτη της μετάλλαξης 
ιυτής προέρχεται από την εξαιρετικά χαμηλή συχνότητά της στους Καυκάσιους. 
Μαίνεται, όμως, από τα ευρήματά μας ότι η ύπαρξη της 341C και της 857Α μετάλλα- 
;ης, αν και αποτελεί εξαιρετικά σπάνιο συνδυασμό, επιφέρει σημαντικού βαθμού αύ- 
;ηση του κινδύνου καρκινογένεσης στην ουροδόχο κύστη.

Ο στόχος των φορέων της δημόσιας υγείας είναι να ελαττώσει τη συχνότητα ή να 
[ρολάβεΓτην εμφάνιση συγκεκριμένων νόσων στον πληθυσμό. Ο σχετικός κίνδυνος, 
)ς επιδημιολογικό μέγεθος, εκτιμά την ισχύ της συσχέτισης μεταξύ νόσων και πα ­
ραγόντων κινδύνου, ενώ ο οφειλόμενος κίνδυνος προσδιορίζει το ποσοστό των πε­
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ριπτώσεων μίας νόσου που μπορεί να αποδωθεί σε ένα συγκεκριμένο παράγοντα., 
Σύμφωνα με τη γνώμη των περισσοτέρων επιδημιολόγων, ο προσδιορισμός του με­
γέθους της συμβολής ενός παράγοντα κινδύνου στην εμφάνιση μίας νόσου είναι εξί­
σου σημαντικός με την έρευνα γιά ανίχνευση νέων παραγόντων κινδύνου και, γιά το ι 
λόγο αυτό, επιχειρήθηκε στην παρούσα μελέτη ο προσδιορισμός του οφειλόμενου 
κινδύνου και του οφειλόμενου κίνδυνου πληθυσμού ( AR και PAR, αντίστοιχα) των 
μεταλλάξεων που, σύμφωνα με τη δοκιμασία χ2, βρέθηκαν να παρουσιάζουν σημα­
ντική στατιστική διαφορά μεταξύ ασθενών και μαρτύρων. Επιπρόσθετα, είναι πλέον 
σαφές ότι οι συστάσεις των φορέων της δημόσιας υγείας, που βασίζονται σε εκτιμή­
σεις του σχετικού κινδύνου ενός προδιαθεσικού παράγοντα μίας νόσου, δεν αρκούν 
και η προσοχή πρέπει να στραφεί στον οφειλόμενο κίνδυνο, που ο προδιαθεσικός; 
αυτός παράγοντας εμφανίζει σε συγκεκριμένο πληθυσμό168.

Οι οφειλόμενοι κίνδυνοι που υπολογίσθηκαν γιά τους γονοτύπους 341C/341C 
και 341C/ 857Α ήταν σημαντικά υψηλοί, γεγονός που σημαίνει ότι στον πληθυσμό 
που μελετήθηκε η ύπαρξη αυτών των γονοτύπων μπορεί να θεωρηθεί ως υπεύθυνη 
γιά 70% και 90% των περιπτώσεων καρκίνου ουροδόχου κύστης μόνο μεταξύ των\ 
φορέων αυτών των συγκεκριμένων γονοτύπων. Οι περιπτώσεις αυτές αντιπροσω-' 
πεύουν χαμηλό ποσοστό περιπτώσεων καρκίνου ουροδόχου κύστης στο συνολικοί 
αριθμό των ασθενών (όπως καταδεικνύεται από τον οφειλόμενο κίνδυνο πληθυ-·| 
σμού), γεγονός που εξηγείται από από τη χαμηλή συχνότητα των δύο αυτών γονοτύ-j 
πων γενικά, (πίνακας 2). Αν και μία μελέτη βασισμένη στο σύνολο του πλυθησμού θαι 
μπορούσε να προσδώσει ακριβέστερες εκτιμήσεις του λόγου αναλογιών (odds ratios)) 
των συγκεκριμένων γονοτύπων, οι υψηλοί οφειλόμενοι κίνδυνοι αυτών των μειονε­
κτικών γονοτύπων καταδεικνύουν ότι ενοχοποι-ούνται γιά καρκίνο ουροδόχου κύ-·: 
στης168.

Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης χαρακτηρίζεται από μεγάλες διαφορές στη] 
συμπεριφορά, καταδεικνύοντας μία ετερογενή διαταραχή από άποψη μορφολογίας; 
(όγκοι χαμηλού βαθμού κακοηθειας έναντι υψηλού βαθμού κακοήθειας), αριθμού) 
όγκων κατά τη διάγνωση (μονήρης έναντι πολλαπλών), σταδίου (επιπολείς έναντι, 
διηθητικών) και πρόγνωσης (υποτροπής, εξέλιξης και συχνοτήτων επιβίω- 
σης)152,ΐ53,ΐ54ι Παρά την ετερο-γένεια της νόσου, όμως, ο βαθμός κακοήθειας και τοι 
στάδιο του όγκου θεωρούνται ως οι βασικότεροι προγνωστικοί παράγοντες στον' 
καρκίνο της ουροδόχου κύστης154-169. Στην προσπάθεια να διαπιστώσουμε κατά πό­
σο η ύπαρξη των γονοτύπων που ευθύνονται γιά την αργή ακετυλίωση μπορεί ναι 
σχετίζεται με υψηλότερο κακοήθες δυναμικό της νόσου, συσχετίσαμε, επομένως, τις; 
συχνότητες των γονοτύπων αυτών στους ασθενείς με το στάδιο και το βαθμό κακοή- 
θειας της νόσου. Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας, ο γονότυπος 341C/ 341C δεν* 
εμπλέκεται απλώς στην καρκινογένεση στην ουροδόχο κύστη, αλλά, επίσης* φαίνεται, 
να είναι υπεύθυνος για όγκους υψηλότερου βαθμού κακοήθειας (Πίνακας 6). Η1 
ύπαρξη αυτού του γονοτύπου σε μία νεοδιαγνωσμένη περίπτωση αποτελεί, επομέ­
νως, πιθανή ένδειξη φτωχής πρόγνωσης.

Επιπρόσθετα, εφόσον η μεγάλη πλειονότητα των καρκινωμάτων του μεταβατι-'· 
κού επιθηλίου (70-80%) τείνουν να παρουσιάζονται ως επιφανειακοί όγκοι153-169, ηι 
ύπαρξη διηθητικής νόσου στους μισούς ασθενείς που είναι φορείς του γονοτύπου1 
341C/ 341C, αν και δεν είναι στατιστικά σημαντική στη μελέτη αυτή, πιθανόν ενι­
σχύει περαιτέρω το εύρημά μας αναφορικά με την επιθετικότητα της νόσου στους: 
φορείς του γονοτύπου αυτού ( πίνακας 7). Περαιτέρω ενίσχυση της υπόθεσης αυτής; 
παρέχεται από μία μελέτη στην οποία διαπιστώθηκε συσχέτιση των μεταλλάξεων της;ιί
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αργής ακετυλίωσης με την απώλεια έκφρασης του ρ53 γονιδίου170. Καθώς παρόμοι­
ες μεταλλάξεις στη θέση 17ρ 13 σχετίζονται ευθέως με εξέλιξη του καρκίνου της ου­
ροδόχου κύστης σε διηθητικότερη νόσο154·171 είναι πολύ πιθανό, στην περίπτωση με­
γαλύτερου δείγματος, να διαπιστω-νόταν μία παρόμοια στατιστικά σημαντική συ- 
σχέτιση και στη μελέτη μας.

Είναι λογικό να υποθέσουμε ότι και άλλοι πολυμορφισμοί ενζύμων που εμπλέ­
κονται στην αποτοξίκωση των ουροθηλιακών καρκινογόνων διαδραματίζουν σημα­
ντικό ρόλο στην εξατομικευμένη ευπάθεια γιά καρκίνο ουροδόχου κύστης.160 Ένα 
παρά-δειγμα παρόμοιου πολυμορφικού ενζύμου αποτελεί η τρανσφεράση της γλου- 
ταθειό-νης160·172·173, ο ρόλος της οποίας εξετάσθηκε και στο δείγμα της μελέτης αυ­
τής με σημαντικά αποτελέσματα, που μάλιστα καταδεικνύουν ότι η ελλειμματική έκ­
φραση του ισοενζύμου ΜΙ της S-τρανσφεράσης της γλουταθειόνης αποτελεί ακόμη 
ισχυρότερο παράγοντα κινδύνου νόσησης από καρκίνο ουροδόχου κύστης από την 
αργή ακετυλίωση σε ένα συγκεκριμένο πληθυσμό174·175. Δεν αποκλείεται μάλιστα η 
συνδυασμένη ανάλυση δύο ή και περισσοτέρων γονιδιακών θέσεων, που κωδικοποι­
ούν ισάριθμα ένζυμα, τα οποία εμπλέκονται στην αποτοξίκωση των ξενοβιοτικών 
χημικών καρκινογόνων, να καταδείξει ότι, τελικά, αυτό που γενικά ορίζεται ως γε­
νετική ευπάθεια στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης δεν είναι τίποτα άλλο, παρά 
αποτέλεσμα της συνδυασμένης ελαττωματικής έκφρασης μίας σειράς πολυμορφικών 
ενζύμα>ν σε συγκεκριμένα άτομα.

Η εφαρμογή νέων τεχνικών PCR, μεγάλης ταχύτητας και εξαιρετικής ακρίβειας, 
θα επιτρέψει μελλοντικά την εξέταση δειγμάτων από μεγάλο αριθμό ασθενών με καρ­
κίνο ουροδόχου κύστης και τον ακριβή καθορισμό των χαμηλής συχνότητας γονστύ- 
πων, που είτε παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφορά επίπτωσης στους ασθε­
νείς είτε, επί απουσίας στατιστικά σημαντικών ευρημάτων, είναι εμφανώς επικρατέ­
στεροι στους ασθενείς με καρκίνο της ουροδόχου κύστης. Ενώ, δηλαδή, έχουν γίνει 
εκτεταμένες μελέτες αναφορικά με τους γονότυπους που ευθύνονται γιά την αργή 
ακετυλίωση ( συσχέτιση γονοτύπων-φαινοτύπων), υπάρχει σημαντική έλλειψη μελε­
τών που διερευνούν τη μοριακή βάση της αργής ακετυλίωσης από μία άλλη θεώρηση, 
δηλαδή σχετίζοντας γονοτύπους με το αποτέλεσμα-νόσο, που αυτοί οι γονότυποι θε­
ωρητικά προκάλεσαν. Είναι σαφές ότι παρόμοιες μελέτες θα βοηθήσουν ακόμη πε­
ρισσότερο στην κατανόηση του μηχανισμού της αργής ακετυλίωσης και του τρόπου 
που ο πολυμορφισμός στη λειτουργική έκφραση της Ν- ακετυλτρανσφεράσης συμ­
βάλλει στην εξατομικευμένη ευπάθεια γιά συγκεκριμένα νοσήματα, όπως ο καρκίνος 
της ουροδόχου κύστης.

Εξαιρετικού ενδιαφέροντος θα μπορούσε, ενδεχομένως, να είναι μία μελέτη των 
ασθενών με τους γονοτύπους υψηλού κινδύνου, αναφορικά με το ρυθμό υποτροπής 
της νόσου ή/ και την εξέλιξη της σε κακοηθέστερη νόσο, μετά τη θεραπευτική παρέμ­
βαση (χειρουργική αντιμετώπιση, ακτινοβολία, ενδοκυστική ή συστηματική χορήγη­
ση χημειο-θεραπευτικών ή ανοσοθεραπευτικών σκευασμάτων). Με τον τρόπο αυτό, 
θα μπορούσε να διαπιστωθεί κατά πόσο οι συγκεκριμένοι γονότυποι που σχετίζο­
νται με αυξημένο κίνδυνο καρκίνου ουροδόχου κύστης (341C/ 341C και 341C/857A) 
ή αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου με υψηλό βαθμό κακοήθειας (341C/ 341C) 
στην αρχική διάγνωση, ενέχονται, στον ίδιο βαθμό, και γιά κακοηθέστερη (επιθετι­
κότερη) πορεία της νόσου, μετά από την αρχική αντιμετώπισή της.
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/3· ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ!

1. Οι επικρατέστερες μεταλλάξεις του γονιδίου ΝΑΤ-2 στον Ελληνικό πληθυσμό φαί­
νεται ότι παρουσιάζονται στην ίδια συχνότητα με αυτή που έχει καταγραφεί σε άλ­
λους Καυκάσιους. Το εύρημα αυτό δείχνει ότι οι Ευρωπαϊκοί πληθυσμοί σχετίζονται 
γενετικά, καθώς, σε ότι αφορά την αργή ακετυλίωση, παρουσιάζουν τις ίδιες μεταλ­
λάξεις, σε παρόμοια συχνότητα.

2. Η άποψη ότι ο γενετικά ρυθμιζόμενος πολυμορφισμός των ένζυμων, που εμπλέ­
κονται στο μεταβολισμό των χημικών καρκινογόνων, έχει άμεση επίδραση στην εξα- 
τομικευμένη προδιάθεση για καρκίνο της ουροδόχου κύστης επιβεβαιώνεται με τα 
αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, καθώς οι γρήγοροι ακετυλιωτές αποδεικνύο- 
νται προνομιούχος ομάδα πληθυσμού, με χαμηλό κίνδυνο καρκινογένεσης στην ου­
ροδόχο κύστη.

3. Μεταξύ των αργών ακετυλιωτών, οι φορείς των γονοτύπων 341C/ 341C και 341C/ 
857Α έχουν εκτεταμένο κίνδυνο για καρκίνο ουροδόχου κύστης, ανεξάρτητα από τον j 
τύπο έκθεσης στις αρυλαμίνες.

4. Οι φορείς του γονοτύπου 341C/ 341C φαίνεται να είναι περισσότερο ευπαθείς σε ! 
επιθετικότερη νόσο στην αρχική διάγνωση, όπως καταδεικνύεται από το βαθμό κα- : 
κοήθειας. Αντίθετα, δεν καταδείχθηκε συσχέτιση του γονοτύπου αυτού με το στάδιο 
της νόσου.

5. Είναι πολύ πιθανό οι διαφορές επίπτωσης του καρκίνου της ουροδόχου κύστης, 
που παρατηρούνται σε πληθυσμούς διαφορετικής φυλετικής προέλευσης, με ίδιο 
βαθμό έκθεσης στα χημικά καρκινογόνο του ουροθηλίου, με τους Καυκάσιους να 
υπερτερούν των Αφρικανών και των Ασιατών, να οφείλεται, εν μέρει, στη διαφορε­
τική συχνότητα των μεταλλάξεων που προκαλούν αργή ακετυλίωση στους πληθυ­
σμούς αυτούς. Η υπόθεση αυτή, σε συνδυασμό με τη δεδομένη ύπαρξη και άλλων πο­
λυμορφικών ενζύμων, που εμπλέκονται στο μεταβολισμό των καρκινογόνων του ου­
ροθηλίου, καθιστούν αναγκαία την πραγματοποίηση και άλλων παρόμοιων μελετών, 
σε πληθυσμούς διαφορετικής φυλετικής προέλευσης, και τη διερεύνηση του ρόλου 
περισσοτέρων πολυμορφικών ενζύμων στην ευπάθεια για καρκινογένεση του ουρο­
θηλίου.
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( ΠΕΡΙΛΗΨΗ )

Η έκθεση στις αρυλαμίνες είναι, εδώ και καιρό, ένας γνωστός παράγοντας κ ιν­
δύνου στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης. Όπως καταδεικνύεται από εκτεταμένες 
επιδημιολογικές μελέτες, οι καπνιστές και συγκεκριμένες επαγγελματικές ομάδες, 
όπως οι εργάτες που έρχονται σε επαφή με χρωστικές ουσίες, περιλαμβάνονται με­
ταξύ αυτών που θεωρούνται ως ομάδες υψηλού κινδύνου γιά νόσηση από καρκίνο 
ουροδόχου κύστης. Η Ν- ακετυλίωση των αρυλαμινών, αντίδραση που διεκπεραιώ- 
νεται από το'ένζυμο Ν- ακετυλτρανσφεράση, θεωρείται ένα μείζον βήμα αποτοξίκω- 
σης των καρκινογόνων των αρυλαμινών στούς ανθρώπους. Η Ν- ακετυλτρανσφερά­
ση εκφράζεται λειτουργικά από δύο πολυμορφικά ισοένζυμα: το ΝΑΤ-1 και το ΝΑΤ-
2. Αν και ο πολυμορφισμός του ΝΑΤ-2 έχει μελετηθεί εκτεταμένα, η σημασία του 
ΝΑΤ-1 παραμένει υπό διερεύνηση. Ο πολυμορφισμός του ΝΑΤ-2 εκφράζεται με τη 
μορφή του αργού ακετυλιωτικού φαινοτύπου σε 50% των Καυκάσιων και η πλειονό­
τητα των αργών ακετυλιωτικών αλληλομόρφων σχετίζεται με τρεις σημειακές με­
ταλλάξεις: 590Α, 341C και 857Α του γονιδίου ΝΑΤ-2 στο χρωμόσωμα 8 (και οι τρεις 
μεταλλάξεις θεωρούνται ως υπεύθυνες γιά τον αργό ακετυλιωτικό φαινότυπο σε πε­
ρισσότερο από 95% των Καυκάσιων αργών ακετυλιωτών).

Στόχος της μελέτης αυτής ήταν να εξεταστεί το ενδεχόμενο ύπαρξης συγκε­
κριμένων γονότυπων της αργής Ν- ακετυλίωσης (ανεξάρτητα από την πηγή και τον 
τύπο έκθεσης στα καρκινογόνα των αρυλαμινών) με μεγαλύτερο κίνδυνο γιά καρκί­
νο ουροδόχου κύστης. Επίσης, διερευνήθηκε η πιθανή συσχέτιση μεταξύ συγκεκριμέ­
νων γονοτύπων με περισσότερο επιθετική νόσο στην αρχική διάγνωση από άποψη 
βαθμ'ού (grade) και σταδίου (stage) της νόσου, στην αρχική της εμφάνιση.

Στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν 89 ασθενείς με νεοδιαγνωσμένο καρκίνο μεταβα­
τικού επιθηλίου ουροδόχου κύστης (75 άνδρες και 14 γυναίκες, με εύρος ηλικίας 35 
ως 97 έτη και μέση ηλικία 66 έτη), οι οποίοι νοσηλεύθηκαν στην Ουρολογική Κ λινι­
κή του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, μεταξύ Αυγούστου 1996 και Μαίου 1998. Οι μάρ­
τυρες (147) ήταν άτομα που παρουσιάζαν διάφορα ουρολογικά προβλήματα, όχι 
όμως ενεργό ή θεραπευθείσα κακοήθεια του ουροποιητικού και προσήλθαν γιά αντι­
μετώπιση των προβλημάτων τους στην ίδια Κλινική, κατά την ίδια περίοδο. Αμφό- 
τερες οι ομάδες προέρχονταν από ένα αγροτικό, κατά βάση, πληθυσμό της Βορειο­
δυτικής Ελλάδος. Οι μάρτυρες επιλέχθηκαν έτσι, ώστε να έχουν παρόμοια ηλικία, 
καπνιστικές συνήθειες και αναλογία ανδρών/ γυναικών με τους ασθενείς.

Οι γονότυποι ΝΑΤ-2 ανιχθεύθηκαν με ειδική γιά τους συγκεκριμένους αλληλο- 
μόρφους αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), σε δείγματα DNA από το περι­
φερικό αίμα.

Οι συχνότητες των γονοτύπων συγκρίθηκαν μεταξύ ασθενών και μαρτύρων με τη 
δοκιμασία χ2. Με τον ίδιο τρόπο εκτιμήθηκε στατιστικά η συχνότητα του βαθμού κα- 
κοήθειας και του σταδίου της νόσου στους ασθενείς- φορείς των διαφόρων γονοτύ­
πων. Για κάθε γονότυπο, που βρέθηκε να παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφο­
ρά μεταξύ ασθενών και μαρτύρων, υπολογίστηκε ο οφειλόμενος κίνδυνος και ο οφει- 
λόμενος κίνδυνος πληθυσμού του γονοτύπου αυτού (attributable και population 
attributable risks, αντίστοιχα).

Η συχνότητα των γρήγορων ακετυλιωτιόν μεταξύ των μαρτύρων ήταν υψηλότερη 
από τους ασθενείς (ρ= 0.0016). Ο λόγος αναλογιών (odds ratio) των γρήγορων ακε- 
τυλιωτών γιά καρκινογένεση στην ουροδόχο κύστη υπολογίσθηκε στο 0.25.

Μεταξύ των διαφόρων γονοτύπων της αργής ακετυλίωσης, δύο γονότυποι πα ­
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ρουσίαζαν στατιστικά υψηλότερη επίπτωση στους ασθενείς: ο 341C/ 341C και ο 
341C/ 857Α.

Οι ομοζυγώτες 341C/ 341C ήταν εμψανώς πιό συχνοί μεταξύ των ασθενών 
(ρ = 0.0041), παρουσιάζοντας ένα λόγο αναλογιών (odds ratio) 3.73 γιά καρκίνο της 
ουροδόχου κύστης. Ο οψειλόμενος κίνδυνος (attributable risk) αυτού του γονοτύπου 
ήταν 0.73, ενώ ο οφειλόμενος κίνδυνος του πληθυσμού (population attributable risk) 
ήταν 0.115.

Οι ετεροζυγώτες 341C/ 857Α ήταν στατιστικά επικρατέστεροι στην ομάδα των 
ασθενών (ρ= 0.0031). Αυτός ο ελαττωματικός γονότυπος έφερε ένα εξαιρετικά υψη­
λό λόγο αναλογιών (odds ratio), υπολογιζόμενο σε 12.46, γιά καρκινογένεση στην ου­
ροδόχο κύστη, με οφειλόμενο κίνδυνο 0.92. Ο οφειλόμενος κίνδυνος πληθυσμού του 
γονοτύπου αυτού ήταν 0.072.

Η συσχέτιση των γονοτύπων με το βαθμό κακοήθειας, στην αρχική διάγνωση της 
νόσου, κατέδειξε ότι ο 341C/ 341C γονότυπος μπορεί, επίσης, να σχετίζεται με πε­
ρισσότερο επιθετική νόσο, καθώς η δοκιμασία χ2 αυτού του γονοτύπου έδωσε ένα 
στατιστικά σημαντικό αποτέλεσμα (ρ< 0.05), ενώ όλοι οι άλλοι γονότυποι δεν έδει­
ξαν κάποια στατιστικά σημαντική σχέση είτε με υψηλής κακοήθειας καρκίνο ουρο­
δόχου κύστης είτε με χαμηλού βαθμού κακοήθειας όγκους.

Καμμιά στατιστικά σημαντική συσχέτιση δεν παρατηρήθηκε στη συσχέτιση των 
διαφορετικών γονοτύπων ΝΑΤ-2 μεταξύ των ασθενών και του τοπικού σταδίου διή­
θησης, είτε πριν είτε μετά την ομαδοποίηση των διαφόρων σταδίων σε επιφανειακή 
και διηθητική νόσο. Παρολαυτά, οι μισοί ασθενείς με το γονότυπο 341C/ 341C πα­
ρουσίαζαν διηθητική νόσο στην αρχική διάγνωση και το εύρημα αυτό φαίνεται πως 
ενισχύει την παρατήρησή μας σχετικά με την τάση των φορέων του γονοτύπου 341C/ 
341C να παρουσιάζουν επιθετικότερη νόσο.

Συμπερασματικά, οι αργοί ακετυλιωτές με γονότυπους 341C/341C και 341C/ 
857Α έχουν σημαντικά υψηλότερο κίνδυνο να νοσήσουν από καρκίνο ουροδόχου κύ­
στης. Μεταξύ των αργών ακετυλιωτών, οι φορείς του 341C/ 341C γονοτύπου έχουν 
μεγαλύτερη πιθανότητα να παρουσιάσουν, ήδη από την αρχική διάγνωση, καρκίνο 
ουροδόχου κύστης υψηλού βαθμού κακοήθειας και, επομένως, αποτελούν ομάδα 
φτωχής πρόγνωσης.
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( summary!
Genetic analysis of arylamino-N-acetyl t r a n s f e ra s e  in bladder  c a n c e r

I. Filiadis
Exposure to arylamines is a well recognized risk factor in chemically induced 

bladder cancer. As extensive epidemiological data suggest, smokers and certain 
occupations, such as dyestuff, are included among those with increased risk for bladder 
carcinogenesis. The N-acetylation of arylamines, a process carried out by the enzyme 
N-acetyltrans'ferase, is considered to be a major detoxification step of the arylamine 
carcinogens^ in humans. N-acetyltransferase is functionally expressed by two 
polymorphic isoenzymes: NAT-1 and NAT-2. Although NAT-2 polymorphism has been 
extensively studied, the importance of NAT-1 remains to be established. NAT-2 
polymorphism affects about 50% of Caucasians and the majority of their slow 
tfcetylation alleles are associated with three point mutations: 590A, 341C and 857A of 
the NAT-2 gene on chromosome 8 (all three mutations accounting for the slow 
acetylating phenotype in more than 95% of Caucasian slow acetylators).

In this study we investigated whether specific genotypes among the slow 
acetylators, regardless of the source of exposure to arylamine carcinogens, should be 
considered as risk factors for bladder cancer, and whether specific genotypes are 
associated with more agressive disease in terms of tumor grading (G) and local staging 
(T), at initial diagnosis.

This case-control study included 89 newly diagnosed patients with transitional cell 
bladder cancer ( 75 men and 14 women, with age range 35- 97 years and mean age 66 
years’) diagnosed in the Urologic Department of the Ioannina University Hospital 
between August 1996 and May 1998. The controls (147) enrolled in the study suffered 
from nonmalignant urological complaints and were hospitalized in the same clinic 
during the same period. Both patients and controls originated from a rural population 
of Northwestern Greece and had similar mean age, smoking habits and male to female 
ratio.

N-acetyltransferase-2 (NAT2) genotypes were identified by allele specific 
polymerase chain reaction (PCK) on peripheral blood DNA samples.

The x2 test was used for statistical evaluation to compare the differences observed 
between patients and controls and the different genotypes with tumor grading and local 
staging at presentation.

Relative, attributable and population attributable risks were estimated for the 
genotypes found to present a significantly increased frequency for bladder cancer.

Fast acetylators were obviously a privileged group in terms of lower risk for 
bladder cancer (p=0.0016), carrying an odds ratio 0.25 for bladder.carcinogenesis.

Among slow acetylators, homozygotes 341C/341C and compound heterozygotes 
341C/857A had the most excessive risk for bladder cancer.

Homozygotes 341C/ 341C had an odds ratio 3.73 for bladder cancer (p=0.0041). 
The attributable and the population attributable risk of this genotype estimated at 0.73 
and 0.115, respectively.

The carriers of the 341C/ 857A genotype had an extremely high odds ratio 
estimated at 12.46 for bladder cancer (p-0.0031). The attributable and the population 
attributable risk of this genotype were estimated at 0.92 and 0.072, respectively.

The 341C/341C genotype was found to be associated with more agressive disease, 
in terms of tumor grading at presentation (p<0.05) whereas no association was
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detected between the other genotypes and the grade of the disease.
No statistically significant difference was observed in the correlation of the 

different NAT-2 genotypes among patients and the local stage of the disease. However, 
the existence of muscle invasive disease in half the patients who carry the 341C/ 341C 
genotype, although not statistically significant in this study, may possibly reinforces 
our observation regarding the aggressiveness of the disease in the carriers of this 
genotype.

In conclusion, slow acetylators with 341C/341C and 341C/857A genotypes carry a 
substantially higher odds ratio for bladder carcinogenesis and, among the slow 
acetylators, 341C/341C homozygotes are likely to have a higher risk for more 
agressive disease at presentation, and thus, a poorer prognosis. *

*
4
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