
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ 
ΙΑΤΡΙΚΗ ΣΧΟΛΗ

Τ Ο Μ Ε Α Σ  Π Α Θ Ο Λ Ο Γ ΙΚ Ο Σ  

Α ΙΜ Α Τ Ο Λ Ο Γ ΙΚ Η  Κ Λ ΙΝ ΙΚ Η

ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΚΛΙΝΙΚΗΣ ΣΗΜΑΣΙΑΣ ΤΩΝ 
ΚΥΚΛΙΝΩΝ ΚΑΙ ΤΗΣ ΜΕΘΥΛΙΩΣΗΣ ΤΩΝ ΑΝΑΣΤΑΛΤΩΝ ΤΟΥΣ 

ΣΤΙΣ ΑΙΜΑΤΟΛΟΓΙΚΕΣ ΚΑΚΟΗΘΕΙΕΣ

Ε Λ Ε Υ Θ Ε Ρ ΙΑ  ΧΑΤΖΗΜΙΧΑΗΛ
ΙΑ Τ Ρ Ο Σ

ΙΩΑΝΝΙΝΑ 2 0 0 8



Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από την Ιατρική Σχολή του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων 
δεγ υποδηλώνει αποδοχή των γνωμών του συγγραφέα Ν. 5343/32, άρθρο 202, παράγραφος 
2 (νομική κατοχύρωση του Ιατρικού Τμήματος)



Η μ ερ ο μ η νία  α ίτ η σ η ς  τ η ς  κ . Χ α τζή μ ιχ α ή λ  Ε λ ευ θ ερ ία ς : 16-10-1998

Ημερομηνία ορισμού Τριμελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής: 371722-12-1998

Μέλη Τριμελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής:

ΕπιΒλέπων

Μπουραντάς Κων/νος Αναπληρωτής Καθηγητής Παθολογίας-Αιματολογίας
♦

Μέλη

Σεφεριάδης Κων/νος, Αναπληρωτής Καθηγητής Βιολογικής Χημείας

Γεωργίου Ιωάννης, Επίκουρος Καθηγητής Μαιευτικής-Γυναικολογίας με γνώσεις Κλινικής

Γ ενετικής

Ημερομηνία ορισμού θέματος: 31-3-1999

«Μελέτη της έκφρασης και της κλινικής σημασίας των κυκλινών και της μεθυλίωσης των

ανασταλτών τους στις αιματολογικές κακοήθειες »

ΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΠΤΑΜΕΛΟΥΣ ΕΞΕΤΑΣΤΙΚΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ : 646722-10-2008

1. Γεωργούλης Αναστάσιος Καθηγητής Ορθοπαιδικής Ιατρικής Σχολής Παν/μίου 

Ιωαννίνων

2. Κωνσταντόπουλος Σταύρος Καθηγητής Πνευμονολογίας Ιατρικής Σχολής Παν/μίου 

Ιωαννίνων

3. Μπουραντάς Κωνσταντίνος Καθηγητής Παθολογίας-Αιματολογίας Ιατρικής Σχολής 

Παν/μίου Ιωαννίνων

4. Σεφεριάδης Κωνσταντίνος τ. Καθηγητής Βιολογικής Χημείας Ιατρικής Σχολής 

Παν/μίου Ιωαννίνων

5. Γεωργίου Ιωάννης Αναπληρωτής Καθηγητής Ιατρικής Γενετικής και Υποβοηθούμενης 

Αναπαραγωγής της Μαιευτικής -Γυναικολογίας Ιατρικής Σχολής Παν/μίου Ιωαννίνων

6. Σύρρου Μαρίκα Επίκουρη Καθηγήτρια Γενικής Βιολογίας-Ιατρικής Γενετικής Ιατρικής 

Σχολής Παν/μίου Ιωαννίνων

7. Τσιάρα Σταυρούλα Επίκουρη Καθηγήτρια Παθολογίας Ιατρικής Σχολής Παν/μίου 

Ιωαννίνων

Έγκριση Διδακτορική Διατριβήι: με βαθιιό «ΑΡΙΣΤΑ» στις 5-11-2008



ΠΡΟΕΔΡΟΣ ΤΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ ΣΧΟΛΗΣ
Γ ουδέβενος Ιωάννης
Καθηγητής Παθολογίας-Καρδιολογίας

*

kr

%



9

στο σύζυγό μου Αλέκο

και στα λατρευτά μου παιδιά, Χρηστό και Κυριάκο



ψ

ΐ

στους γονείς μου Χρηστό και Κίτσα

ί.

*' J.V. ► ' ·· ·, j:-.* r ' ,’· ·■ · .. «* '■'··

;

;',·■·

«*► ■ r ' f i :  A ' · *

»

. i-%  ■

■ ;  . t"- . · ;  > '■· ·:. -  7 - W  · ' A · -  **>.·'
'·

ν · 0
:  ̂ i , i i # * »  ̂ · ,

A

?  ■ ■ ■ ■ ■

1  - V ^ · . ■ ··*- ■■ * ό • V .  ” v  ^ ; ‘ ·.. - r
V ■ -  .

s  “ α ί · - ; ; , · .0·.· * _ · * * . · · · '  . .  · -,·< ■

t f
t

k
■ y  -  « r v A i J ; .  

*
'  ■ . f  · ;A fi ·

?A*



Π ρ ό λ ο γ ο ς

Η αυξημένη επίπτωση του καρκίνου με την πρόοδο της ηλικίας έχει από καιρό θεωρηθεί ότι 

οφείλεται σε πολλαπλές γενετικές αλλαγές, που πολλές φορές αφορούν σε γονίδια που εμπλέκονται 

στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. Η  κλασσική γενετική ωστόσο από μόνη της δε μπορεί να 

εξηγήσει την πληθώρα των φαινοτύπων σε ένα δεδομένο πληθυσμό, ούτε γιατί οργανισμοί με 

πανομοιότυπες αλληλουχίες D N A , όπως τα μονοζυγωτικά δίδυμα, παρουσιάζουν διαφορετικό 

φαινότυπο και διαφορετική επιρρέπεια σε νόσους. Ο ι επιγενετικές αλλαγές μπορούν να προσφέρουν 

μια μερική εξήγηση αυτών των φαινομένων. Ο  πιο συχνός επιγενετικός μηχανισμός στον άνθρωπο 

είναι η μεθυλίωση του D N A , η οποία σχετίζεται με μεταγραφική αποσιώπηση των γονιδίων. 

Διαταραχές <jto  πρότυπο μεθυλίωσης του D N A  έχει βρεθεί σε μία πλειάδα αιματολογικών 

κακοηθειών.

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν να μελετηθούν γονίδια που συμμετέχουν στη ρύθμιση του

κυτταρικού κύκλου, αλλά και οι επιγενετικές αλλαγές, μέσω μεθυλίωσης που αυτά μπορεί να έχουν

υποστεί κυρίως σε ασθενείς με πολλαπλό μυέλωμα. Κατά τη διάρκεια της εκπόνησης της

διδακτορικής διατριβής, είχα τη δυνατότητα να μελετήσω σε βάθος το πολλαπλό μυέλωμα, να

παρακολουθήσω στενά μια ομάδα ασθενών από τη διάγνωσή τους, να ασχοληθώ ουσιαστικά με την

έρευνα, να εξοικειωθώ με σύγχρονες εργαστηριακές τεχνικές, να διατυπώσω προβληματισμούς και

υποθέσεις αλλά και να καταλήξω σε ενδιαφέροντα αποτελέσματα και συμπεράσματα. Σ ’ αυτό το

«επιστημονικό ταξίδι» είχα την τιμή και την ευτυχία να γνωρίσω και να συνεργαστώ με αξιόλογους

ιατρούς, επιστήμονες και εξαιρετικούς ανθρώπους, τόσο από την Ελλάδα, όσο και από το εξωτερικό,

που στάθηκαν σημαντικοί αρωγοί αυτής της προσπάθειας και τους οποίους οφείλω να ευχαριστήσω.

Αρχικά, θα ήθελα να εκφράσω την ευγνωμοσύνη μου και τις πιο θερμές μου ευχαριστίες στον

επιβλέποντα της διατριβής και δάσκαλό μου, από τα φοιτητικά μου χρόνια μέχρι και σήμερα, τον

Καθηγητή Παθολογίας-Αιματολογίας κ. Κωνσταντίνο Μπουραντά για την ανάθεση ενός τόσο

ενδιαφέροντος θέματος, την αμέριστη υποστήριξη, τη συνεχή ενθάρρυνση και έμπειρη καθοδήγηση

σε κάθε στάδιο της μελέτης. Δυσκολίες υπήρξαν πολλές, αλλά για όλες είχε τη λύση. Η άσκηση της

ιατρικής ως λειτούργημα, η αγάπη του για την έρευνα και τη συνεχιζόμενη εκπαίδευση, αλλά και η

καθημερινή προσφορά του στον πάσχοντα συνάνθρωπο εμφυσήθηκαν μέσα από το καθημερινό

βίωμα και σε ένα κλίμα αμοιβαίας εμπιστοσύνης. Η συμβολή του στην ιατρική και επιστημονική

κατάρτιση και σταδιοδρομία μου υπήρξε καθοριστική, ενώ το πάθος του για την Αιματολογία 
*

συνεχίζει να αποτελεί πηγή έμπνευσης για μελλοντική ερευνητική δραστηριότητα. Τ ον ευχαριστώ

ειλικρινά και θερμά από τα βάθη της καρδιάς μου για όλα τα παραπάνω και ιδιαίτερα για την
I



εμπιστοσύνη που μου έδειξε στην ανάπτυξη του Ερευνητικού Αιματολογικού Εργαστηρίου, που 

αποτέλεσε για μένα ιδιαίτερη τιμή.

Ευχαριστώ  επίσης θερμά, τον Καθηγητή Ιατρικής Γενετικής και Υποβοηθούμενης Αναπαραγωγής 

και μέλος της τριμελούς συμβουλευτικής επιτροπής, κ. Ιωάννη Γεωργίου για το ενδιαφέρον του, τη 

στήριξή του και τις ουσιαστικές παρατηρήσεις και συμβουλές του καθ’ όλη τη διάρκεια της μελέτης. 

Ιδιαίτερα τον ευχαριστώ γιατί με παρότρυνε να ασχοληθώ με τη μελέτη της μεθυλΐωσης πολύ πριν η 

επιστημονική κοινότητα δείξει τόσο ενδιαφέρον. 0 α  ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τον τ. Καθηγητή 

Βιολογικής Χ ημείας και μέλος της τριμελούς συμβουλευτικής επιτροπής, κ. Κωνσταντίνο Σεφεριάδη 

για τη συνεχή υποστήριξή του αλλά και για την κριτική και τις παρατηρήσεις του που βελτίωσαν την 

τελική μορφή του κειμένου.

Ιδιαίτερα σημαντική και καθοριστική υπήρξε η βοήθεια και καθοδήγηση στην εκτέλεση των 

πειραμάτων μελέτης της μεθυλΐωσης από την Επίκουρη Καθηγήτρια Γενικής Βιολογίας κ. Μαρίκα 

Σύρρου, την οποία και ευχαριστώ θερμά. Σ το  Εργαστήριο της, που τόσο φιλόξενα με δέχτηκε, 

ξεκίνησε η μελέτη της μεθυλΐωσης και παρά το ότι τα πρώτα αποτελέσματα ήταν αρνητικά, με 

ενθάρρυνε να συνεχίσω και με στήριξε μέχρι την ολοκλήρωση της μελέτης.

Σ το  Ε ργαστήριο Γενικής Βιολογίας, είχα την τύχη και τη χαρά να γνωρίσω και να συνεργαστώ με 

την κ. Αγγελική Δασούλα, Βιολόγο, η βοήθεια της οποίας στην εκτέλεση των πειραμάτων της 

μελέτης της μεθυλΐωσης ήταν ανεκτίμητη. Την ευχαριστώ θερμά για την υπομονή της να με 

εκπαιδεύσει στις εργαστηριακές τεχνικές της απομόνωσης και χημικής τροποποίησης του D N A , και 

της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης ειδικής της μεθυλΐωσης, για τη βοήθειά της κατά τη 

συγγραφή του τελικού κειμένου αλλά ιδιαίτερα την ευχαριστώ για τον ενθουσιασμό της, την 

προθυμία της και τη συμβολή της στην οργάνωση του Ερευνητικού Αιματολογικού Εργαστηρίου. 

Στη διαμόρφωση και διόρθωση του τελικού κειμένου καθοριστική ήταν η συμβολή της Επίκουρης 

Κ αθηγήτριας Π αθολογίας και μέλους της επταμελούς εξεταστικής επιτροπής, κ. Σταυρούλας 

Τσιάρα. Την ευχαριστώ θερμά για την επίπονη προσπάθειά της και το χρόνο που αφιέρωσε ώστε το 

τελικό κείμενο να είναι αψεγάδιαστο, για τη στήριξη και συμπαράσταση καθ' όλη τη διάρκεια της 

εκπόνησης, αλλά και για την άριστη συνεργασία που είχαμε κατά τη διάρκεια της μελέτης της 

κατάστασης μεθυλΐωσης του υποκινητή του ρ73.

Θ α ήθελα επίσης να ευχαριστήσω το συνάδελφό μου, κ. Λεωνίδα Μπενετάτο, ειδικευόμενο 

Α ιματολογίας, για τη σημαντική βοήθειά του στη συλλογή των δειγμάτων αναρρόφησης μυελού των 

οστών, για τη συμπαράστασή του αλλά και για τις εποικοδομητικές συζητήσεις και την ανταλλαγή 

απόψεων που είχαμε όλα τα χρόνια της συνεργασίας μας. Ευχαριστώ επίσης την κ. Αμαλία Βάσσου, 

Επιμελήτρια Α ' της Α ιματολογικής Κλινικής του Π .Γ .Ν . Ιωαννίνων για την κλινική εκπαίδευση που



μου παρείχε, αλλά και για τις πρωτοβουλίες που με άφησε να αναπτύξω στην αντιμετώπιση αυτών 

των ασθενών στο εξωτερικό Αιματολογικό Ιατρείο.

Απευθύνω επίσης, τις ευχαριστίες μου στον Καθηγητή Ο ρθοπαιδικής κ. Αναστάσιο Γεωργούλη και 

στον Καθηγητή Πνευμονολογΐας, κ Σταύρο Κωνσταντόπουλο, μέλη της επταμελούς εξεταστικής για 

τις εύστοχες παρατηρήσεις τους και τα σχόλιά τους.

Η  παρούσα διατριβή δεν θα μπορούσε να ολοκληρωθεί χωρίς την ιδιαίτερα σημαντική βοήθεια, 

συνεχή παρότρυνση και συμπαράσταση που είχα από αξιόλογους επιστήμονες του εξωτερικού. Κατά 

την εκπαίδευσή μου στο St. B artholom ew ’s H ospital, L ondon, U K  είχα την ευτυχία να γνωρίσω και 

να συνεργαστώ με τον κ. Justin  Stebbing, Μ Α M RC P FR C Path  P h D , C onsultan t M edical 

O nco log ist/ Senior Lecturer, Imperial College, Charing Cross H ospital, D e p t M edical O ncology, 

London, υΚ ^Α ισθάνομαι την ανάγκη να τον ευχαριστήσω θερμά όχι μόνο για την άριστη κλινική 

εκπαίδευση, αλλά κυρίως για τη συνεχή παρότρυνση του για την ολοκλήρωση αυτής της μελέτης, 

παρά τις πολλές δυσκολίες, παρέχοντας κάθε δυνατή βοήθεια και συμπαράσταση μέχρι τέλους. Η  

συνεργασία μαζί του με γέμισε ενθουσιασμό, μου έδωσε την αυτοπεποίθηση να συνεχίσω και 

συνεχίζει να αποτελεί πηγή ανάπτυξης νέων ερευνητικών δραστηριοτήτων. Έ να μεγάλο μέρος των 

πειραμάτων έγινε στο Cancer G enetics and Epigenetics Laboratory, Institu te o f  C ancer Research, 

London, U K  υπό την άριστη εποπτεία του Tim  C rook MBSc M RC P,M RCPath P h D , P rofessor in 

Cancer Medicine. Ο  κ. Tim  C rook με εκπαίδευσε περαιτέρω στη μελέτη της μεθυλίωσης, μου 

πρόσφερε πολύτιμες συμβουλές και τεχνογνωσία, μου παρείχε όλα τα μέσα και τις διευκολύνσεις για 

τη μελέτη έκφρασης των κυκλινών στο εργαστήριό του και κάθε δυνατή στήριξη για να εργαστώ και 

να αναπτύξω ερευνητική δραστηριότητα. Για όλα τα παραπάνω, αλλά και για τη συνεχή 

συμπαράστασή του, τις πρωτοποριακές ιδέες του και ουσιαστική συμβολή του στη συγγραφή 

επιστημονικών άρθρων, τον ευχαριστώ θερμά. Η  άριστη στατιστική ανάλυση έγινε από τον κ. 

G eorge Dranitsaris, BPharm , MSc, D P H , FC SH P, Clinical Epidem iologist, Breast Cancer 

Disease Site group, Princess M argaret H ospital, T o ron to , Canada. Από τη συνεργασία που είχα 

μαζί του, εξοικειώθηκα με τη στατιστική και τη σωστή καταγραφή κλινικών στοιχείων που αυτή 

απαιτεί. Τον ευχαριστώ θερμά για την υπομονή και για την ουσιαστική συμβολή του στη συγγραφή 

των επιστημονικών άρθρων που προέκυψαν.

Με την ολοκλήρωση αυτής της διατριβής γίνεται φανερό ότι η μελέτη της μεθυλίωση όχι μόνο στο 

πολλαπλό μυέλωμα, αλλά και στις άλλες αιματολογικές κακοήθειες είναι πλέον επιτακτική. Τ ο  

ενδιαφέρον των ερευνητών είναι όλο και μεγαλύτερο και οι εξελίξεις είναι πλέον ραγδαίες. 

Ενδεχομένως στο μέλλον, ο καθορισμός όχι μόνο του γονοτύπου, αλλά και του «μεθυλότυπου» του



κάθε ασθενούς να είναι ένας ρεαλιστικός στόχος και να ανοίξει το δρόμο στην πλήρη στοχευμένη και 

εξατομικευμένη θεραπεία με μέγιστα οφέλη και τις λιγότερο δυνατές παρενέργειες
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Εισαγωγή

Η διαταραχή της ισορροπίας ανάμεσα στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και στον 

προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, δηλαδή την απόπτωση είναι βασική προϋπόθεση για 

την ανάπτυξη ενός νεοπλάσματος. Ειδικότερα σε ένα δεδομένο κυτταρικό πληθυσμό ο 

αριθμός των κυττάρων που παράγονται υποσκελίζει τον αριθμό των κυττάρων που 

καταστρέφονται κατά την ίδια χρονική περίοδο. Η κατανόηση του ρυθμού ανάπτυξης και της 

κινητικής του κυττάρου έχει αποτελέσει τελευταία αντικείμενο εντατικής μελέτης στην 

Αιματολογία (1).

Η αυξημένη επίπτωση του καρκίνου με την πρόοδο της ηλικίας έχει από καιρό θεωρηθεί ότι 

οφείλεται στη^συσσώρευση γ ενετ ικ ώ ν  α λ λ α γώ ν  που είναι απαραίτητες για την ογκογένεση, 

μία θεωρία που βασίστηκε σε συστηματική μελέτη γενετικών διαταραχών που έγινε αρχικά σε 

καρκινικά κύτταρα παχέως εντέρου (2,3). Ο Peter Nowel πρότεινε αρχικά το 1976 ότι τα 

καρκινικά κύτταρα μπορεί να έχουν μ ετα λλά ξεις  που οδηγούν σε αστάθεια του γενώματος 

με επακόλουθη επιταχυνόμενη κυτταρική εξέλιξη (4). Μελέτες που ακολούθησαν 

επιβεβαίωσαν αυτήν τη θεωρία. Για παράδειγμα, μεταλλάξεις σε γονίδια που επιδιορθώνουν 

το DNA προδιαθέτουν τους φορείς τους σε καρκίνο, πιθανά αυξάνοντας τη γενωμική 

αστάθεια (5). Χ ρω μοσω μικές α νω μ α λίες, όπως η απώλεια ή προσθήκη ολόκληρου 

χρωμοσώματος, η ανευπλοειδία και άλλες διαταραχές είναι επίσης συχνές στα καρκινικά 

κύτταρα (6-8). Ακολούθως, η έρευνα έδειξε ότι μεταλλάξεις σε γονίδια που εκφράζονται 

σημεία ελ έγχο υ  του κυτταρικού κύκλου, οδηγούν επίσης σε γενωμική αστάθεια και 

επιταχυνόμενη κυτταρική εξέλιξη (9). Τα γονίδια αυτά, με κύριο εκπρόσωπο το 

ογκοκατασταλτικό γονίδιο ρ53 , δρουν επιβραδύνοντας τον κυτταρικό κύκλο με σκοπό να 

εξασφαλιστεί η επιδιόρθωση βλαβών του DNA πριν το κύτταρο προχωρήσει στη φάση της 

μείωσης (10). Έτσι αναγνωρίστηκε η μεγάλη σημασία τόσο των ρυθμιστικών σημείων 

ελέγχου, όσο και της ρύθμισης του κυττα ρ ικού  κύκλου  γενικότερα στην ογκογένεση.

Ο κυτταρικός κύκλος ελέγχεται από μία σειρά ρυθμιστικών μηχανισμών, καθένας από τους 

οπρίους εξαρτάται από την ολοκλήρωση μίας προηγούμενης διαδικασίας, με αποτέλεσμα η 

διαταραχή ενός μηχανισμού να οδηγεί σε μία αλυσιδωτή απορύθμιση του κυτταρικού κύκλου. 

Έξι τουλάχιστον ομάδες παραγόντων έχουν σχέση με τον έλεγχο της κυτταρικής διαίρεσης:

1. εξω γενε ίς  αυξητικο ί π α ρ ά γο ντες , όπως ο GM-CSF (granulocyte-monocyte colony 

• stimulating factor, αυξητικός παράγοντας κοκκιοκυττάρων και μονοκυττάρων),

2. εξω γενε ίς  α να σ τα λτικο ί π α ρ ά γ ο ντες
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3. υ π ο δ ο χε ίς  α υξη τικ ώ ν π α ρ α γό ντω ν , είτε στην κυτταρική μεμβράνη, είτε στον πυ

ρήνα, όπως το c-erbB 2,

4. κ ινάσες, οι οποίες είναι ένζυμα που ελέγχουν διάφορες πρωτεϊνικές λειτουργίες μέσω 

φωσφορυλίωσης,όπως οι κινάσες που εξαρτώνται από τις κυκλίνες,

5. κυκλίνες, οι οποίες είναι ενδοκυττάριες πρωτεΐνες που έχουν τη δυνατότητα να 

ενεργοποιήσουν τις κινάσες την κατάλληλη στιγμή, προκαλώντας μεταβολές που θα 

επιφέρουν τελικά την κυτταρική διαίρεση και

6. ο γκ ο κ α τα σ τα λτικ ά  γο ν ίδ ια , όπως το ρ53, το γονίδιο Von Hippel-Lindau (VHL) και 

το γονίδιο του ρετινοβλαστώματος (Rb).

Διαταραχή σε οποιαδήποτε από τα παραπάνω επίπεδα ρυθμιστικού ελέγχου έχει ως 

αποτέλεσμα τη δυσλειτουργία της κυτταρικής διαίρεσης που μπορεί να συντελέσει στην 

καρκινογένεση.

Η κλασσική γενετική δε μπορεί από μόνη της να εξηγήσει την πληθώρα των φαινοτύπων σε 

ένα δεδομένο πληθυσμό. Παρομοίως, δεν είναι δυνατό να εξηγηθεί με την κλασσική γενετική 

πως μονοζυγωτικά δίδυμα (11) ή κλωνοποιημένα ζώα (12) με πανομοιότυπες αλληλουχίες 

DNA μπορεί να έχουν διαφορετικό φαινότυπο και διαφορετική ευπάθεια σε νόσους. Οι 

επ ιγ εν ετ ικ ές  α λ λ α γές  μπορούν να συνεισφέρουν στη μερική εξήγηση αυτών των φαι

νομένων. Ο όρος «επιγενετική» (epigenetics) εισήχθη για πρώτη φορά το 1939 από τον C.H. 

Waddington για να περιγράφει «τις αιτιολογικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των γονιδίων και 

των προϊόντων τους, που οδηγούν στην εμφάνιση ενός συγκεκριμένου φαινοτύπου» (13), 

ενώ αργότερα ο όρος επιγενετική χρησιμοποιήθηκε για να περιγράφει όλες τις 

κληρονομούμενες αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση που δεν οφείλονται σε αλλαγή της 

αλληλουχίας του DNA (14). Ο πιο καλά μελετημένος επιγενετικός μηχανισμός στον άνθρωπο 

είναι η μεθυλίωση του DNA, η οποία σχετίζεται με μεταγραφική αποσιώπηση των γονιδίων. 

Διαταραχές στο πρότυπο μεθυλίωσης του DNA έχουν βρεθεί σε μία πλειάδα αιματολογικών 

κακοηθειών.

Είναι γνωστό ότι στην παθογένεια των πλασματοκυτταρικών δυσκρασιών -όπως είναι το 

πολλαπλό μυέλωμα, η μακροσφαιριναιμία Waldenstrom και η μονοκλωνική γαμμαπάθεια αδι

ευκρίνιστης σημασίας- σημαντικό ρόλο παίζουν γενετικές αλλαγές και πιο συγκεκριμένα μετα

θέσεις της βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης (IgH), που οδηγούν σε ενεργοποίηση ογκο- 

γονιδίων. Έχουν επίσης παρατηρηθεί διαταραχές γονιδίων που ρυθμίζουν τον κυτταρικό κύ

κλο. Ο ρόλος των μεθυλίωσης του DNA στα νοσήματα αυτά δεν έχει πλήρως διευκρινισθεί, 

και έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, όχι μόνο για την περαιτέρω κατανόηση της παθογένειας της
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νόσου, αλλά κυρίως γιατί ανοίγει νέους ορίζοντες στη θεραπευτική αντιμετώπιση τους, με τη 

χρήση των απομεθυλιωτικών παραγόντων.

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκαν γονίδια που συμμετέχουν στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου, αλλά και οι επιγενετικές αλλαγές, μέσω μεθυλίωσης που αυτά μπορεί να έχουν 

υποστεί. Ειδικότερα, μελετήθηκε η έκφραση και η κλινική σημασία των κυκλινών D l, D2 και 

D3, ενώ επιπλέον μελετήθηκε και η μεθυλίωση γονιδίων που συμμετέχουν στη ρύθμιση του 

κυτταρικού κύκλου ή αναστέλλουν τις κυκλίνες σε ασθενείς με μονοκλωνικές γαμμαπάθειες.
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1. Η ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΑΣΗ ΤΩΝ ΑΙΜΑΤΟΛΟΓΙΚΩΝ ΚΑΚΟΗΘΕΙΩΝ

1.1 Γενικά

Ο μέσος ανθρώπινος οργανισμός παράγει μερικά δισεκατομμύρια ερυθροκυττάρων και 

ουδετερόφιλων κάθε ημέρα. Αυτή η διαδικασία επάγεται από φυσιολογικά στρεσογόνα 

ερεθίσματα, όπως είναι η φλεγμονή και η απώλεια αίματος, τα οποία και μπορεί να αυξήσουν 

την παραγωγή των αντίστοιχων κυττάρων περίπου κατά 10 φορές παραπάνω. Το 

αιμοποιητικό σύστημα διατηρεί αυτήν την ισορροπημένη παραγωγή κυττάρων μέσω στενού 

ελέγχου του πολλαπλασιασμού των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων, της δέσμευσης 

προς μία συγκεκριμένη κυτταρική σειρά και της διαφοροποίησης (15,16). Διαταραχή σε μία 

οποιαδήποτε από αυτές τις διαδικασίες οδηγεί στις αιματολογικές κακοήθειες (17).

Η έρευνα στο πεδίο των λευχαιμιών και των λεμφωμάτων ουσιαστικά άνοιξε το δρόμο στην 

μελέτη της βιολογίας του καρκίνου παρέχοντας συγκεκριμένα μοντέλα. Για την ανάπτυξη μιας 

κακοήθειας, θεωρείται πλέον πιο αποδεκτό το μοντέλο των «πολλαπλών χτυπημάτων», κατά 

το οποίο σημαντικά κυτταρικά μονοπάτια έχουν διαταραχθεί από συσσωρευμένες βλάβες του 

γενετικού υλικού, οδηγώντας έτσι σε ένα αυτόνομα πολλαπλασιαζόμενο κυτταρικό κλώνο. Ο 

φαινότυπος της κακοήθειας καθορίζεται από τα συγκεκριμένα μονοπάτια που έχουν 

διαταραχθεί, συχνά με ένα στερεότυπο τρόπο. Έτσι συγκεκριμένοι τύποι κακοήθειας 

σχετίζονται με συγκεκριμένες γενετικές αλλαγές που δεν απαντιόνται σε άλλες αιματολογικές 

κακοήθειες.

Στο κεφάλαιο αυτό θα ανασκοπηθεί σύντομα η μοριακή παθογένεια των αιματολογικών 

κακοηθειών. Αρχικά θα περιγραφούν μερικές βασικές αρχές που αφορούν στην παθογένεια 

των αιματολογικών νεοπλασιών, συμπεριλαμβανομένων των εννοιών της κλωνικότητας και 

της κλωνικής ανάπτυξης, του «λευχαιμικού κλωνικού κυττάρου» και της σχέσης γονοτύπου- 

φαινοτύπου. Στη συνέχεια θα γίνει αναφορά στη φύση των επίκτητων γενετικών διαταραχών 

που σχετίζονται με τις αιματολογικές κακοήθειες, όπως είναι οι γενετικές ανακατατάξεις, οι 

σημειακές μεταλλάξεις και τα επ ιγενετ ικ ά  φ α ινό μ ενα .
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1 .2  Β ασικές έν ν ο ιε ς  τω ν  α ιμ α το λο γ ικ ώ ν κα κ ο η θειώ ν

1 .2 .1  Μ ονοκλω νικότητα

Η μελέτη των αιματολογικών κακοηθειών ουσιαστικά άνοιξε το δρόμο για την καθιέρωση της 

μονοκλωνικότητας των όγκων. Αυτό οφείλεται κυρίως στο ότι, τόσο τα φυσιολογικά, όσο και 

τα κακοήθη κύτταρα είναι εύκολο να συλλεγούν και να καλλιεργηθούν και να χαρακτηρι- 

σθούν σε μοριακό επίπεδο. Υπάρχουν τρεις κύριες πηγές απόδειξης που υποδηλώνουν ότι οι 

αιματολογικές κακοήθειες προέρχονται από ένα μοναδικό αρχέγονο αιμοποιητικό κύτταρο, και 

άρα είναι «μονοκλωνικές».

1. Σε όλες τις λεμφοϋπερπλαστικές διαταραχές και σε μία μειοψηφία οξειών μυελογενών λευ

χαιμιών, ο νεοπλασματικός πληθυσμός φέρει μία μοναδική αναδιάταξη είτε μιας ανοσοσφαι- 

ρίνης (IgH) είτε του γονιδίου TcR, του υποδοχέα του Τ- κυττάρου. Αντίθετα, οι μη κακοήθεις 

υπερπλασίες λεμφοκυττάρων χαρακτηρίζονται από ένα πολυκλωνικό πρότυπο αναδιατάξεων 

του αντιγονικού υποδοχέα. Αυτό είναι μία πειστική απόδειξη της κλωνικής αρχής των λεμφο

ειδών κακοηθειών και υποδηλώνει ότι ένα καθοριστικό γεγονός μεταμόρφωσης συνέβη πριν ή 

μετά την γονιδιακή αναδιάταξη (18).

2. Απόδειξη της κλωνικότητας προκύπτει επίσης από την μελέτη του προτύπου αδρανοποίη- 

σης του χρωμοσώματος X σε θήλεα άτομα (19-21). Η διαδικασία αδρανοποίησης του χρωμο

σώματος X είναι τυχαία και συμβαίνει νωρίς κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη. Σε γυναίκες, μια 

πολυκλωνική υπερπλασία θα αποτελείται από ένα μείγμα κυττάρων που μερικά θα έχουν ε

νεργό το μητρικό χρωμόσωμα X, ενώ κάποια άλλα το πατρικό. Εν αντιθέσει, σε μία κλωνική 

υπερπλασία τα κύτταρα φέρουν το ενεργό X είτε από τον πατέρα, είτε από την μητέρα. Δυ

στυχώς η διαγνωστική χρησιμότητα τέτοιων μελετών είναι περιορισμένη από το γεγονός ότι 

φυσιολογικές γυναίκες με την πάροδο της ηλικίας αναπτύσσουν ένα μικτό πρότυπο αδρανο

ποίησης στα κύτταρα του αίματος (22).

3. Επίκτητες κυτταρογενετικές ή μοριακές αλλαγές που προκύπτουν κατά την ανάπτυξη μιας 

κακοήθειας μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν ως κλωνικοί δείκτες. Για παράδειγμα, στη 

Χρόνια Μυελογενή Λευχαιμία (ΧΜΛ) το χρωμόσωμα Φιλαδέλφειας μπορεί να βρεθεί σε διά

φορους τύπους κυττάρων του αίματος, συμπεριλαμβανομένων των ουδετεροφίλων, των μο-



Ρ

7

νοκυττάρων, των βασεοφίλων και των Β λεμφοκυττάρων, υποδηλώ νοντας ότι η νόσ ος προ

κύπτει από ένα αρχέγονο πολυδύναμο κύτταρο (23).

1.2 .2  Μ ονοκλωνική ανάπτυξη

Οι περισσότερες κακοήθειες θεωρείται ότι είναι αποτέλεσμα πολλαπλών επίκτητων μεταλλά

ξεων, ΤΊου γίνονται διαδοχικά και τυχαία, παρά απότοκες μίας μοναδικής καταστροφικής με

τάλλαξης. Παρόμοια με τη θεωρία της φυσικής επιλογής του Darwin, η κακοήθεια ξεκινά από 

μία αλλαγή στο γενετικό υλικό ενός πρόδρομου κυττάρου που του προσδίδει ένα επιλεκτικό 

πλεονέκτημα. Κύτταρα που προκύπτουν από αυτό το αρχικό κύτταρο αποκτούν επιπλέον με

ταλλάξεις, ενισχύοντας έτσι το πλεονέκτημα επιλογής, και έτσι τα κύτταρα πολλαπλασιάζο- 

νται μέχρις ότου η νόσος καταστεί κλινικά εμφανής. Καθώς οι μεταλλάξεις είναι τυχαία γεγο

νότα, μερικές από αυτές μπορεί να οδηγήσουν στην εξαφάνιση του αντίστοιχου υποκλώνου. 

Πολλοί διαφορετικοί υποκλώνοι, όλοι προερχόμενοι από το ίδιο αρχέγονο κύτταρο, θα συνυ

πάρχουν μέσα στο νεοπλασματικό πληθυσμό και ορισμένες λεπτές διαφορές μπορεί να υπάρ

χουν όσον αφορά στην ικανότητα πολλαπλασιασμού ή την αντίσταση στα φάρμακα (Εικόνα

1. 1).

Υπάρχουν διάφορες αποδείξεις για το ότι πε

ρισσότερες από μία μεταλλάξεις είναι απαραί

τητες για την πλήρη εμφάνιση κακοήθειας. 

Τόσο σε κυτταροκαλλιέργειες όσο και σε μο

ντέλα επιμύων που χρησιμοποιήθηκαν για να 

εκτιμήσουν μεταθέσεις που έχουν βρεθεί σε 

λευχαιμία, το υβριδικό γονίδιο από μόνο του 

δεν επαρκούσε για να οδηγήσει στην εμφάνι

ση λευχαιμικού φαινοτύπου. Σε επίμυες, η έγ

χυση αιμοποιητικών πολυδύναμων κυττάρων 

που φέρουν το υβριδικό γονίδιο, αναπτύσσε

ται λευχαιμία μετά από μία μακρά περίοδο, 

υποδηλώνοντας ότι και επιπλέον συμβάματα 

είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη της νεο

πλασίας (24). Στον άνθρωπο, η μεταβίβαση 

του μεταλλαγμένου γονιδίου RUNX1 σε όλα τα

Φυσιολογικό Προκλινικό Κλινικά έκδηλη κακοήθεια

Εικόνα 1.1 Κλωνική εξέλιξη τη ς κακοήθειας.
Η διαδικασία ξεκινά με ένα μόνο πράσινο κύττορο (*) 
που αποκτά μία μετάλλαξη που θα του δώσει ένα ελα
φρό επιλεκτικό πλεονέκτημα Στη συνέχεια, ο απόγο
νος αυτού του κυττάρου αποκτά επιπλέον μεταλλάξεις 
(μπλέ, ροζ, κόκκινο). Μερικές από αυτές τις μεταλλά
ξεις μπορεί να είναι9 καταστροφικές οπότε και ο κλώ
νος αυτό πεθαίνει (μπλε). Με τον καιρό, ένας κλώνος 
μπορεί να αποκτήσει επιπλέον μεταλλάξεις, εμφανίζο
ντας πιο επιθετική συμπεριφορά. Η κακοήθεια είναι 
τελικά ετερογενής και συμπεριλαμβάνει ένα κύριο 
κλώνο (κόκκινο) και άλλους λιγότερο επικρατούντες 
κλώνους (πράσινο και ροζ)
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Το μοντέλο της μονοκλωνικής ανάπτυξης συμπεριλαμβάνει επίσης, τη θεωρία ότι ο πληθυ

σμός των νεοπλασματικών κυττάρων περιέχει και υποκλώνους που έχουν επίκτητες διακριτές 

δευτεροπαθείς αλλαγές, και έτσι μπορεί να παρουσιάζουν και διαφορετικό βιολογικά χαρα

κτηριστικά. Η αντίσταση στα φάρμακα (drug resistance) είναι ένα χαρακτηριστικό παράδειγ

μα αυτής της παρατήρησης. Σε μελέτες που έχουν γίνει σε ασθενείς με χρόνια μυελογενή 

λευχαιμία (ΧΜΛ), οι οποίοι αρχικά απαντούν στη χορήγηση imatinib, αλλά αργότερα εμφανί

ζουν ανθεκτικότητα, η αντίσταση οφείλεται σε σημειακές μεταλλάξεις που επηρεάζουν το 

σημείο πρόσδεσης του φαρμάκου με την υβριδική πρωτεΐνη bcr-abl.

1 .2 .3  Το « κ α κ ο ή θ ες  α ρ χέγο ν ο  π ο λ υ δύ ν α μ ο  κ ύ ττα ρ ο »

ί. Μ υελοειδείς  κ α κ ο ή θε ιες

Ένα κεντρικό χαρακτηριστικό των αιματολογικών κακοηθειών είναι η ικανότητα των κακοή

θων κυττάρων να αυτοανανεώνονται. Η αυτοανανέωση είναι χαρακτηριστικό και των φυσιο

λογικών αρχέγονων πολυδύναμων κυττάρων, και αυτό οδήγησε στη διατύπωση της θεωρίας 

ότι οι κακοήθειες προκύπτουν από την μεταμόρφωση ενός μόνο αρχέγονου πολυδύναμου 

κυττάρου. Αυτή η θεωρία μπορούσε να εξηγήσει και το γεγονός ότι το αρχικό κύτταρο και οι 

απόγονοι του, μπορούσαν να επιβιώσουν τόσο ώστε να αποκτήσουν και επιπρόσθετες δευτε

ρογενείς μεταλλάξεις. Μια εναλλακτική υπόθεση είναι ότι η αρχική μετάλλαξη συμβαίνει σε 

ένα πιο ώριμο κύτταρο, το οποίο φυσιολογικά είχε καθοριστεί να διαφοροποιηθεί και να πε- 

θάνει, αλλά το αρχικό γεγονός είναι αρκετό για να του προσδώσει την ικανότητα της αυτοα

νανέωσης. Θα μπορούσε βέβαια, αυτά τα δύο μοντέλα να υπάρχουν σε διαφορετικούς τύ

πους κακοήθειας.

Μελέτες στις μυελοειδείς κακοήθειες παρείχαν τις πρώτες αποδείξεις που στήριξαν την υπό

θεση του κακοήθους αρχέγονου κυττάρου. Σε ασθενείς με ΧΜΛ, κύτταρα από διαφορετικές 

αιμοποιητικές σειρές φέρουν το χιμαιρικό γονίδιο bcr-abl και το αντίστοιχο πρωτεϊνικό προ

ϊόν του. Επιπλέον, το γεγονός ότι η ΧΜΛ μπορεί να εκτραπεί τόσο σε οξεία μυελογενή λευ

χαιμία όσο και οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία υποδηλώνει ότι το αρχικό κύτταρο στο οποίο

κύτταρα, οδηγεί στην εμφάνιση μονοκλωνικής λευχαιμίας (σε ένα δηλαδή κύτταρο) αργότερα

στη ζωή, υποδεικνύοντας ότι και επιπρόσθετα γεγονότα είναι απαραίτητο να «συνεργα

στούν» με τη μετάλλαξη RUNX1 για την εμφάνιση λευχαιμίας.
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συνέβη η βλάβη είχε δυνατότητα τόσο λεμφικής όσο και μυελικής διαφοροποίησης (25,26). 

Αυτές οι ιδιότητες των λευχαιμικών προγονικών προγονικών κυττάρων έχουν σημαντικές επι

πτώσεις στο σχεδίασμά της θεραπείας των αιματολογικών κακοηθειών. Μία θεραπευτική 

στρατηγική, με σκοπό την ίαση, θα πρέπει λοιπόν να μπορεί να εξαφανίσει όλα τα κύτταρα 

που έχουν την ικανότητα να αυτοανανεώνονται. Επιπλέον, ένα μέρος των λευχαιμικών προ

γονικών κυττάρων μπορεί να είναι μεταβολικά αδρανή και να βρίσκονται στη φάση GO του 

κυτ ιΐρ ικού  κύκλου, και έτσι πολλά συμβατικά κυτταροτοξικά φάρμακα ειδικά του κυτταρικού 

κύκλου να είναι αναποτελεσματικά.

ϋ. Λεμφ οειδείς κσκοήθειες

Σε αντίθεση με τις μυελοειδείς κακοήθεις, οι λεμφικές κακοήθειες δε φαίνεται να προκύπτουν 

από την μεταμόρφωση ενός αρχέγονου πολυδύναμου αιμοποιητικού κυττάρου, αλλά από 

κύτταρα που είχαν ήδη «δεσμευθεί» προς λεμφική διαφοροποίηση (27). Αυτό ενδεχομένως 

να αντανακλά εν μέρει το γεγονός ότι τα λεμφοκύτταρα διατηρούν την ικανότητα να αυτοα- 

νανεώνονται και να πολλαπλασιόζονται μετά από αντιγονικό ερεθισμό. Οι μεταθέσεις που 

σχετίζονται με τις λεμφικές κακοήθειες συχνά αντανακλούν λάθη που συμβαίνουν κατά τη 

φυσιολογική διαδικασία της ανακατάταξης του αντιγονικού υποδοχέα μετά από αντιγονικό 

ερεθισμό. Κατά τη φυσιολογική ανάπτυξη των Β-λεμφοκυττάρων, ο IgH επίτοπος διαδοχικά 

υπόκειται V(D)J αναδιάταξη (Variable Diversity Joining rearrangement), σωματική υπερμε- 

τάλλαξη (somatic hypermutation) και αλλαγή τάξης (class switching) (28). Έτσι, στις κακοή- 

θειες Β κυτταρικής αρχής, ο χρόνος εμφάνισης μιας σχετικής μετάθεσης μπορεί να βρεθεί 

μετά από ανάλυση της αλληλουχίας του επίτοπου της ανοσοσφαιρίνης που βρίσκεται δίπλα 

στην περιοχή του σπασίματος (breakpoint) (Εικόνα 1.2).

Η προέλευση του κυττάρου για το λέμφωμα μανδύα και το οζώδες λέμφωμα είναι προ- 

βλαστικού ή βλαστικού κέντρου, κύτταρα δηλαδή που έχουν υποστεί αναδιάταξη του γονιδί

ου της ανοσοσφαιρίνης. Τα σημεία του σπασίματος των μεταθέσεων t ( l l ;  14) και t( 14; 18) 

είναι μεταξύ των D και J τμημάτων του επίτοπου IgH, που υποδηλώνει ότι οφείλονται σε λά

θη της DJ αναδιάταξης. Στα λεμφώματα Burkitt, το c-myc γονίδιο βρίσκεται πολύ συχνά δί

πλα σε μία πλήρως αναδιαταγμένη V(D)J και υπερμεταλλαγμένη IgH ποικίλη περιοχή στη με

τάθεση t(8;14). Αντίστοιχα, ο ανασυνδυασμός της αλλαγής ομάδας φαίνεται να είναι υπεύθυ

νος ως επί το πλεϊστον, για τις μεταθέσεις που εμφανίζονται στο πολλαπλό μυέλωμα (ΠΝΙ),
(
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αφού τα σπασίματα αφορούν κυρίως στο γονίδιο της βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης 

(IgH) (29,30).

U»>

Λευχαιμικά κύτταρα

*-

Υγιές

Λευχαμίο

(b) V(D)3
οναόάταξπ

Σωματική
^  υτερμετΰλλαζπ

at.. — ■■■ ►

Αλλαγή
τάξης

Προγονικό
λεμφοειδές
κύτταρο

ν Β κύττςρο του 
^ βλαστικϋύ κέντρου

\

\
Μεταλλαγμένο Β 
κύτταρο του 
βλαατικού κίντρου

ΌριμοΒ
κύτταρο

Οζώδες λέμφωμα και Λέμφωμα
λέμφωμα του μανδύα B irkitt

Πολλαπλό
Μυέλωμα

Εικόνα χ.2. το  αρχικό κύτταρο στις αιματολογικές κακοηϋειες.
(a) πρωτογενές δείγμα από ασθενή με ΟΜΛ που περιέχει ένα μικρό αριθμό λευχαιμικών κυτ
τάρων (κόκκινο) με επιφανειακούς δείκτες παρόμοιους με αυτούς των φυσιολογικών αρχέ- 
γονων αιμοποιητικών κυττάρων (CD34+, CD38-). Μεταμόσχευση λευχαιμικών κυττάρων 
αλλά όχι η πλειοψηφία των λευχαιμικών κυττάρων (πορτοκαλί) οδηγεί σε λευχαιμία ανοσο- 
κατασταλμένα ποντίκια.
(b) Φυσιολογική ωρίμανση των Β κυττάρων περιλαμβάνει την αναδιάταξη και αλλαγή τάξης 
των ανοσοσφαιρινών. Λάθη που συμβαίνουν κατά τη διάρκεια αυτών των αναδιατάξεων 
μπορεί να οδηγήσουν σε λευχαιμιογόνες μεταθέσεις. Αναλύσεις των αλληλουχιών που βρί
σκονται παρακείμενα του σπασίματος της μετάθεσης υποδηλώνουν ότι οι μεταθέσεις συμ
βαίνουν σε διαφορετικά στάδια διαφοροποίησης για κάθε διακριτό λέμφωμα
ΟΜΛ: οξεία μυελογενής λευχαιμία

1 .2 .4  Σ χέση  φ α ιν ο τύ π ο υ -γ ο ν ο τύ π ο υ

Μία από τις πιο εντυπωσιακές ιδιότητες των λευχαιμιών και των λεμφωμάτων είναι η πολύ 

στενή σχέση μεταξύ συγκεκριμένων κυτταρογενετικών ή μοριακών διαταραχών και μοναδι

κών μορφολογικών και κλινικών χαρακτηριστικών. Για παράδειγμα, τα κύτταρα του λεμφώ

ματος Burkitt χαρακτηρίζονται από μία ιδιαίτερη μορφολογική εμφάνιση ενώ σχεδόν πάντα 

σχετίζονται με μεταθέσεις του γονιδίου c-myc. Παρομοίως, ισχυρή συσχέτιση υπάρχει μεταξύ 

της οξείας μυελομονοκυτταρικής λευχαιμίας με παθολογικά ηωσινόφιλα και της διαταραχής 

ϊπν(16) καθώς και μεταξύ της οξείας προμυελοκυτταρικής λευχαιμίας και του χιμαιρικού γονι

δίου PML-RARa (31).
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Υπάρχουν δύο πιθανές εξηγήσεις για αυτό το φαινόμενο. Η φύση της χρωμοσωμικής ανωμα

λίες καθορίζει και τον φαινότυπο του λευχαιμικού κυττάρου. Ή εναλλακτικά, μια ειδική χρω- 

μοσωμική αναδιάταξη μπορεί να συμβαίνει μόνο σε, ή να προσδίδει επιλεκτικό πλεονέκτημα 

για, αρχέγονα κύτταρα που έχουν καθοριστεί να διαφοροποιηθούν προς μία συγκεκριμένη 

σειρά. Και τα δύο πρότυπα μπορεί να είναι σωστά. Για παράδειγμα, διάφοροι υπότυποι οξείας 

μυελδγενούς λευχαιμίας (ΟΜΛ) σχετίζονται με συγκεκριμένες μεταθέσεις και εμφανίζουν δι

αφορετική μορφολογία και περιέχουν αρχέγονα κύτταρα τα οποία παρουσιάζουν τα ίδια αντι

γόνα επιφάνειας. Φαίνεται δηλαδή ότι στη ΟΜΛ, η επίκτητη γενετική διαταραχή καθορίζει 

τους διάφορους φαινοτύπους (32). Εν αντιθέσει, διάφορες μεταθέσεις που εμπλέκουν τους 

IgH και TcR^τόπους περιορίζονται στις λεμφικές νεοπλασίες επειδή οι αλληλουχίες δίπλα στα 

ογκογονίδια μιμούνται αλληλουχίες των IgH ανακατατάξεων. Έτσι, αυτές μεταθέσεις μπορεί 

να συμβούν μόνο σε κύτταρα που βρίσκονται σε συγκεκριμένο στάδιο λεμφικής διαφοροποί

ησης.

1.3 Η φ ύ σ η  τω ν  επ ίκ τη τω ν  γενετ ικ ώ ν  α νω μ α λ ιώ ν

1.3 .1  Μ εταθέσεις

Οι πιο καλά κατανοητές γενετικές ανωμαλίες 

στις αιματολογικές κακοήθειες είναι οι μεταθέ

σεις. Οι μεταθέσεις αφορούν στην αμοιβαία α

νταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ δύο χρωμο

σωμάτων και μπορεί να οδηγήσουν σε απόκλιση 

της φυσιολογικής λειτουργίας των γονιδίων που 

είναι παρακείμενα στο σημείο του σπασίματος.

Δυο συχνοί μηχανισμοί έχουν περιγράφει.

Πρώτον, το χιμαιρικό γονίδιο μπορεί να δημι

ουργεί και να κωδικοποιεί μία χιμαιρική πρωτεΐ

νη με ογκογενετικές ιδιότητες. Αυτός ο μηχανι

σμός απαντάται σε πολλές από τις μεταθέσεις 

που σχετίζονται με τις μυελικές κακοήθειες και 

"Ορισμένες οξείες λεμφοβλαστικές λευχαιμίες 

(ΟΛΛ). Συνήθως οι χιμαιρικές πρωτεΐνες που

Χιμαιρικό γονίδιο

Χιμαιρική πρωτεΐνη Δισταραγμένη έκφραση 
φυσιολογικής πρωτεΐνης

Εικόνα 1.3. Μεταθέσεις μπορεί να οδηγή
σουν στο σχηματισμό χιμαιρικών γονιδίων ή 
σε μεταγραφική δυσλειτουργία ενός ανέπα
φου γονιδίου



12

προκύπτουν περιλαμβάνουν συνδυασμό των λειτουργικών μονάδων από τις δύο πρωτεΐνες 

που προέρχονται και αποκτούν νέες ιδιότητες. Για παράδειγμα στις χιμαιρικές πρωτεΐνες που 

αφορούν σε τυροσινικές κινάσες, η μία πρωτεΐνη προσδίδει ένα τμήμα διμερισμού που επι

τρέπει στην νέα πρωτεΐνη να δημιουργεί ολιγομερή αυτόματα, γεγονός που οδηγεί σε συνεχή 

ενεργοποίηση της κινάσης.

Η δεύτερη κατηγορία μεταθέσεων οδηγεί σε ένα δομικά ακέραιο γονίδιο το οποίο βρίσκεται 

δίπλα σε ρυθμιστικά στοιχεία ενός γονιδίου στο άλλο χρωμόσωμα. Αυτό το σενάριο απαντά

ται πιο συχνά στις λεμφικές κακοήθειες (33).

1 .3 .2  Ε λλείψ εις και α νευ π λο ειδ ία

Τα ελλείμματα περιοχών και οι διαταραχές στον αριθμό των χρωμοσωμάτων είναι μεταξύ των 

πιο συχνών χρωμοσωμικών ανωμαλιών που απαντώνται στις αιματολογικές κακοήθειες και 

οδηγούν στην αύξηση ή την μείωση των αντιγράφων πολλών γονιδίων. Η υπερπλοειδία είναι 

η πιο συχνή κυτταρογενετική ανωμαλία στην παιδική οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία, και κά

θε χρωμόσωμα μπορεί να έχει διπλασιαστεί (34). Η τρισωμία 8 είναι η πιο συχνή αριθμητική 

ανωμαλία των κλωνικών μυελοειδών διαταραχών και μπορεί να βρεθεί σε οξεία μυελογενή 

λευχαιμία, μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα και μυελοϋπερπλαστικές διαταραχές (35-37). Πιθανά
Ί,

(, οι ποσοτικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες τέτοιου είδους οδηγούν σε αλλαγή των επιπέδων έκ

φρασης ογκογονιδίων ή ογκοκατασταλτικών γονιδίων που συμβάλλουν στην καρκινογένεση.

1 .3 .3  Σ ημ ειακές μ ετα λλά ξεις

Σημειακές μεταλλάξεις, που δεν ανιχνεύονται με την κλασσική κυτταρογενετική, παίζουν επί

σης σπουδαίο ρόλο στην εμφάνιση των αιματολογικών κακοηθειών. Η ανακάλυψη τέτοιων 

μεταλλάξεων απαιτεί τον προσεκτικό έλεγχο των δειγμάτων των ασθενών για γνωστά τέτοια 

γονίδια. Έχουν αναγνωριστεί πολλές μεταλλάξεις που οδηγούν σε ενεργοποίηση γονιδίων. Για 

παράδειγμα, η σημασία του stem cell factor (SCF) και του υποδοχέα του, που ονομάζεται ΚΙΤ 

για τη φυσιολογική ανάπτυξη και επιβίωση των μαστοκυττάρων οδήγησε στην έρευνα σημει

ακών μεταλλάξεων αυτών των γονιδίων στην συστηματική μαστοκυττάρωση (38). Είναι πλέ

ον γνωστό ότι το 40% των περιπτώσεων, ιδιαίτερα εκείνων με συμμετοχή του μυελού των 

οστών, έχουν σημειακή μετάλλαξη στο ΚΙΤ γονίδιο, και πιο συχνά την Asp816Val (39). Άλλες 

γνωστές και σημαντικές μεταλλάξεις είναι η FLT3 που απαντάται στις οξείες μυελογενείς λευ

χαιμίες (40), οι μεταλλάξεις που αφορούν στην οικογένεια των γονιδίων RAS, αλλά και οι με-
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1 .3 .4  Ε π ιγενετικές α λλα γές

Υπάρχουν όλο και περισσότερες αναφορές στη βιβλιογραφία ότι επιπρόσθετα των γενετικών 

αλλαγών, σημαντικό ρόλο στην καρκινογένεση παίζουν και οι επιγενετικές αλλαγές που επη

ρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση χωρίς αλλαγές στη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Κύριες επιγενε- 

τικές αλλαγές είναι η μεθυλίωση του DNA και η μεθυλίωση και ακετυλίωση των ιστονών, ενώ 

θα μπορούσαν να συμπεριληφθούν και τα microRNAs (mir). Τα micro RNA είναι μόρια μονής 

έλικας RNA, περίπου 21-23 νουκλεοτιδίων σε μήκος, τα οποία επίσης ρυθμίζουν την έκφραση 

γονιδίων. Τα microRNAs κωδικοποιούνται από γονίδια τα οποία μεταγράφονται από DNA, αλ

λά δε μεταφράζονται σε πρωτεΐνες (non-coding RNA).

Η μεθυλίωση του DNA σχετίζεται γενικά με μεταγραφική αποσιώπηση των γονιδίων. Ο «φυ

σιολογικός» ρόλος της μεθυλίωσης στον άνθρωπο περιγράφεται στο κεφάλαιο 3.1. Διατα

ραχές στο πρότυπο μεθυλίωσης του DNA έχει βρεθεί σε μία πλειάδα αιματολογικών κακοη- 

θειών. Μία σφαιρική γενωμική υπομεθυλίωση έχει περιγράφει σε λεμφοκύτταρα χρόνια λεμ- 

φογενούς λευχαιμίας (ΧΛΛ) και σε βλάστες οξείας μυελογενούς λευχαιμίας (ΟΜΛ) σε σχέση 

με φυσιολογικά αιμοποιητικά κύτταρα (44,45). Υπομεθυλίωση t o u  DNA έχει περιγράφει για 

διάφορα γονίδια που εμπλέκονται στις αιματολογικές κακοήθειες μεταξύ των οποίων του 

BCL2 (στην ΧΛΛ), του TNF-β (στη ΧΜΛ και ΟΜΛ), του Η-RAS (στη ΧΛΛ), και του FMS (στην 

ΟΜΛ) (46). Εφ' όσον η υπομεθυλίωση γενικά επάγει τη μεταγραφική δραστηριότητα, είναι 

ευνόητο ότι αυτές οι επιγενετικές αλλαγές οδηγούν σε υπερέκφραση αυτών των γονιδίων. 

Αντίθετα, υπερμεθυλίωση έχει αναφερθεί για πολλά ογκοκατασταλτικά γονίδια μεταξύ των 

οποίων το CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α), CDKN2B (ρ15ΙΝΚ2Β) και η E-cadherin κυρίως στα μυελο- 

δυσπλαστικά σύνδρομα και τις οξείες μυελογενείς λευχαιμίες. Ο ρόλος των επιγενετικών αλ

λαγών στις αιματολογικές κακοήθειες αναπτύσσεται αναλυτικότερα στο κεφάλαιο 3.

Η τροποποίηση των ιστονών είναι ένας ακόμα επιγενετικός μηχανισμός που ρυθμίζει την με

ταγραφή. Διαταραχές της ακετυλίωσης των ιστονών έχουν περιγράφει στις λευχαιμίες. Η α

κετυλίωση των ιστονών ρυθμίζεται από δύο ομάδες ενζύμων, τις ακετυλοτρανσφεράσες των 

Ιστονών, που οδηγούν σε χαλάρωση της δομής της χρωματίνης και τις αποακετυλάσες των 

ιστονών (HDACs: histone deacetylases), που οδηγούν σε κλειστή μορφή χρωματίνης και με-

ταλλάξεις που αφ ορούν στα ογκοκατασταλτικά γονίδια ρ53 και Rb (retinoblastom a), που α

παντιόνται τόσο σε συμπαγείς όγκους όσο και σ ε αιματολογικές κακοήθειες(41-43).
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ταγραφική καταστολή. Διάφοροι χιμαιρικοί μεταγραφικοί παράγοντες πιστεύεται ότι λειτουρ

γούν μέσω ενεργοποίησης των HDACs, αποσιωπώντας γονίδια που είναι σημαντικά για τη 

φυσιολογική διαφοροποίηση, οδηγώντας έτσι σε αναστολή της ωρίμανσης (47,48).

Έτσι, είναι πλέον φανερό ότι οι επιγενετικές αλλαγές ανευρίσκονται σε όλες τις αιματολογικές 

κακοήθειες. Για το λόγο αυτά τελευταία έχει δοθεί μεγάλη έμφαση στην ανάπτυξη θεραπευ

τικών παραγώγων που αναστέλλουν τις HDACs ή της DNA μεθυλοτρανσφεράσες (DNMTs: 

DNA methyl-transferases) (49,50).
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2. ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΚΥΚΛΟΣ ΚΑΙ ΚΥΚΛΙΝΕΣ

2.1  Ισ τορ ικ ή  Α ναδρομή

Έχουν περάσει 25 χρόνια από την ανακάλυψη της κυκλίνης από τον Tim Hunt και τους συ

νεργάτες του κατά τη διάρκεια μιας σειράς μαθημάτων Φυσιολογίας στο Εργαστήριο Marine 

BioloQy στο Woods Hole (51). Όπως πολλές σημαντικές ανακαλύψεις, η ανακάλυψη της κυ

κλίνης αντικατοπτρίζει το σταυροδρόμι της τύχης, με την ευφυΐα και το σθένος της ανάπτυ

ξης μιας υπόθεσης από μία ουσιαστική παρατήρηση. Η παρατήρηση αφορούσε στην αύξηση 

και μείωση των επιπέδων αυτής της πρωτεΐνης κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, με 

ένα τρόπο κυκλικό, εξ' ου και η ονομασία κυκλίνη . Ο Hunt διατύπωσε «Είναι δύσκολο να πι

στέψω ότι η συμπεριφορά των κυκλινών δε σχετίζεται με διαδικασίες που εμπλέκονται στην 

κυτταρική διαίρεση» και συνέχισε προτείνοντας ότι η σύνθεση αυτής της πρωτεΐνης οδηγεί 

τα κύτταρα σε μίτωση και η αποδόμησή της επιτρέπει στα κύτταρα να ολοκληρώσουν ένα 

κυτταρικό κύκλο και να ξεκινήσουν έναν άλλο. Ο χρόνος τον δικαίωσε. Η ανακάλυψη των κυ- 

κλινών οδήγησε στην ανάπτυξη του μοντέλου ενός αυτόνομου «ταλαντωτή» (oscillator) που 

οδηγεί το κύτταρο σε κυτταρικό κύκλο από τα πρώιμα εμβρυονικά κύτταρα, ενώ η ανακάλυ

ψη των σημείων ελέγχου του κυτταρικού κύκλου (52) αποκάλυψε ότι αυτός ο «ταλαντωτής» 

μπορούσε να εμπλέκεται και σε μηχανισμούς αντιγραφής των χρωμοσωμάτων και διαχωρι

σμού των αδερφών χρωματίδων (53). Οι Βρετανοί Timothy Hunt και Paul Nurse, 

της οργάνωσης Imperial Cancer Research Fund της Βρετανίας και ο Αμερικανός Leland Η. 

Hartwell, διευθυντής του Κέντρου Έρευνας για τον καρκίνο Fred Hutchinson στο Σιάτλ θα 

μοιραστούν τελικά το βραβείο Νόμπελ Ιατρικής - Φυσιολογίας για το 2001 για την ανακάλυ

ψη των κυκλινών.

2 .2  Ρ ύθμ ισ η  το υ  κ υ ττα ρ ικ ο ύ  κύκ λο υ

Ο κυτταρικός κύκλος είναι μια διαδικασία υψηλής ρύθμισης που οδηγεί στο διπλασιασμό και

τη μεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας από τη μία κυτταρική γενιά στην άλλη. Κατά τη 
*

διαδικασία αυτή το γενετικό υλικό (DNA) πρέπει να διπλασιαστεί με ακρίβεια και πανομοιότυ

πα χρωμοσωμικά αντίγραφα να μοιραστούν στα θυγατρικά κύτταρα (54).
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Ο κυτταρικός κύκλος διακρίνεται σε 4 φάσεις: τη Φ άση S (Synthesis), κατά την οποία γίνεται 

η σύνθεση του DNA, τη Φ άση Μ (Mitosis), η οποία χαρακτηρίζεται από τη δημιουργία των 

διπολικών μιτωτικών ατράκτων, το διαχωρισμό των αδελφών

D e p h o s p h o r y t a  Ο σ η  

*

C y c lin  Β  

CDC2':

S y n t h e s i s
D e g r a d a t i o n

ι—.......η
C yclin C D K

p  1  6 * n k 4

P 1 5 >nk<ib 
ι  p 1 8 , n k 4 c

I p19,nk4cJ 
j p 2 7 K'P '
| p57fciP̂
\ p 2 1 i c»pi

C O K Is

Εικόνα 2.1. Ο κυτταρικός κύκλος. Ο κυτταρικός κύκλος διακρίνεται σε 4 φάσεις (G1,S, G2 
και Μ). Η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου ευοδώνεται από τις κινάσες που εξαρτώνται από τις 
κυκλίνες (CDKs), ο οποίες ρυθμίζονται θετικά από τις κυκλίνες και αρνητικά από του αναστολείς 
των CDKs (CDKIs). Το περιοριστικό σημείο (restriction point) είναι το σημείο από το οποίο και 
μετά τα κύτταρα προχωρούν στην επόμενη φάση του κυτταρικού κύκλου ανεξαρτήτως εξωτερι
κών εοεθισυάτων. Πηνά: Schwartz, J Clin Oncol 2005 (11

χρωματίδων και την κυτταρική διαίρεση, ενώ μεταξύ των δύο αυτών φάσεων υπάρχουν πε

ρίοδοι ποικίλου χρόνου, η φάση G1 και η φάση G2. Η φ ά σ η  G1 (gap l, χάσμα 1) είναι το 

μεσοδιάστημα μεταξύ της μίτωσης (φάση Μ) και της σύνθεσης του DNA (φάση S). Στη φάση 

αυτή το κύτταρο δέχεται διέγερση από εξωκυττάριους μιτογόνους και αυξητικούς παράγο

ντες. Σε απόκριση αυτών των ερεθισμάτων, το κύτταρο περνάει από τη φάση G1 και προχω- 

ράει στη σύνθεση του DNA στη φάση S. Η φ ά σ η  G2 (gap 2, χάσμα 2) είναι το μεσοδιάστη

μα από την ολοκλήρωση της αντιγραφής του DNA στη φάση S (Εικόνα 2.1). Ως φ ά σ η  GO 

ορίζεται η φάση ηρεμίας του κυττάρου (55).

Η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου πρέπει να εξασφαλίζει ότι οι διαδικασίες σε κάθε φάση ο

λοκληρώνονται πριν τη μετάβαση στην επόμενη φάση. Έτσι υπάρχουν σημεία ελέγχου 

(checkpoints) σε στρατηγικά σημεία προς το τέλος της κάθε φάσης όπου εξασφαλίζεται η α

κεραιότητα του DNA (56). Οποιαδήποτε διαταραχή στα σημεία ελέγχου έχει ως αποτέλεσμα
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των ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό του κυττάρου ή τη μεταβίβαση βλαβών του DNA στην ε

πόμενη γενιά κυττάρων (57), (58). Γονίδια που εμπλέκονται στα σημεία ελέγχου αποτελούν 

αντικείμενο μελέτης σε όλες τις κακοήθειες (9).

Η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου ελέγχεται στενά από μία αλυσίδα συμπλεγμάτων, κάθε μία 

από τις οποίες αποτελείται από μία ρυθμιστική υποομάδα (κυκλ ίνη ) και μία καταλυτική υπο- 

ομάδδ (κινάση που εξαρτάται από την κυκλίνη, CDKs: cyclin dependent kinases) (59). Οι 

CDKs είναι σερινο-θρεονινο- κινάσες (Ser/Thr κινάσες), οι οποίες γίνονται ενεργείς μόνο όταν 

ενώνονται με την αντίστοιχη ρυθμιστική πρωτεΐνη (πχ κυκλίνη ή άλλες πρωτεΐνες). Μέχρι 

σήμερα 13 CDKs και 25 πρωτεΐνες που περιέχουν κυκλίνες έχουν ταυτοποιηθεί. Μεταξύ αυ

τών οι CDKs^l,2,4,6 και οι κυκλίνες A,B,D,E άμεσα ρυθμίζουν την πρόοδο του κυτταρικού 

κύκλου (60) . Η έκφραση αυτών των κυκλινών ποικίλει κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύ

κλου, υποδηλώνοντας την αρχή της κάθε φάσης και τη μετάβαση από τη μία φάση στην άλ

λη (1).

Γενικά, το σύμπλεγμα CDK 4,6/κυκλίνη D και ΟϋΚ2/κυκλίνη Ε φωσφορυλιώνουν και αδρανο- 

ποιούν την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος (Rb), απελευθερώνοντας και ενεργοποιώντας 

τους μεταγραφικούς παράγοντες E2F/DP1 και επάγοντας τη μεταγραφή πολλών γονιδίων που 

είναι υπεύθυνα για τη G1/S μετάβαση και την πρόοδο της κυτταρικής φάσης S (61). Το σύ

μπλεγμα CDK2/Kui^ivp Α είναι επίσης απαραίτητο για την πρόοδο της κυτταρικής φάσης S. 

Τα συμπλέγματα €ΟΚ1(εάε2)/κυκλίνη Α και /κυκλίνη Β καθορίζουν την G2/M μετάβαση. Τα 

συμπλέγματα ΤϋΚ2/κυκλίνη Ε και C D K l/κυκλϊνη Β εμπλέκονται στην ολοκλήρωση της φάσης 

Μ. Το τριμερές σύμπλεγμα ΟϋΚ7/κυκλίνη Η/ΜΑΤ1 (που ονομάζεται και CDK- activator 

kinase, CAK) εμπλέκεται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου μέσω φωσφορυλίωσης ειδικών 

υπολειμμάτων θρεονίνης και ενεργοποιώντας τις CDKl,2,4/6.

Η πλήρης ενεργοποίηση των ολοενζύμων CDK/κυκλίνης απαιτεί επίσης την αποφωσφορυλίω- 

ση των CDKs σε ειδικά υπολείμματα τυροσίνης και θρεονίνης, μία διαδικασία για την οποία 

μεσολαβούν οι φωσφατάσες διπλής ειδικότητας (dual specificity phosphatases: DUSPs) πχ η 

cdc25 (62).

Η δραστικότητα των CDKs ρυθμίζεται αρνητικά από ενδογενείς αναστολείς που ονομάζονται 

Α να σ το λε ίς  τ ω ν  κ ινα σ ώ ν  π ο υ  εξα ρ τώ ντα ι α π ό  τ ις  κ υ κ λ ίνες  (CDKIs: cyclin dependent 

kinase inhibitors), οι οποίοι λειτουργούν ω ς αρνητικοί ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου και
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σταματούν το κύτταρο από το να προχωρήσει στην επόμενη φάση του κυτταρικού κύκλου

(63) .

Οι CDKIs διακρίνονται σε δύο ομάδες. Η πρώτη ομάδα ονομάζεται οικογένεια ΙΝΚ4 και πε

ριλαμβάνει του αναστολείς CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α), CDKN2B (ρ15ΙΝΚ4Β), ρ18ΙΝΚ4Ψ και το 

p l9INK4d. Οι αναστολείς αυτοί είναι ειδικοί της G1 φάσης και αναστέλλουν τα συμπλέγματα 

που σχηματίζει η κυκλίνη D με τις κινάσες CDK2,-4 και -6. Η δεύτερη ομάδα ονομάζεται οικο

γένεια C IP /K IP  και περιλαμβάνει τους αναστολείς p21W AFl, p27kip l και CDKN1C (p57kip2)

(64) . Η ανασταλτική τους δράση περιλαμβάνει ένα μεγάλο εύρος συμπλεγμάτων κυκλινών και 

CDKs (κυρίως της κυκλίνης Ε και της κυκλίνης Α) που συμμετέχουν στη φάση G1 και S (65- 

69).

2 .3  Ρ ύθμ ισ η  το υ  κ υ ττα ρ ικ ο ύ  κύκλου  από  τη  φ ά σ η  GO σ τη  φ ά σ η  G1

Τα υγιή κύτταρα πρέπει να αποφασίσουν πότε θα διαιρεθούν (άρα πότε θα εισέλθουν στον 

κυτταρικό κύκλο) και πότε θα παραμείνουν στη φάση GO (φάση ηρεμίας). Αν και ονομάζεται 

φάση ηρεμίας, η φάση GO είναι στη πραγματικότητα μια ενεργής φάση στην οποία διάφορες 

κυτταρικές λειτουργίες, αλλά και κυτταρική ανάπτυξη λαμβάνουν χώρα (70). Είναι απαραίτη

το να υπάρχει ακριβής ρύθμιση, γιατί σε αντίθετη περίπτωση (δηλαδή ανεξέλεγκτη κυτταρική 

διαίρεση χωρίς κυτταρική ανάπτυξη) θα οδηγούσε σε όλο και μικρότερα κύτταρα με κάθε 

διαίρεση. Η είσοδος στο κυτταρικό κύκλο (G1) ελέγχεται από το περιοριστικό σημείο 

(restriction point) -  ένα μεταβατικό σημείο πέρα από το οποίο η πρόοδος του κυτταρικού κύ

κλου είναι ανεξάρτητη από την επίδραση εξωτερικών μιτογόνων ερεθισμάτων (71). Μιτογόνα 

ερεθίσματα μεταβιβάζονται μέσω του μονοπατιού RAS/RAF/MAPK του οποίου τελικό σημείο 

είναι η διέγερση για την παραγωγή κυκλινών τύπου D (72).

2 .4  Η μ ετά β α σ η  α π ό  τη  φ ά σ η  G1 σ τη  φ ά σ η  S

Η πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος (Rb) παίζει κεντρικό ρόλο στη μετάβαση από τη φάση 

G1 στη φάση S. Στην υποφωσφορυλιομένη μορφή του η πρωτεΐνη Rb αναστέλλει την πρό

οδο του κυτταρικού κύκλου από τη φάση G1 στη φάση S μέσω αλληλεπίδρασης με μέλη της 

οικογένειας του μεταγραφικού παράγοντα E2F. Αυτή η αλληλεπίδραση όχι μόνο μπλοκάρει τη 

μεταγραφική ενεργοποίηση του E2F, αλλά επίσης ενεργά καταστέλλει τη μεταγραφή μέσω 

στρατολόγησης των αποακετυλασών των ιστονών για τους εκκινητές των γονιδίων που απαι-
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τούνται για την είσοδο στη φάση S (73). Κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, το Rb 

αδρανοποιείται από διαδοχική φωσφορυλίωση μέσω των συμπλεγμάτων της κυκλίνης D- 

CDK4 και -6 και της κυκλίνης E-CDK2. Σε απόκριση μιτογόνων ερεθισμάτων, το κύτταρο 

συνθέτει κυκλίνες τύπου D οι οποίες ενώνονται με τις CDK-4 και -6. Όταν το Rb είναι μερικά 

φωσφορυλιωμένο από το σύμπλεγμα κυκλίνης D-CDK4 και -6, είναι ακόμα ενωμένο με τον 

E2F, όμως αυτός ο μεταγραφικός παράγοντας μπορεί να συμμετέχει στη μεταγραφή ορισμέ

νων γονιδίων όπως της κυκλίνης Ε. Η κυκλίνη Ε τότε ενώνεται με τη CDK2 και φωσφορυ- 

λιώνει πλήρως το Rb, απελευθερώνοντας τον παράγοντα E2F που οδηγεί στην ενεργοποίηση 

πολλών πρωτεϊνών της φάσης S, όπως της θυμιδυλ-συνθετάσης (TS) και της διυδροφυλικής 

ρεντουκτάσης (DHFR) (Εικόνα 2.2)(74).

Αν και το Rb αποτελεί κύριο στόχο των κινασών που εξαρτώνται από την κυκλίνη D, το σύ

μπλεγμα κυκλίνης E-CDK2 φωσφορυλιώνει και άλλους στόχους επίσης, όπως το ρ27ΚΙΡ1, το 

οποίο επιπλέον διευκολύνει την είσοδο στη φάση S, την πρωτεΐνη ρ220, που χαρτογραφείται 

στον τόπο του γονιδίου της Αταξίας Τηλαγγειεκτασίας, και που διεγείρει την μεταγραφή γονι

δίων ιστονών που εξαρτώνται από την αντιγραφή και τη νουκλεοφοσμίνη, η οποία ρυθμίζει 

το διπλασιασμό του κεντρομεριδίου (54). Η φάση G1 ρυθμίζεται επίσης από τα μέλη της οι

κογένειας ΙΝΚ4, τα οποία δρουν ως ειδικοί αναστολείς των κινασών 4 και 6.

Εικόνα 2.2. Η μετάβαση από τη φάση G1 στη φάση S και η πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώμα- 
Toq{Rb). Η υποφωσφορυλιωμένη μορφή του Rb ενώνεται με το μεταγραφικό παράγοντα E2F1. Οι 
CDK2, CDK4 και CDK6 φωσφορυλιώνουν την πρωτεΐνη Rb. Ο E2F1 απελευθερώνεται, ενώνεται με το 
Τ)ΝΑ και επάγει τη σύνθεση της θυμιδυλ-συνθετάσης, της θυμιδιν-κινάσης και της διυδροφυλικής ρε
ντουκτάσης. Η φωσφορυλίωση του E2F1 από το σύμπλεγμα κυκλίνη A-CDK2 έχει ως αποτέλεσμα την 
αποδόμησή του (1).
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Στη αρχή της S φάσης, οι κυκλίνες D και Ε αποδομούνται από το προτεάσ ω μ α * . Η παραγω

γή της κυκλίνης Α σε συνδυασμό με τη CDK2 ευοδώνει την πρόοδο της S φάσης, με την πα

ραγωγή και άλλων ενζύμων και πρωτεϊνών που συμμετέχουν στη σύνθεση του DNA, συμπε

ριλαμβανομένων και ιστονών, αλλά και του PCNA (proliferating cell nuclear antigen). Ωστόσο 

για τη σωστή πρόοδο της S φάσης είναι απαραίτητη και η προοδευτική αδρανοποίηση του 

E2F, που εν μέρει επιτυγχάνεται με τη φωσφορυλιωτική δράση των συμπλεγμάτων της κυ

κλίνης Α με αντίστοιχες κινάσες. Το σύμπλεγμα της κυκλίνης A-CDK2 σταθερά ενώνεται με 

τον E2F αδρανοποιώντας έτσι την ικανότητα που έχει να συνδέεται με το DNA (75).

2 .5  Ρ ύθμ ισ η  α π ό  τη  φ ά σ η  S  σ τη  φ ά σ η  G2 και φ ά σ η  Μ

Στο τέλος της φάσης S και κατά τη διάρκεια της φάσης G2, τα κύτταρα προετοιμάζονται για 

τη φάση Μ αυξάνοντας τα επίπεδα των κυκλινών Α και Β. Καθώς τα επίπεδα της κυκλίνης Β 

αυξάνονται, δημιουργείται ένα σύμπλεγμα με την CDK1 (cdc2) στο κυτταρόπλασμα, όπου 

παραμένει μέχρι την μίτωση, οπότε και εισέρχεται στον πυρήνα. Πρόσφατα περιγράφηκε ένα 

καινούριο σημείο ελέγχου στη φάση S, που ονομάστηκε σημείο ελέγχου αντιγραφής 

(replication checkpoint). Αυτό το σημείο ελέγχου επιμελείται την πρόοδο στην S φάση και 

μειώνει την ταχύτητα σύνθεσης του DNA. Συμπεριλαμβάνει την ενεργοποίηση των κινασών 

ΑΤΜ και ATR με ακόλουθη ενεργοποίηση των C h k l (checkpoint 1) και Chk2 (checkpoint 2) 

(76). Αυτά τα μονοπάτια τελικώς ελέγχουν την ικανότητα του κυττάρου να εισέλθει στη μί

τωση, που εξαρτόται από την ολοκλήρωση της φάσης S. Η είσοδος στη φάση Μ καθορίζεται 

από τη ενεργοποίηση του συμπλέγματος κυκλίνης B-cdc2, που ρυθμίζεται από την κατάστα

ση φωσφορυλίωσης του, τόσο ευοδωτικά μέσω φωσφορυλίωσης στο Thrl61  από το σύ

μπλεγμα H-CDK7, όσο και ανασταλτικό στο T h r l4  και T h r l5  (77). Σε περίπτωση βλάβης του 

DNA οι κινάσες ΑΤΜ και ATR ενεργοποιούνται φωσφορυλιώνοντας τις C h k l και Chk2 αλλά 

και την cdc25 η οποία εμποδίζει την ενεργοποίηση του συμπλέγματος της κυκλίνης B-cdc2 

και έτσι συγκρατεί την πρόοδο της φάσης S και της G2 και την είσοδο στη φάση Μ (78).

Κατά τη διάρκεια της μίτωσης, η δημιουργία της μιτωτικής (ή πυρηνικής) ατράκτου από το 

κεντρόσωμα είναι ζωτικής σημασίας για τη διατήρηση της ακεραιότητας του γενετικού υλικού 

μεταξύ των θυγατρικών κυττάρων και ελέγχεται από ένα σημείο που ανιχνεύει διαταραχές

* Το πρωτεάσωμα είναι σύμπλεγμα πρωτεϊνών και βρίσκεται στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα των 
ευκαρυωτικών οργανισμών. Κύρια λειτουργία του είναι η αποδόμηση πρωτεϊνών που έχουν υποστεί 
βλάβη ή που δε χρειάζονται.
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ji των μικροσωληνίσκων (79). Ανωμαλίες του κεντροσώματος ανιχνεύονται συχνά στις κακοή- 

θείες και οδηγούν σε γενωμική αστάθεια. Η ωρίμανση του κεντροσώματος είναι πολύ σημα

ντική για τη διαίρεση του κυττάρου και ρυθμίζεται από διάφορες κινάσες όπως π.χ. οι po loι
κ ινάσες (Plks) και οι a u ro ra  κινάσες (80). Η ωρίμανση του κεντροσώματος ξεκινά με το δι- 

| πλασιασμό των κεντριολίων, που συμβαίνει στη φάση G1 και πυροδοτείται από τα συμπλέγ- 

j ματα κυκλίνης E-CDK2 και κυκλίνης D-CDK2. Η polo κινάση εμπλέκεται στο σχηματισμό της

1 γ-τοιφπουλι'νης και στην ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Asp. Η aurora κινάση εμπλέκεται επί

σης, στην ωρίμανση του κεντροσώματος. Η κινάση αυτή φαίνεται να είναι απαραίτητη για το 

σωστό σχηματισμό των πόλων της ατράκτου και τη διπολικότητα της, και φαίνεται να είναι 

απαραίτητη στο στάδιο διπλασιασμού/διαχωρισμού του κύκλου των κεντριολίων (81). Η 

πρωτεΐνη survivin φαίνεται να παίζει επίσης ρόλο στη ρύθμιση της μιτωτικής ατράκτου και 

στη διατήρηση της κυτταρικής βιωσιμότητας, λόγω της έκφρασής της κατά τη διάρκεια της 

κυτταρικής διαίρεσης στο κυτταρικού κύκλου (82).

Στις ανθρώπινες κακοήθειες, οι γενετικές διαταραχές σ' αυτά τα ρυθμιστικά του κυτταρικού 

κύκλου μόρια (συμπεριλαμβανομένων των κυκλινών, των CDKs, των ενδογενών CDKIs, του 

Rb) συμβαίνουν συχνά. Αποτέλεσμα αυτών των διαταραχών είναι ο μη ελεγχόμενος πολλα

πλασιασμός των καρκινικών κυττάρων λόγω της απώλειας ελέγχου στα περιοριστικά σημεία. 

Αλλαγές στον καταρράκτη 00Κ4,6/κυκλίνη D/INK4/ pRb/ E2F έχουν παρατηρηθεί στο 80% 

των κακοηθειών (83-85).
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3. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΕΠΙΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΑΛΛΑΓΩΝ ΣΤΙΣ ΑΙΜΑΤΟΛΟΓΙΚΕΣ ΚΑΚΟΗΘΕΙΕΣ

3.1 Εισαγωγή

Έχει αναγνωριστεί εδώ και πολλά χρόνια ότι η ογκογένεση είναι μία διαδικασία που περιλαμ

βάνει πολλαπλές γενετικές διαταραχές οι οποίες συμβάλλουν στην προοδευτική μεταμόρφω

ση τοίν φυσιολογικών κυττάρων προς ένα νεοπλασματικό φαινότυπο (86). Αυτές οι διαταρα

χές περιλαμβάνουν μη αναστρέψιμες αλλαγές στην αλληλουχία του DNA, όπως μεταλλάξεις, 

ελλείψεις και μεταθέσεις που μπορεί να οδηγήσουν σε ενεργοποίηση ογκογονιδίων ή αδρανο- 

ποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων, ή το σχηματισμό νέων χιμαιρικών πρωτεϊνών. Γνωστά 

παραδείγματα τέτοιων γενετικών αλλαγών είναι οι σημειακές μεταλλάξεις που αφορούν στο 

γονίδιο RAS (42,87), η έλλειψη της ρυθμιστικής για τον κυτταρικό κύκλο πρωτεΐνης CDKN2A 

(ρ16ΙΝΚ4Α) (88,89) και η αμοιβαία μετάθεση t(9;22) που οδηγεί στο σχηματισμό του χιμαι

ρικού γονιδίου bcr-abl.

Τελευταία γίνεται φανερό ότι ο καρκίνος δεν είναι μόνο μια γενετική και περιβαλλοντική νό

σος, αλλά και μία επιγενετική νόσος (90). Ο όρος επ ιγ εν ετ ικ ές  α λ λ α γ ές  (e p ig e n e tic s )  α- 

ναφέρεται στις αλλαγές της γονιδιακής έκφρασης με μηχανισμούς που δεν επηρεάζουν την 

γονιδιακή αλληλουχία του DNA. Οι αλλαγές αυτές παραμένουν κατά την κυτταρική διαίρεση, 

δηλαδή κληρονομούνται. Η επιγενετική μελετά όλους αυτούς τους μηχανισμούς που εμπλέ

κονται στη δημιουργία της φαινοτυπικής πολυπλοκότητας κατά τη μορφογένεση. Οι μηχανι

σμοί αυτοί επιτρέπουν στα κύτταρά μας να χρησιμοποιούν από τη γενετική πληροφορία μόνο 

αυτή που πρέπει. Αν και κάθε κύτταρό μας διαθέτει ολόκληρη τη γενετική πληροφορία για τη 

δημιουργία του οργανισμού, δε χρησιμοποιεί παρά μόνο ένα μέρος της. Για παράδειγμα, τα 

κύτταρα του ήπατος, τα οποία χρειάζεται να παράγουν ένζυμα χρησιμοποιούν διαφορετικό 

κομμάτι γενετικής πληροφορίας από τα κύτταρα του καρδιακού μυός, ο οποίος πρέπει να 

μπορεί να πάλλεται και διαφορετικό από τα ερυθρά αιμοσφαίρια που κύριο ρόλο έχουν τη 

μεταφορά οξυγόνου στους ιστούς. Οι επιγενετικές αλλαγές λειτουργούν σαν ένα είδος «δια

κόπτη» ο οποίος ενεργοποιεί μόνο όσα γονίδια πρέπει να εκφραστούν σε κάθε κυτταρικό τύ

πο. Επιπροσθέτως, αποτελούν ένα είδος μνήμης, η οποία περνά από το ένα κύτταρο στο θυ

γατρικό του: έτσι τα νέα κύτταρα ενός ιστού (τα οποία προέρχονται από διαίρεση των πα

λιών) διατηρούν την ταυτότητα του ιστού στον οποίο ανήκουν. Η πληροφορία δηλαδή, όπως 

τιροαναφέρθηκε, κληρονομείται.
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Οι πιο γνωστοί μέχρι σήμερα επιγενετικοί μηχανισμοί είναι η μεθυλίωση του DNA και η με- 

θυλίωση και ακετυλίωση των ιστονών. Ο κύριος επιγενετικός μηχανισμός στα θηλαστικά, και 

ιδιαίτερα στον άνθρωπο είναι η μεθυλίωση. Όπως προαναφέρθηκε, σε ένα υγιές κύτταρο, η 

μεθυλίωση του DNA διατηρείται σε όλες τις κυτταρικές διαιρέσεις, επιτρέποντας την έκφραση 

μίας συγκεκριμένης ομάδας γονιδίων απαραίτητα για το συγκεκριμένο τύπο κυττάρου και 

μπλοκάροντας την έκφραση εξωγενών αλληλουχιών (91). Η μεθυλίωση δηλαδή αποτελεί έ

ναν τρόπο άρσης της έκφρασης ενός γονιδίου, και άρα τα προϊόντα που προκύπτουν από τη 

μεταγραφή του παύουν να παράγονται όταν αυτό μεθυλιωθεί.

3 .2  Ο μ ο ρ ια κ ό ς  ρ ό λ ο ς  τη ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  το υ  DNA

Η μεθυλίωση του DNA είναι ένας τύπος χημικής τροποποίησης του DNA που μπορεί να κλη

ρονομηθεί, όπως προαναφέρθηκε χωρίς αλλαγή στην αλληλουχία του DNA. Η μεθυλίωση του 

DNA περιλαμβάνει την προσθήκη μιας με- 

θυλ-ομάδας στο DNA, π.χ. στη θέση 5 του 

άνθρακα του δακτυλίου της κυτοσίνης της 

πυριμιδίνης (εικόνα 3.1) και απαιτεί τη δρά

ση συγκεκριμένων ενζύμων, των μεθυλο- 

τρανσφερασών (DNMTs)(92).

Αυτή η τροποποίηση λαμβάνει χώρα μόνο 

όταν η κυτοσίνη ακολουθείται από μία βάση 

γουανίνης, δηλαδή μόνο το δινουκλεοτίδιο 

CpG μπορεί να είναι μεθυλιωμένο (όπου ρ 

φωσφοδιεστερικός δεσμός μεταξύ γουανί

νης και κυτοσίνης). Τα CpG δινουκλεοτίδιο εμφανίζονται περίπου 1 στα 80 δινουκλεοτίδια, 

αντί 1 προς 16 όπως θα αναμέναμε από μια τυχαία κατανομή. Στα φυσιολογικά κύτταρα η 

μεθυλίωση είναι συχνότερη σε περιοχές με ελαττωμένη συχνότητα CpG δίνουκλεοτιδίων 

(CpG poor). Αντίθετα, μεθυλίωση δε συμβαίνει σε περιοχές που είναι πλούσιες σε CpG δινου- 

κλεοτίδια, και ονομάζονται «CpG νησίδες» στη θάλασσα του πτωχού γονιδιώματος σε CpG. 

Αυτές οι CpG νησίδες αποτελούν το 1-2% ολόκληρου του γονιδιώματος και χαρακτηρίζονται 

από μια συνολική CG περιεκτικότητα πάνω από 55% και από μία περίπου πέντε φορές πιο 

συχνή εμφάνιση του δινουκλεοτιδίου CpG (93). Οι CpG νησίδες δηλαδή, δεν είναι μεθυλιω- 

μένες. Μια αξιοσημείωτη εξαίρεση αποτελούν τα αποτυπωμένα γονίδια (φαινόμενο γονιδιω-

s-CpG-3
3-GpC-s

Εικόνα 3.1 Δράση των μεθυλοτρανσφερασών 

για την προσθήκη -CH3 στον 5-C του δακτυλί

ου της κυτοσίνης.



25w

ματικής αποτύπωσης: genetic imprinting) και το αδρανές χρωμόσωμα X στα θήλεα άτομα 

όπου οι CpG νησίδες είναι σχεδόν εξ ολοκλήρου μεθυλιωμένες (94).

Η μεθυλίωση του DNA οδηγεί μαζί με την αποακετυλίωση του DNA στο σχηματισμό πιο πυ

κνής χρωματίνης (ετεροχρωματίνη), μειώνοντας έτσι την πρόσβαση των περιοχών των εκκι- 

νητών για το βασικό μεταγραφικό μηχανισμό και αναστέλλοντας κατά συνέπεια τη γονιδιακή 

έκφραση (Εικόνα 3.2). Σε αντίθεση, στη μεταγραφικό ενεργή ευχρωματίνη οι ιστόνες είναι 

ακετυλιωμένες και το DNA μη μεθυλιωμένο 

και έτσι αυτή αντιγράφεται νωρίς κατά την 

φάση S του κυτταρικού κύκλου.

Περίπου το 50% των γονιδιακών εκκινητών 

στον άνθρωπο περιλαμβάνουν «CpG νησί

δες». Αν και η πλειοψηφία των CpG νησίδων 

σχετίζεται με γονίδια «οικονομίας»

(housekeeping), μερικές από αυτές βρίσκονται 

σε γονίδια ειδικά για το συγκεκριμένο ιστό 

(tissue-specific genes)(95). Η υπερμεθυλίωση 

των CpG νησιδίων που βρίσκονται σε περιοχές 

εκκινητών ογκοκατασταλτικών γονιδίων έχει 

καθιερωθεί πλέον ως ένας σημαντικός μηχανι

σμός γονιδιακής αδρανοποίησης (44). Η υ

περμεθυλίωση δεν είναι ένας μεμονωμένος μηχανισμός επιγενετικού ελέγχου, αλλά σχετίζεται 

όπως αναφέρθηκε και παραπάνω και με άλλα κομμάτια του «παζλ», όπως οι DNMTs, HDACs, 

και οι μεθυλοτρανσφεράσες των ιστονών (96). Ο βαθμός της ειδικότητας καθενός από αυ

τούς τους μηχανισμούς στην αδρανοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων δεν έχει πλή

ρως διευκρινισθεί.

3 .?  Μ εθοδολογία  α ν ίχ ν ευ σ η ς  τ ω ν  μ εθ υ λ ιω μ έν ω ν  CpG

Σχεδόν όλες οι τεχνικές που χρησιμοποιούνται σήμερα για την ανίχνευση της μεθυλίωσης της 

κυτοσίνης μπορούν να διαιρεθούν σε δύο ομάδες: τεχνικές που βασίζονται σε π ερ ιορ ισ τικά  

-ένζυμα (Southern Blot υβριδισμός ή αντίδραση αλυσιδωτής πολυμεράσης) (97) και τεχνικές

Methylated ΟΝΑ

Εικόνα 3.2 Μεθυλίωση του  DNA, δομή 
χρωματίνης και γονιδιακή έκφραση.
Η μεθυλίωση και επακόλουθη αποακετυλίω
ση του DNA οδηγεί σε πιο συμπυκνωμένη 
χρωματίνη, αναστέλλοντας τη μεταγραφή. 
Η απομεθυλΐωση του DNA επιτρέπει την 
ακετυλίωση ευοδώνοντας τη μεταγραφή
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που βασίζονται στη χημ ική  κατεργασ ία  μ ε N aH S03 ενώ ακολουθεί αντίδραση αλυσιδωτής 

πολυμεράσης (PCR) (98,99).

Στην πρώτη περίπτωση εκμεταλλευόμαστε την αναστολή συγκεκριμένων περιοριστικών εν- 

ζύμων λόγω μεθυλίωσης των περιοχών αναγνωρισιμότητάς τους, ως ένδειξη της παρουσίας 

μεθυλίωσης. Ωστόσο, αυτός ο τρόπος προσέγγισης απαιτεί μεγάλες ποσότητες DNA υψηλού 

μοριακού βάρους και η πληροφορία σχετικά με την κατάσταση μεθυλίωσης περιορίζεται μόνο 

για τις περιοχές που είναι αναγνωρίσιμες από το ένζυμο, ενώ είναι και αρκετά χρονοβόρος 

μέθοδος. Στη δεύτερη περίπτωση η χημική κατεργασία με NaHS03 μετατρέπει τις μη μεθυλι- 

ωμένες κυτοσίνες σε ουρακίλες, ενώ οι μεθυλιωμένες κυτοσίνες προστατεύονται και μένουν 

ως έχουν. Αυτή η χημική μετατροπή έχει αποτελέσει τη βάση για πολλές τεχνικές που αναλύ

ουν τη μεθυλίωση του DNA. Η επακόλουθη ενίσχυση του DNA, που έχει τροποποιηθεί από το 

NaHS03, με PCR αντικαθιστά τις ουρακίλες με θυμιδίνες και τις 5-μεθυλκυτοσίνες με κυτοσί

νες (Εικόνα 3.3). Τα προϊόντα που προκύπτουν από την PCR μπορούν να αναλυθούν με διά

φορες μεθόδους όπως η ανάλυση αλ

ληλουχίας μετά από κατεργασία με 

NaHS03 (bisulphite sequencing) (99), 

η methylation-sensitive single 

nucleotide primer extension (Ms- 

SNuPE) (100), η περιοριστική ανάλυση 

μετά από επεξεργασία με NaHS03 

(bisulfite restriction analysis) (101), ή 

enzymatic regional methylation assay 

(ERMA) (102). Όλες αυτές οι τεχνικές 

παρέχουν λεπτομερή ποσοτική πλη

ροφορία σχετικά με μία συγκεκριμένη 

περιοχή που έχει υποστεί μεθυλίωση.

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης ειδική της μεθυλίωσης (MSP: Methylation Specific 

PCR) έχει κυριαρχήσει στην ποιοτική ανάλυση μεθυλίωσης ογκοκατασταλτικών γονιδίων σε 

δείγματα ασθενών (103-106). Η προσέγγιση με την τεχνική MSP, απαιτεί επίσης αρχικά κα

τεργασία του γενωμικού DNA με NaHS03, και η ακόλουθη PCR γίνεται με δύο διαφορετικά 

ζεύγη εκκινητών, που είναι ειδικά είτε για τη μεθυλιωμένη είτε για τη μη μεθυλιωμένη αλλη

λουχία. Η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται πλέον ευρέως για τη μελέτη της κατάστασης μεθυλί

ωσης των CpG νησίδων στις ανθρώπινες κακοήθειες. Η μεγάλη ευαισθησία της τεχνικής, με

Conversion
+

PCR
ACCA G T C --------►  ATTA GTT

m

c — —►c
C — —► τ

Εικόνα 3.3. Αρχή της χημικής κατεργασίας με 
NaHS03: απαμίνωση της κυτοσίνης παρουσία υψη
λών συγκεντρώσεων NaHS03, ενώ η μεθυλιωμένη 
κυτοσίνη παραμένει αναλλοίωτη Αυτή η διαφορά στη 
χημική αντιδρασττκότητα μεταφράζει την επιγενετική 
τροποποίηση ως αλλαγή στην πρωταρχική αλληλου
χία
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όριο ανίχνευσης περίπου 0,1% του μεθυλιωμένου DNA που βρίσκεται σε ένα κατά τα άλλα 

μη μεθυλιωμένο δείγμα, επιτρέπει την ποιοτική ανάλυση μεθυλίωσης όχι μόνο από φρέσκο 

περιφερικό αίμα, μυελό των οστών ή άλλα φρέσκα κατεψυγμένα παρασκευάσματα, αλλά και 

από βιοψίες παραφίνης (105,105-109).

Η πλέον αξιόπιστη μέθοδος για την ανίχνευση μεθυλίωσης παραμένει η ανάλυση αλληλουχίας 

μετά Οπό κατεργασία με NaHS03 (bisulphite sequencing). Οι εκκινητές σχεδιάζονται για να 

ενισχύσουν μια περιοχή DNA, που έχει κατεργασθεί με NaHS03, ανεξαρτήτως από την κατά

σταση μεθυλίωσης και στο ενισχυμένο κομμάτι μπορεί ή να γίνει απευθείας ανάλυση της αλ

ληλουχίας (sequencing) ή να κλωνοποιηθεί και να γίνει προσδιορισμός των μεμονωμένων 

κλώνων. Η δεύτερη μέθοδος είναι προτιμότερη γιατί επιτρέπει την ανίχνευση ακόμα και ενός 

μεμονωμένου μεθυλιωμένου CpG δινουκλεοτιδίου (110).

3 .4  Ε πιγενετικές α λ λ α γές  σ το ν  καρκ ίνο

Διαταραχές στη μεθυλίωση στον καρκίνο έχουν αναγνωριστεί εδώ και 20 χρόνια. Αρχικά, είχε 

περιγράφει ότι το γένωμα των κακοήθων κυττάρων χαρακτηρίζεται από σφαιρική υπομεθυ- 

λίωση (global hypomethylation) (111), που περιλαμβάνει ιντρόνια, γονίδια αλλά και επανα

λαμβανόμενες αλληλουχίες του DNA. Στη συνέχεια, παρατηρήθηκε επιπλέον ότι ουσιαστικά 

όλοι οι τύποι καρκίνου παρουσιάζουν υπερμεθυλίωση σε CpG νησίδες εκκινητών που σχετίζο

νται με μεταγραφική αδρανοποίηση (112-115). Αυτό το φαινόμενο της μεθυλίωσης είναι 

τουλάχιστον το ίδιο συχνό όσο και η εμφάνιση σημειακών μεταλλάξεων ω ς μηχανισμός α- 

δρανοποίησης ογκοκατασταλτικών γονιδίων (Εικόνα 3.4) (90).

Όπως έχει προταθεί στην «υπόθεση δύο χτυπημάτων» από τον Knudson*, η διαταραχή της 

λειτουργίας ενός ογκοκατασταλτικού γονιδίου γενικά, απαιτεί την απόλυτη απώλεια της λει

τουργίας και των δύο αλληλομόρφων (116). Σε αυτό το πλαίσιο, μια μη φυσιολογική υπερμε

θυλίωση ενός υποκινητή μπορεί να έχει το ίδιο αποτέλεσμα όπως μία μετάλλαξη ή έλλειψη σε 

ένα από τα δύο αλληλόμορφα και έτσι μπορεί να θεωρηθεί σαν ένας επιπρόσθετος μηχανι

σμός που συμβάλει στην απώλεια ενός ή και των δύο αλληλομόρφων (113).

* Ο Alfred Knudson πρότεινε το 1971, ότι απαιτούνται δύο διαδοχικά γενετικά «χτυπήματα» για να 
μετατρέψουν ένα φυσιολογικό κύτταρο σε νεοπλασματικό' το πρώτο χτύπημα κληρονομείται. Τα α- 
δρανοποιητικά αυτά χτυπήματα προκαλούν απώλεια της έκφρασης ογοκατασταλτικών γονιδίων
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Εικόνα 3 .4  Χάρτης του ανθρώπινου γονιδιώματος: Γονίδια που είναι συχνά μεθυλιωμένα ή και μεταλλαγμένα. 
Γονίδια τα οποία είναι γνωστό να είναι μόνο μεταλλαγμένα συμβολίζονται με πράσινο, γονίδια που είναι γνωστό 
να είναι μόνο μεθυλιωμένα συμβολίζονται με κόκκινο και γονίδια που έχουν βρεθεί τόσο μεθυλιωμένα όσο και 
μεταλλαγμένα συμβολίζονται με μωβ. Είναι αξιοσημείωτα ότι μεθυλιωμένα έχουν βρεθεί τόσα, αν όχι και περισ
σότερα, από όσα έχουν βρεθεί μεταλλαγμένα.
ATM·. Ataxia telangiectasia mutated, ARC. adenomatosis polyposis coli, BRCA 1/2·. breast cancerl/2 early onset, 
CDH-T. E-cadherin, CDKN2A/B. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B, FHTT\ fragile histidine triad, GSTPT. 

glutathionine S-transferase pi, MLHT. mutL homologue l ,  colon cancer, non polyposis type, MSHS: mutS 
homologue 2, colon cancer, non-polyposis type 1, NF1/2. neuroflorominl/2, PTCH-. patched homologue, 
SMAPCA3/BT. SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily A, 
member 3/subfamily B, member 1, STK11\ serine threonine kinase 11, ΉΜΡ3. tissue inhibitor of 
metalloproteinase 3, TP53/73. tumour protein p53, p73, VHL\ Von-Hippel Lindau syndrome, Πηγή: Jones PA, 
Nature Rev Genet 2002

Περίπου το 50% των γονιδίων που ευθύνονται για τις οικογενείς μορφές καρκίνου είναι με

ταλλαγμένα στη βλαστική σειρά, ενώ είναι μεθυλιωμένα και συνεπώς δεν εκφράζονται στις 

σποραδικές μορφές του καρκίνου. Περίπου το 50% των γονιδίων που ευθύνονται για τις οι- 

κογενείς μορφές καρκίνου είναι μεταλλαγμένα στη βλαστική σειρά, ενώ είναι μεθυλιωμένα και 

συνεπώς δεν εκφράζονται στις σποραδικές μορφές του καρκίνου. Επιπλέον, υπάρχει μία συ

νεχώς αυξανόμενη λίστα υποψήφιων ογκοκατασταλτικών γονιδίων, τα οποία είναι σιωπηλά 

λόγω μεθυλίωσης των εκκινητών τους σε διάφορες μορφές καρκίνου. Τα γονίδια αυτά φαίνε

ται να είναι σημαντικά στην ογκογένεση με βάση την πιθανολογούμενη δράση τους, χωρίς 

όμως να έχουν βρεθεί μεταλλαγμένα στις ίδιες μορφές καρκίνου. Παραδείγματα τέτοιων γο

νιδίων περιλαμβάνουν το γονίδιο MGMT (0 6-methyl guanine-DNA-methyltransferase) (117), 

το οποίο κωδικοποιεί ένα σημαντικό γονίδιο επιδιόρθωσης του DNA, ο αναστολέας 2Β της κι- 

νάσης που εξαρτάται από την κυκλίνη (CDKN2A), που κωδικοποιεί το ρ15 (118), και το 

RASSF1A (119), το οποίο κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη αγνώστου λειτουργικότητας που ενώνεται 

όμως με το ογκογονίδιο RAS. Έτσι, τα τελευταία χρόνια φάνηκε ότι η μεθυλίωση των εκκινη- 

τών γονιδίων σχετίζεται με απώλεια της έκφρασης και προσδίδει έτσι μία επιλεκτική υπεροχή 

στα νεοπλασματικά κύτταρα, όπως ακριβώς και οι μεταλλάξεις. Χαρακτηριστικά παραδείγματα 

αποτελούν τα γονίδια VHL (Von Hippel-Lindau) (120), BRCA1 (breast cancer 1) (121,122) και
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STK11 (serine/threoninekinase 11) (123), σημειακές μεταλλάξεις των οποίων προκαλούν οι- 

κογενείς μορφές καρκίνου νεφρού, μαστού και εντέρου αντίστοιχα, ενώ επιγενετική αποσιώ

πησή τους ανευρίσκεται στις σποραδικές μορφές αυτών των νεοπλασμάτων (124-126). Η 

σημασία της επιγενετικής αποσιώπησης στην αιτιολογία των μη οικογενών μορφών καρκίνου 

διαφάνηκε σε μελέτες που αφορούσαν το γονίδιο BRCA1. Αν και το γονίδιο θεωρούνταν ση

μαντικό μόνο για τις οικογενείς μορφές καρκίνου του μαστού, βρέθηκε μεθυλιωμένο στο 

15% Των γυναικών με τη σποραδική μορφή του καρκίνου. Επιπλέον ανάλυση με μικροσυ- 

στοιχίες υπέδειξε ότι το προφίλ της γονιδιακής έκφρασης των σποραδικών μορφών καρκίνου 

με μεθυλιωμένο το BRCA ήταν πανομοιότυπο με αυτό των οικογενών μορφών καρκίνου του 

μαστού με μεταλλαγμένο το BRCA και διαφορετικό από άλλου τύπου καρκίνου του μαστού 

(127).

Ένα ιδιαίτερο προφίλ υπερμεθυλίωσης νησιδίων CpG έχει περιγράφει ανάλογα με τον τύπο 

της κακοήθειας. Έτσι για παράδειγμα, η υπερμεθυλίωση του γονιδίου BRCA1 είναι χαρακτη

ριστική του καρκίνου του μαστού και των ωοθηκών, ενώ δεν συμβαίνει σε άλλους τύπους 

καρκίνου (127). Ανάλογα, η υπερμεθυλίωση του hM LH l συμβαίνει πιο συχνά σε κακοήθειες 

του παχέος εντέρου και του στομάχου και σε νεοπλάσματα του ενδομήτριου και σχεδόν σε 

κανένα άλλο τύπο νεοπλάσματος (128,129). Αυτό το συγκεκριμένο πρότυπο επιγενετικής α- 

δρανοποίησης δεν αποτελεί ιδιότητα μόνων των σποραδικών μορφών καρκίνου αλλά και νεο

πλασμάτων που εμφανίζονται σε κληρονομικές μορφές καρκίνου, όπου η υπερμεθυλίωση των 

CpG νησιδίων φαίνεται να σχετίζεται με τον κάθε υπότυπο. Έχει προταθεί ότι θα μπορούσε 

αυτό το πρότυπο μεθυλίωσης να ονομαστεί «μεθυλότυπος» σε αναλογία του γενετικού όρου 

«γονότυπος», και διάφοροι μεθυλότυποι έχουν περιγράφει για τις αιματολογικές κακοήθειες. 

Η περιγραφή ενός συγκεκριμένου προφίλ υπερμεθυλίωσης για κάθε τύπο κακοήθειας προ

σφέρει χρήσιμες πληροφορίες για την παρακολούθηση και την αντιμετώπιση των ασθενών 

βάση της γνώσης της μεθυλίωσης του DNA.

3 .5  Μ ονοπάτια που  έχ ο υ ν  επ η ρ εα σ τε ί α π ό  α λ λ α γές  τη ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  το υ  DNA

Ένας μεγάλος αριθμός γονιδίων που επηρεάζουν ουσιώδη κυτταρικά μονοπάτια (pathways) 

έχουν βρεθεί να έχουν υποστεί μεθυλίωση με επακόλουθη μεταγραφική αποσιώπηση στον 

καρκίνο (44,90,113). Αν και ορισμένα γονίδια είναι μεθυλιωμένο σε πολλούς τύπους καρκί

νου, όπως για παράδειγμα η ρυθμιστική του κυτταρικού κύκλου πρωτεΐνη CDKN2A 

(ρ16ΙΝΚ4Α), έρευνες δείχνουν ότι το φάσμα των γονιδίων που βρίσκονται μεθυλιωμένο τεί
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νουν να είναι ειδικά για τον ιστό από τον οποίο προέρχεται η κακοήθεια. Επίσης έχουν βρεθεί 

συγκεκριμένα πρότυπα μεθυλίωσης σε διάφορες κακοήθειες (44,130). Μπορεί να υποθέσει 

κανείς ότι η επιγενετική αποσιώπηση πολλών γονιδίων μπορεί να προσδώσει ένα πλεονέκτη

μα επιβίωσης στο κύτταρο, αφού ουσιαστικά όλα τα κυτταρικά μονοπάτια που έχουν σχετι- 

σθεί κατά καιρούς με την ογκογένεση μπορούν να επηρεαστούν από την αποσιώπηση γονι

δίων λόγω μεθυλίωσης, όπως φαίνεται και στον πίνακα 3.1 (131). Έτσι, επιπρόσθετα των γε

νετικών αλλαγών, αλλαγές στη μεθυλίωση του DNA μπορούν να συμβάλλουν στη διαδικασία 

μεταμόρφωσης ενός φυσιολογικού κυττάρου σε νεοπλασματικό.

Π ίνακας 3 .1  Μ ονοπάτια που έχουν δ ιαταραχθεί λόγω μεθυλίω σης και επακόλουθης αποσιώπη 

σης ογκοκατασ ταλτικώ ν γονιδίω ν σ τις  ανθρώ πινες νεοπλασίες

Ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου Rb, ρ14, ρ15, ρ16, ρ73

Κυτταρική διείσδυση και προσκόλληση E-cadherin, APC, ΤΙΜΡ-3, VHL

Ρύθμιση της απόπτωσης DAP-kinase 1, caspase 8, TMS-1

Διόρθωση βλαβών DNA OeMGMT, hMLH, BRCA1, GSTn

Απόκριση σε αυξητικούς παράγοντες RAR&2, CRBP1, SOCS-1, SOCS-3, ER

3 .6  Υ περμ εθυλ ίω σ η  CpG ν η σ ίδ ω ν  σ ε  α ιμ α το λ ο γ ικ ές  κ α κοή θειες

Αποσιώπηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων λόγω μεθυλίωσης έχει βρεθεί να συμβαίνει σε 

πληθώρα αιματολογικών νεοπλασμάτων (131-133) και μπορεί να συμβαίνει σε πρώιμο στά

διο της παθογένειας αυτών των νεοπλασιών (134). Το προφίλ της μεθυλίωσης στις αιματολο

γικές κακοήθειες διαφέρει από αυτό των συμπαγών όγκων, όσον αφορά στα γονίδια που ε

πηρεάζονται, αλλά από την άλλη έχουν βρεθεί διαταραγμένα όλα τα μονοπάτια που σχετίζο

νται με τον καρκίνο. Στον πίνακα 3.2 που ακολουθεί αναφέρονται τα γονίδια που έχουν βρε

θεί πιο συχνά μεθυλιωμένα στις κυριότερες αιματολογικές κακοήθειες (48,135-142).

Επιπλέον, υπάρχουν όλο και περισσότερες ενδείξεις ότι οι επιγενετικές αλλαγές μπορεί να 

συμβάλλουν, όχι μόνο στη λευχαιμογένεση, αλλά να αλληλεπιδρούν και με τις χρωμοσωμικές 

αλλαγές. Στην οξεία προμυελοκυτταρική λευχαιμία με τη χαρακτηριστική μετάθεση t(15;17), 

υπάρχουν πειραματικές αποδείξεις για συσχέτιση μεταξύ γενετικών και επιγενετικών αλλαγών 

(143,144). Έχει προταθεί ότι η χιμαιρική πρωτεΐνη PML/RARa που προκύπτει από τη μετά-
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θέση στρατολογεί DNMTs στους υποκινητές γονιδίων-στόχων οδηγώντας σε μεθυλίωση των 

CpG νησίδων που βρίσκονται κοντά στο σημείο έναρξης μεταγραφής του RAF$2 (44).

Πίνακας 3 .2  Γονίδια συχνά μεθυλιω μένα  στις α ιμ α το λο γικές  κα κο ήθειες  (4 8 )

Κ οκοήθεια Γ ιν ίδ ια

Μη-Hodgkin Λεμφώματα DAP kinasel, ρ57, ρ16, 0 6MGMT, RARp2

Πολλαπλό μυέλωμα Ρ16, SOCS-1, E-cadherin, DAP-kinase 1

Χρόνια Μυελογενής Λευχαιμία P15, abl

Οξεία Λεμφοβλαστική Λευχαιμία E-cadherin, p l6 , p l5 , p73, DAP-kinase 1, 0 6MGMT

Οξεία Μυελογενής Λευχαιμία P15, E-cadherin, SOCS-1, p73, DAP-kinase 1, HIC1, RARp2

Πρόσφατα προτάθηκε ένα νέο μοντέλο λευχαιμογένεσης, σύμφωνα με το οποίο δύο τουλά

χιστον διαφορετικές τάξεις γενετικών διαταραχών συνεργάζονται προσδίδοντας ένα πλεονέ

κτημα επιβίωσης και πολλαπλασιασμού (40). Το μοντέλο αυτό προτείνει ότι μία μετάλλαξη 

από κάθε τάξη απαιτείται για την εμφάνιση οξείας μυελογενούς λευχαιμίας, αλλά δεν απο

κλείει ότι και άλλα γεγονότα μπορεί να είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη του κακοήθους 

φαινοτύπου. Έτσι εκτός από τις πολυάριθμες γνωστές κυτταρογενετικές ανωμαλίες που είναι 

απαραίτητες για την ανάπτυξη της οξείας μυελογενούς λευχαιμίας, μία πλειάδα γονιδίων που 

συμμετέχουν σε βασικά μονοπάτια κυτταρικών λειτουργιών μπορεί να είναι επηρεασμένα από 

επιγενετικές αλλαγές. Για την περαιτέρω μελέτη της επίδρασης της μεθυλίωσης του DNA 

στην παθογένεια της οξείας μυελογενούς, είναι απαραίτητο να καθοριστούν λεπτομερή προ

φίλ μεθυλίωσης για διάφορες υποομάδες ασθενειών μέσα στο ήδη υπάρχον πλαίσιο των συ- 

νυπάρχουσων γενετικών διαταραχών σε μεγάλες σειρές ασθενών.

3 .7  Ο ρ ό λ ο ς  τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  σ τη ν  π ρ ό γνω σ η

<

Οι κυτταρογενετικές ανωμαλίες στην οξεία μυελογενή λευχαιμία και στο πολλαπλό μυέλωμα 

κατά τη διάγνωση θεωρούνται πλέον χρήσιμοι προγνωστικοί δείκτες (145,146). Επιπρόσθετα, 

όλο και περισσότερες μελέτες υποδεικνύουν τη προγνωστική δυναμική που μπορεί να έχουν 

οι αλλαγές στη μεθυλίωση σ' αυτές τις νόσους. Υπερμεθυλίωση του ρ15 (CDKN2B) έχει συ

σχετιστεί με πτωχότερη πρόγνωση στην οξεία μυελογενή λευχαιμία (144,147). Επιπλέον, δια-
m
ταραχές στην κατάσταση μεθυλίωσης της ρυθμιστικής του κυτταρικού κύκλου πρωτεΐνης ρ 

16 (CDKN2A) (148-151) και της ρυθμιστικής πρωτεΐνης της απόπτωσης DAP kinase 1 (152)
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μπορεί να είναι αρνητικοί δείκτες πρόγνωσης σε ασθενείς με πολλαπλό μυέλωμα. Ωστόσο, 

αυτά τα πρώιμα αποτελέσματα από σχετικά μικρές σειρές ασθενών χρήζουν επιβεβαίωσης σε 

μεγαλύτερες και προοπτικές κλινικές μελέτες.

Μία πιο άμεση εφαρμογή της κατάστασης μεθυλϊωσης γονιδίου στη λήψη θεραπευτικών α

ποφάσεων αφορά στην αποσιώπηση του γονιδίου επιδιόρθωσης του γονιδίου 0 6MGMT σε 

ασθενείς με λέμφωμα διάχυτο από μεγάλα κύτταρα (DLBCL). Η πρωτεΐνη 0 6MGMT είναι ένα 

ένζυμο υπεύθυνο για την επιδιόρθωση της προσθήκης μιας αλκυλ-ομάδας στη βάση γουανί- 

νη. Αυτή η βάση αποτελεί μείζονα στόχο για διάφορες αλκυλιούντες κυτταροτοξικούς παρά

γοντες. Έρευνες έχουν δείξει ότι υπερμεθυλίωση του 0 6MGMT σε δείγματα ασθενών με 

DLBCL που ελάμβαναν χημειοθεραπεία με βάση την κυκλοφωσφαμίδη είχαν στατιστικώς ση

μαντική αύξηση στην ολική επιβίωση και στην επιβίωση ελεύθερης προόδου νόσου. Έτσι, η 

αποσιώπηση του 0 6MGMT λόγω υπερμεθυλίωσης μπορεί να συμβάλει στην μεγαλύτερη ευαι

σθησία των καρκινικών κυττάρων στους αλκυλιούντες παράγοντες, αφού οι βλάβες του DNA 

που προκλήθηκαν από τη χημειοθεραπεία δεν είναι δυνατό να επιδιορθωθούν, οδηγώντας το 

κύτταρο σε προγραμματισμένο θάνατο (137). Παρόμοια συμπεράσματα σχετικά με την από

κριση στη θεραπεία έχουν εξαχθεί από μελέτες που έγιναν σε ασθενείς με γλοίωμα που ελάμ

βαναν έναν άλλον αλκυλιούντα παράγοντα, την καρμουστίνη (105,137). Άρα υπάρχουν εν

δείξεις ότι επιλεγμένοι βιοδείκτες (biomarkers) μεθυλϊωσης, μπορεί να είναι χρήσιμοι στην 

εκτίμηση απόκρισης στην κυτταροτοξική θεραπεία, τόσο σε ασθενείς με συμπαγείς όγκους 

όσο και σε ασθενείς με αιματολογικές κακοήθειες.

Πρόσφατα, σε μία μελέτη από τους Roman-Gomez και συν. (148) η κατάσταση μεθυλϊωσης 

του ρ15ΙΝΚ4Β σε 251 ασθενείς με οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία κατά τη διάγνωση φάνηκε 

να σχετίζεται με μειωμένη συνολική και ελεύθερη νόσου επιβίωση. Επιπλέον, σε επιλεγμένες 

ομάδες ασθενών, που είχαν ταξινομηθεί με βάση τις κυτταρογενετικές ανωμαλίες TEL-AML1 

και BCR-ABL, η προσθήκη μεθυλιωμένων δεικτών οδηγούσε σε μία πιο λεπτομερή κατηγορι- 

οποίηση των ασθενών με διαφορετικά ποσοστά επιβίωσης. Αξιοσημείωτο ήταν επίσης, ότι 

ασθενείς θετικοί για το χρωμόσωμα Φιλαδέλφειας (BCR-ABL +) που γενικά θεωρείται αρνητι

κός προγνωστικός δείκτης στην οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία, όταν είχαν υψηλό ποσοστό 

μεθυλϊωσης γονιδίων είχαν συνολική 7ετή επιβίωση 0%, έναντι αυτών που δεν είχαν κανένα 

γονίδιο υπερμεθυλιωμένο, των οποίων η συνολική 7ετής επιβίωση ήταν 59,8%. Με βάση αυ

τές τις παρατηρήσεις, οι συγγραφείς πρότειναν ότι το προφίλ μεθυλϊωσης μπορεί να αποτε- 

λέσει έναν επιπλέον βιοδείκτη για την εκτίμηση της πρόγνωσης ασθενών με οξεία λεμφοβλα-
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στική λευχαιμία, συμπληρώνοντας την κλασσική ανοσοφαινοτυπική, κυτταρογενετική και μο

ριακή ανάλυση (148).

3 .8  Ε πιγενετικές α λ λ α γές  ω ς  σ τό χ ο ς  γ ια  θ ερ α π εία

Σε αντίθεση με τις γενετικές ανωμαλίες οι διαταραχές της μεθυλίωσης είναι δυνητικά ανα

στρέψιμες με φαρμακολογική αναστολή της μεθυλίωσης του DNA και της αποακετυλίωσης 

των ιστονών. Σε πειράματα, τα ανάλογα της κυτιδίνης, η 5-aza-2'-deoxycitid ine (decitabine) 

και η 5-azacytidine μπορούν να ενεργοποιήσουν ογκοκατασταλτικά γονίδια που είχαν αποσι- 

ωποιηθεί λόγω μεθυλίωσης των εκκινητών τους (153-156). Τα φάρμακα αυτά πρέπει να εν

σωματωθούν ̂ ττο DNA ως ανάλογα κυτοσίνης για να ασκήσουν τη δράση του και έτσι μπορεί 

να προκαλέσουν μη ειδικές και τοξικές για το κύτταρο βλάβες. Ωστόσο η πιο χαρακτηριστική 

τους δράση είναι η απομεθυλίωση μέσω μη αναστρέψιμης αναστολής των DNA μεθυλο- 

τρανσφερασών (DNMTs).

Τα παραπάνω φάρμακα έχουν μια αξιοσημείωτη ιστορία στη θεραπεία του καρκίνου, γενικά, 

και στις αιματολογικές κακοήθειες ειδικότερα. Αν και η σύνθεση της 5-azacytidine έγινε τη 

δεκαετία του 1960, οι απομεθυλιωτικές της δράσεις αναγνωρίστηκαν 15 χρόνια μετά από 

τους Jones και συν. (155). Η κλινική χρήση του φαρμάκου τότε δεν έτυχε μεγάλης προσοχής 

μέχρι η δεκαετία του 1990 οπότε και η αναγνώριση της αποσιώπησης ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων, αναζωπύρωσαν το ενδιαφέρον για τη χρήση παραγόντων έναντι της αποσιώπησης 

μεθυλιωμένων γονιδίων. Τα εξαιρετικά ποσοστά απόκρισης ασθενών με μυελοδυσπλαστικό 

σύνδρομα, οδήγησαν στην έγκριση αυτών των φαρμάκων από το FDA (Food and Drug 

Administration) για αυτά τα νοσήματα, σχεδόν 40 χρόνια μετά την αρχική τους σύνθεση.

Η πρώτη μελέτη που έδειξε ότι η κλινική πορεία των ασθενών με μυελοδυσπλαστικά σύνδρο

μα μπορεί να αλλάξει με τη χρήση μη ενταντικοποιημένης θεραπείας, βελτιώνοντας την ποιό

τητα ζωής και που είχε ουσιώδη ρόλο για την έγκριση της 5-azacytidine από το FDA, δημο- 

σιεύθηκε το 2002 από τους Silverman και συν. (157). Επρόκειτο για μία τυχαιοποιημένη και 

ελεγχόμενη κλινική μελέτη φάσεως III, όπου σύγκριναν την υποδόρια χορήγηση 5- 

azacytidine έναντι υποστηρικτικής αγωγής. Το συνολικό ποσοστό απόκρισης έφτασε το 60% 

στο σκέλος της 5-azacytidine με μία σημαντική αύξηση του ποσοστού επιβίωσης και καθυ

στέρηση της εμφάνισης οξείας λευχαιμίας.
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Κλινικές μελέτες υποδεικνύουν ότι οι απομεθυλιωτικοϊ παράγοντες (5-azacytidine: Vidaza® 

και decitabine: Dacogen®) έχουν θέση και στη θεραπεία και άλλων νοσημάτων όπως της 

χρόνιας μυελογενοΰς λευχαιμίας (158) και της οξείας μυελογενούς λευχαιμίας με t(15;17) ή 

t(8;21) (159). Οι Kantarjian και συν. (158) χορήγησαν decitabine σε 130 ασθενείς με ΧΜΛ 

(64 σε βλαστική φάση, 51 σε επιταχυνόμενη φάση, 8 σε χρόνια φάση), από τους οποίους 

123 ήταν θετικοί για το χρωμόσωμα Φιλαδέλφειας και 7 αρνητικοί. Από τους 64 ασθενείς που 

ήταν σε βλαστική φάση 18 ασθενείς (28%) πέτυχαν αντικειμενική απόκριση. Από τους 51 

ασθενείς σε επιταχυνόμενη φάση, 28 ασθενείς (55%) πέτυχαν αντικειμενική απόκριση. Από 

τους 8 ασθενείς σε χρόνια φάση, 5 (63%) πέτυχαν αντικειμενική απόκριση. Η 3ετής επιβίωση 

ήταν λιγότερο από 5% για τη βλαστική φάση και 27% για την επιταχυνόμενη φάση. Μελέτες 

φάσεως III βρίσκονται σε εξέλιξη για την εκτίμηση της αποτελεσματικότητας των απομεθυ- 

λιωτικών παραγόντων -μόνων τους ή σε συνδυασμό με άλλα φάρμακα- στις αιματολογικές 

κακοήθειες. *

*

ι



35

4. ΜΟΝΟΚΛΩΝΙΚΕΣ ΓΑΜΜΑΠΑΘΕΙΕΣ

4.1  Εισαγωγή

Η ανάπτυξη ενός κλώνου διαφοροποιημένων Β-λεμφοκυττάρων, που εκκρίνουν μία ανοσο- 

σφαιρίνη, οδηγεί στην εμφάνιση μιας ανοσοεκκριτικής διαταραχής. Αυτές οι μονοκλωνικές 

υπερπλασίες είτε πλασματοκυττάρων (που παραδοσιακά είναι γνωστές ως π λ α σ μ α το κ υ ττα - 

ρ ικές δυσ κρα σ ίες) ή πλασμοειδών λεμφοκυττάρων χαρακτηρίζονται από την έκκριση μίας 

μοναδικής ανοσοσφαιρίνης, γνωστή ως μονοκλωνική πρωτεΐνη. Το προεξάρχον αυτό χαρα

κτηριστικό της μονοκλωνικής πρωτεΐνης στην ηλεκτροφόρηση ορού ή /και ούρων οδήγησε 

στην ονομασία αυτών των διαταραχών ως « μ ο νο κ λ ω νικ ές  γα μ μ α π ά θ ε ιες» , «δυσπρωτεϊ- 

ναιμίες» ή «παραπρωτεϊναιμίες» (160).

Μονοκλωνική πρωτεΐνη μπορεί να βρεθεί σε κακοήθεις καταστάσεις (πολλαπλό μυέλωμα, μα- 

κροσφαιριναιμία Waldenstrom, λέμφωμα, μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα κ.α.) αλλά και σε κα

λοήθεις ή προκαρκινωματώδεις διαταραχές (π.χ. μονοκλωνική γαμμαπάθεια αδιευκρίνιστης 

σημασίας, αυτοάνοσα νοσήματα). Μεταξύ των γαμμαπαθειών υπάρχει μία πληθώρα κλινικο- 

παθολογοανατομικών οντοτήτων, μερικές είναι κυρίως πλασματοκυτταρικές, όπως το ΠΜ και 

το πλασματοκύττωμα, ενώ άλλες συμπεριλαμβάνουν λεμφοκύτταρα και πλασματοκύτταρα, 

όπως η νόσος βαρεών αλύσεων και η μακροσφαιριναιμΐα Waldenstrom ( M W ) .

4 .2  Π ολλαπλό Μ υέλωμα (ΠΜ )

4 .2 .1  Ο ρ ισμ ός

Το ΠΜ είναι μία νεοπλασματική νόσος που οφείλεται στην παραγωγή μονοκλωνικών νεοπλα- 

σματικών πλασματοκυττάρων που παράγουν μεγάλα ποσά ανοσοσφαιρίνης ή τμήματος της 

ανοσοσφαιρίνης. Οι υπόλοιπες ανοσοσφαιρίνες δεν παράγονται σε επαρκή ποσά με αποτέλε

σμα να έχουμε ανοσοπάρεση. Τα κακοήθη πλασματοκύτταρα καταλαμβάνουν κυρίως των 

μυελό των οστών, αν και μικρός αριθμός μπορεί να βρεθεί και στο περιφερικό αίμα. Η ταξι

νόμηση των πλασματοκυτταρικών νεοπλασμάτων σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό 

Υγείας (ΠΟΥ) και οι υποκατηγορίες του πολλαπλού μυελώματος, όπου παρατηρείται εναπό

θεση ανοσοσφαιρινών στους ιστούς, όπως η πρωτοπαθής αμυλοεϊδωση και η νόσος ελαφρών
m

και βαρέων αλύσων αναγράφονται στον Πίνακα 4.1 (161).
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4 .2 .2  Ε πιδημ ιολογία

Το ΠΜ αποτελεί περίπου το 2,5% όλων των κακοη- 

θειών και το 10% των αιματολογικών κακοηθειών, 

αντιπροσωπεύοντας τη 2η πιο συχνή αιματολογική 

κακοήθεια στις ΗΠΑ. Περίπου 15.000 νέα περιστα

τικά ή 40 ανά εκατομμύριο διαγιγνώσκονται κάθε 

χρόνο. Η μέση ηλικία διάγνωσης είναι τα 65 έτη αν 

και περιστασιακά (<2%) μπορεί να εμφανιστεί και 

πριν την 4η δεκαετία της ζωής (162).

4 .2 .3 . Π αθογένεια

Η αιτιολογία της νόσου είναι άγνωστη. Γενετικοί 

παράγοντες, η ρευματοειδής αρθρίτιδα, έκθεση σε 

ιονίζουσα ακτινοβολία, ιοί, βενζένιο και διοξίνες εί

ναι μερικοί από τους ενοχοποιητικούς παράγοντες

(163). Το ΠΜ είναι μία νόσος που παραμένει ανία

τη, παρά την πρόοδο που έχει σημειωθεί τα τελευ

ταία χρόνια τόσο στην κύρια όσο και στην υποστη

ρικτική αγωγή.

4 .2 .4  Ο ρ ό λ ο ς  το υ  μ ικ ρ ο π ερ ιβ ά λ λ ο ντο ς  το υ  

μ υ ελ ο ύ  τ ω ν  ο σ τώ ν  σ τη ν  π α θ ο γένε ια  το υ  ΠΜ

Πίνακας 4.1

Πλασματοκυτταρικά νεοπλάσματα

Πολλαπλό Μυέλωμα

Μη εκκριτικό πολλαπλό μυέλωμα 

Έρπον μυέλωμα 

Ασυμπτωματικό μυέλωμα 

Πλασματοκυτταρική λευχαιμία 

Πλασματοκύττωμα

Μονήρες πλασματοκύττωμα οστού 

Εξωμυελικό πλασματοκύττωμα

Νόσοι εξ' εναποθέσεως ανοσοσφαι- 

ρίνης

Πρωτοπαθής αμυλοείδωση 

Συστηματική νόσος εξ' εναποθέσεως 

ελαφρών ή βαρέων αλύσων 

Οστεοσκληρυντικό Μυέλωμα (σύν

δρομο POEMS)

Νόσος Βαρέων αλύσων

Τα πλασματοκύτταρα προέρχονται από Β λεμφοκύτταρα των λεμφαδένων ως ανοσολογική 

απόκριση σε φλεγμονή ή νόσο. Η μεταμόρφωση του πλασματοκυττάρου σε κακοήθες μυε- 

λωματικό κύτταρο είναι μία διαδικασία πολλαπλών σταδίων που περιλαμβάνει και γενετικές 

ανωμαλίες (164). Το μυελωματικό κύτταρο μέσω της κυκλοφορίας του αίματος εγκαθίσταται 

στο μυελό των οστών, όπου και προκαλεί ανεπανόρθωτες βλάβες. Πρόσφατα έγινε γνωστό 

ότι η αλληλεπίδραση των μυελωματικών κυττάρων με το μ ικ ρ ο π ερ ιβ ά λ λ ο ν  του μυελού των 

οστών είναι τόσο σημαντική, όσο και οι γενετικές ανωμαλίες, για την επιβίωση και τον πολ

λαπλασιασμό τους (Εικόνα 4.1).
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Εικόνα 4.1. Η αλληλεπίδραση μεταξύ μυελωματικών κυττάρων και του μικροπεριβάλλο- 
ντος τους. Η προσκόλληση των μυελωματικών κυττάρων στα στρωματικά κύτταρα του μυελού 
των οοτών πυροδοτεί τον πολλαπλασιασμό, την επιβίωση και τη μετανάστευση των μυελωματικών 
κυττάρων, μέσω κυτταροκινών και μορίων προσκόλλησης. Αρχικά ενεργοποιείται η ΜΑΡΚ (mitogen- 
activated protein kinase) και ο NF-κΒ στα στρωματικά κύτταρα. Η ενεργοποίηση του NF-κΒ οδηγεί 
στην αύξηση των προσκολλητικών μορίων τόσο στα μυελωματικά, όσο και στα στρωματικά κύττα
ρα. Κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα μυελωματικά κύτταρο επάγουν την έκκριση των IL-6, 
VEGF, TNF-α και NF-κΒ στα στρωματικά κύτταρα, ενώ κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα στρω
ματικά κύτταρα ενεργοποιούν τα μονοπάτια ΝΙΑΡΚ, JAK/STAT3 και ΡΙ3Κ/ΑΚΤ.

Φυσιολογικά τα πλασμοτοκύτταρα αποτελούν λιγότερο από το 5% των κυττάρων του μυε

λού των οστών. Τα μυελωματικά κύτταρα, ωστόσο εμφανίζουν στην επιφάνειά τους προ- 

σκολλητικά μόρια που τους επιτρέπουν να προσκολλώνται στα στρωματικά κύτταρα του μυ

ελού των οστών. Η προσκόλληση των μυελωματικών κυττάρων στα στρωματικά κύτταρα 

έχει ως αποτέλεσμα διάφορες αλληλεπιδράσεις που οδηγούν στον πολλαπλασιασμό των μυε

λωματικών κυττάρων (29).

Το^μικροπεριβάλλον του μυελού των οστών περιλαμβάνει την εξωκυττάρια ουσία και πέντε 

τουλάχιστον τύπους στρωματικών κυττάρων: τους ινοβλάστες, τους οστεοκλάστες, τα αγγει

ακά ενδοθηλιακά κύτταρα και τα λεμφοκύτταρα. Θετικές και αρνητικές αλληλεπιδράσεις με

ταξύ- αυτών μεταβιβάζονται από μία πληθώρα κυτταροκινών και προσκολλητικών μορίων 

(.165). Η εγκατάσταση (homing) των μυελωματικών κυττάρων στο μυελό των οστών φαίνε

ται να εμπλέκει την εκλεκτική προσκόλληση σε ενδοθηλιακά κύτταρα του μυελού των οστών,
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την διενδοθηλιακή μετανάστευση και την προσκόλληση σε στρωματικά κύτταρα μέσω του 

stromal-derived factor-1 (SDF-1) και του insulin-like growth factor 2 (IGF-1), οι οποίοι εκκρί- 

νονται από ενδοθηλιακά και στρωματικά κύτταρα του μυελού των οστών και έχουν χημειο- 

τακτική επίδραση στα μυελωματικά κύτταρα. Η προσκόλληση των μυελωματικών κυττάρων 

στα στρωματικά κύτταρα μέσω του VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) επάγει την 

παρακρινική έκκριση των ιντερλευκινών (IL)-6, IL-Ιβ, IL-11, του παράγοντα νέκρωσης των 

όγκων (TNF: tumor necrosis factor), του TGF-β (transforming growth factor-β) και του υπο

δοχέα ενεργοποίησης του συνδέσμου του πυρηνικού παράγοντα-κ β (RANKL: Receptor for 

Activation of Nuclear Factor - κ  β Ligand). Η παραγωγή IL-6 από τα στρωματικά κύτταρα του 

μυελού των οστών, μέσω ενεργοποίησης του NF-kB, οδηγεί στον πολλαπλασιασμό των μυε

λωματικών κυττάρων (166). Η ενεργοποίηση του NF-kB είναι υπεύθυνη και για την παραγω

γή και άλλων αυξητικών παραγόντων και προσκολλητικών μορίων, όπως του VEGF (vascular 

endothelial growth factor), του VCAM-1 και της E-selectin (30,167). Όλες αυτές οι κυτταρο- 

κίνες διεγείρουν τον πολλαπλασιασμό των μυελωματικών κυττάρων και αναστέλλουν την α

πόπτωσή τους, οδηγώντας σε υπερπλασία του μυελωματικού κλώνου και οστική καταστροφή 

(168).

4 .2 .5  Κλινική ε ικόνα

Η νόσος χαρακτηρίζεται από ΐ. αναιμία, ϋ. μονοκλωνική παραγωγή ανοσοσφαιρίνης και την 

μειωμένη παραγωγή ανοσοσφαιρινών από τα φυσιολογικά πλασματοκύτταρα οδηγώντας σε 

υπογαμμασφαιριναιμία (ανοσοπόρεση) και προδιάθεση σε λοιμώξεις, iii. οστεολυτική νόσο, ΐν. 

υπερασβεστιαιμία, ν. νεφρική ανεπάρκεια και νΐ. νευρολογικές διαταραχές λόγω σχηματισμού 

πλασματοκυττωμάτων

ΐ. Η αναιμία οφείλεται σε χαμηλά επίπεδα ερυθροποιητίνης και αναστολή της σύνθεσης των 

κυττάρων της ερυθρός σειράς και εκδηλώνεται με αδυναμία, ωχρότητα και δύσπνοια, 

ϋ. Η διαταραχή τόσος της κυτταρικής όσο και της χυμικής ανοσίας, λόγω της προαναφερθεί- 

σας ανοσοπάρεσης έχει ως αποτέλεσμα ευπάθεια σε μικροβιακές και ιογενείς λοιμώξεις, 

iii, iv. Τα οστικά άλγη απαντώνται στα 3Α των ασθενών. Οστεολυτικές βλάβες (Εικόνα 4.2) 

και συμπιεστικά κατάγματα μπορεί να παρατηρηθούν στη σπονδυλική στήλη και στα μακρά 

οστά. Στους ασθενείς με ΠΜ υπάρχει αυξημένη οστεοκλαστική δραστηριότητα που οφείλεται 

σε παράγοντες που ενεργοποιούν τους οστεοκλάστες και αυτό οδηγεί στην εμφάνιση της υ- 

περασβεστιαιμίας.
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Εικόνα 4.2. Απλές ακτινογραφίες με χαρακτηριστικές οστεολύσεις σε ασθενή με ΠΜ

ν. Η νεφρική ανεπάρκεια είναι πολυπαραγοντική αλλά οφείλεται κυρίως στην εναπόθεση ε

λαφρών αλύσων (Bence Jones πρωτεΐνη) στα σωληνάρια. Άλλα αίτια είναι η υπερουριχαιμία, 

η υπερασβεστιαιμία, η διήθηση από πλασματοκύτταρα, η εναπόθεση αμυλοειδούς, οι συχνές 

ουρολοιμώξεις και η χρήση μη στεροειδών αντιφλεγμονωδών παραγόντων για αναλγησία, 

νί. Οι νευρολογικές διαταραχές είναι συχνές στη πορεία της νόσου και μπορεί να οφείλονται 

σε πίεση του νωτιαίου σωλήνα από μάζα (πλασματοκύττωμα) που εκδηλώνεται ως οσφυαλ

γία, ισχιαλγία ή μυϊκή αδυναμία ή σε απομυελινωτική νευροπάθεια (παρανεοπλασματική εκ

δήλωση της παραπρωτεΐνης) (169).

4 .2 .6  Δ ιάγνω ση

Η ΠΟΥ, σε πρόσφατη ταξινόμηση των νεοπλασιών του αιμοποιητικού και λεμφικού ιστού, 

έχει ορίσει μείζονα και ελάσσονα κριτήρια για τη διάγνωση του ΠΜ καθώς και κριτήρια για 

τον ορισμό των διαφόρων κλινικών παραλλαγών της νόσου (159).

Για τη διάγνωση της νόσου απαιτείται να πληρούνται ένα μείζον και ένα έλασσον κριτήριο ή 
»

τρία ελάσσονα κριτήρια στα οποία πρέπει να περιλαμβάνονται το πρώτο και το δεύτερο κρι

τήριο. Τα κριτήρια αυτά θα πρέπει να εκδηλώνονται σε ένα συμπτωματικό ασθενή με προο

δευτική νόσο.

Τα μείζονα  κ ρ ιτή ρ ια  είναι:

• πλασματοκύτταρα στο μυελό >30%
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• πλασματοκύττωμα σε βιοψία

• μονοκλωνική πρωτεΐνη :

ο στον ορό IgG> 3,5 g/dl ή IgA>2 g/dl 

ο στα ούρα > 1 g/24a)po πρωτεΐνης Bence Jones 

Τα ελά σ σ ο να  κρ ιτήρ ια  είναι:

• πλασματοκύτταρα στο μυελό 10-30%

• μονοκλωνική πρωτεΐνη σε μικρότερη συγκέντρωση (από αυτή που αναγράφεται πα

ραπάνω)

• οστεολύσεις

• μείωση των φυσιολογικών ανοσοσφαιρινών <50% του φυσιολογικού (IgG <600 

mg/dl, IgA < 100 mg/dl, IgM< 50 mg/dl)

•

Ο πιο συχνός τύπος μονοκλωνικής πρωτεΐνης είναι η IgG, και ακολουθούν σε συχνότητα η 

IgA, IgD ενώ εξαιρετικά σπάνια είναι η IgE. To IgA μυέλωμα σχετίζεται περισσότερο με οστι- 

κή νόσο ενώ το IgD με πλασματοκυτταρική λευχαιμία και νεφρική νόσο. Σε ορισμένες περι

πτώσεις η νόσος εμφανίζεται de novo ενώ σε άλλες προϋπάρχει μονοκλω νική  γαμ μ α πά- 

θεια  α δ ιευ κ ρ ίν ισ τη ς  σ η μ α σ ία ς  (ΜΓΑΣ, MGUS: monoclonal gammopathy of

undetermined significance). Σε μία μελέτη από τη Mayo Clinic, το 58% των ασθενών με ΠΜ 

είχε προηγουμένως ΜΓΑΣ ή πλασματοκύττωμα (170).

Ε ξ ' ορισμού ασθενείς με ΜΓΑΣ είναι ασυμπτωματικοί και έχουν σταθερά επίπεδα παραπρω- 

τεΐνης. Οι ασθενείς αυτοί εξ' ορισμού έχουν λιγότερο από 10% διήθηση του μυελού των ο

στών από πλασματοκύτταρα, μονοκλωνική πρωτεΐνη IgG< 3,5 g/dl και IgA<2 g/dl και πρω

τεΐνη bence jones στα ούρα < lg/24copo, απουσία οστεολύσεων και απουσία ιστικής βλάβης 

ή οργανικής ανεπάρκειας που να σχετίζεται με το ΠΜ. Η οντότητα αυτή είναι πολύ πιο συχνή 

από το ΠΜ και εμφανίζεται το 1% του πληθυσμού με ηλικία>50 έτη και στο 3% με ηλικί- 

α>70 έτη (171). Οι ασθενείς αυτοί μπορεί να βρίσκονται μόνο σε παρακολούθηση και δε 

χρειάζονται χημειοθεραπεία. Κατά τη διάρκεια μακροχρόνιας παρακολούθησης το 25% των 

ασθενών με ΜΓΑΣ θα εμφανίσουν ΠΜ, ή λέμφωμα ή πρωτοπαθή αμυλοείδωση ή MW, ή ΧΛΛ 

ή πλασματοκύττωμα με ρυθμό 1% ανά έτος (172). Η μετάβαση από το στάδιο ΜΓΑΣ στο ΠΜ 

δεν προϋποθέτει τη μετάβαση από το στάδιο του λανθάνοντος μυελώματος.

Οι ασθενείς με εν ερ γ ό  ΠΜ (Πίνακας 4.2) εμφανίζουν διήθηση του μυελού των οστών από 

πλασματοκύτταρα σε ποσοστό >10%, μονοκλωνική πρωτεΐνη ορού >3,5 g/dl για την IgG, και
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> 2 g/dl για την IgA, οστική νόσο, αναιμία, ανοσοκαταστολή και νεφρική ανεπάρκεια, ενώ 

ορισμένοι ασθενείς μπορεί να εμφανίσουν νόσο σε εξωμυελικές θέσεις, όπως το δέρμα, το 

ήπαρ, το σπλήνα, τους λεμφαδένες και πλασματοκύτταρα στο πλευριτικό υγρό και περιφερι

κό αίμα.

4 .2 .7  Υ ποκατη γορ ίες Π Μ 
*

Το μη εκκρ ιτικό  μ υέλω μ α  είναι μία σπάνια μορφή της νόσου, όπου τα πλασματοκύτταρα 

παράγουν, αλλά δεν εκκρίνουν παθολογική πρωτεΐνη, η οποία όμως μπορεί να ανιχνευθεί μέ

σα στα πλασματοκύτταρα με ανοσοϊστοχημεία ή ανοσοφθορισμό. Η κλινική πορεία δε διαφέ

ρει από αυτήν της κλασσικής νόσου, εκτός του ότι η νεφρική προσβολή είναι πιο σπάνια. Η 

παρακολούθηση των ασθενών αυτών και η απόκριση στη θεραπεία είναι πιο δυσχερής αφού 

απαιτείται η διενέργεια οστεομυελικής βιοψίας για την εκτίμηση του ποσοστού των πλασμα- 

τοκυττάρων.

Το έρ π ο ν  μ υέλω μα (smoldering myeloma, 2% του ΠΜ) χαρακτηρίζεται από επίπεδα μονο- 

κλωνικής πρωτεΐνης όπως αυτά των μείζονων κριτηρίων (IgG> 3,5 g/dl ή IgA>2 g/dl), διή

θηση του μυελού των οστών από πλασματοκύτταρα σε ποσοστό >10% αλλά < 30% και κα

μία από τις άλλες επιπλοκές του μυελώματος (173)(Πίνακας 4.2).

Το ήπιο  μ υέλω μ α  (indolent myeloma) χαρακτηρίζεται από μονοκλωνική πρωτεΐνη στον ορό 

IgG< 7 g/dl, IgA< 5 g/dl, οστεολύσεις<3 και χωρίς συμπιεστικά κατάγματα, φυσιολογική συ

γκέντρωση αιμοσφαιρίνης, ασβεστίου και κρεατινίνης ορού και απουσία λοιμώξεων. Τελευ

ταία υπάρχει η τάση το έρπον και το ήπιο μυέλωμα να χαρακτηρίζονται ως α σ υ μ π τω μ α τ ικ ό  

μυέλω μα, αφού οι ασθενείς δεν εμφανίζουν συμπτώματα από τη νόσο και ουσιαστικά χρή- 

ζουν μόνο παρακολούθησης και δε χρειάζεται να χορηγηθεί θεραπεία.

Η εξωμυελική εμφάνιση του ΠΜ με συμμετοχή του περιφερικού αίματος ονομάζεται πλα-

σ μ α το κ υ ττα ρ ικ ή  λευχα ιμ ία . Μπορεί να εμφανιστεί de novo ή στα πλαίσια προόδου νόσου 
»

σε ασθενή με πολλαπλό μυέλωμα. Χαρακτηρίζεται από την εμφάνιση πλασματοκυττάρων στο 

περιφερικό αίμα σε ποσοστό 20% ή >2000/μΙ- σε απόλυτο αριθμό. Η νόσος είναι επιθετική 

με συχνές επιπλοκές και πτωχή πρόγνωση.

Π ίνακας 4 .2  Τ αξινόμηση  Α σ θενώ ν με ΜΓΑΣ και ΠΜ

Ταξινόμηση Χαρακτηριστικό Αντιμετώπιση
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• Παραπρωτεΐνη <3 g/dl και Παρακολούθηση

• Διήθηση μυελού των οστών από 

πλασματοκύτταρα <10%

• Απουσία άλλου Β- 

λεμφουπερπλαστικού νοσήματος

• Μη σχετιζόμενη με το ΠΜ οργα

νική ανεπάρκεια *

Παραπρωτεΐνη >3 g/dl Γ\/και Παρακολούθηση, έ-

Διήθηση μυελού των οστών από ναρξη θεραπείας με 

πλασματοκύτταρα >10% πρόοδο νόσου

Μη σχετιζόμενη με το ΠΜ ιστική 

βλάβη ή οργανική ανεπάρκεια *

Συμπτωματικό μυέλωμα · Παραπρωτεΐνη σε ορό ή/και ούρα Άμεση έναρξη αγωγής

• Διήθηση μυελού των οστών από Διφωσφονικά 

πλασματοκύτταρα ή πλασματο-

κύττωμα

• Σχετιζόμενη με το Π Μ ιστική 

βλάβη ή οργανική ανεπάρκεια

Ασυμπτωματικο ή Λανθά- · 

νον Μυέλωμα ·

Μονοκλωνικη Γαμμαπάθεια 

Αδιευκρίνιστης Σημασίας 

(ΜΓΑΣ)

^Σχετιζόμενη με το πολλαπλό μυέλωμα ιστική βλάβη ή οργανική.,ανεπάρκεια είναι η υπερασβεστιαιμία, 
η νεφρική ανεπάρκεια, η αναιμία και η οστική νόσος.

4 .2 .8  Κλινική σ τα δ ιο π ο ίη σ η

Για τη σταδιοποίηση των ασθενών με πολλαπλό μυέλωμα χρησιμοποιείται μέχρι και σήμερα 

το σύστημα των D urie και S a lm o n  (Πίνακας 4.3), το οποίο προτάθηκε για πρώτη φορά το 

1975 (174), και λαμβάνει υπόψη τις κύριες κλινικές παραμέτρους σε σχέση με τη συνολική 

μάζα των πλασματοκυττάρων. Ένα εναλλακτικό σύστημα σταδιοποίησης είναι το Διεθνές Σύ

στημα Σταδιοποίησης (ISS , In te rn a tio n a l  S ta g in g  S y stem ), το οποίο εστιάζει κυρίως στις 

τιμές της β2-μικροσφαιρίνης (β2Μ) και της αλβουμίνης (Πίνακας 4.4). Τόσο η αλβουμίνη όσο 

και η β2Μ αποτελούν προϊόντα των πλασματοκυττάρων και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 

δείκτες προόδου της νόσου. Η αλβουμίνη του ορού είναι ένας έμμεσος δείκτης της IL-6, της 

ηπατικής βιολογίας και της θρέψης του ασθενούς. Χαμηλά επίπεδα αλβουμίνης σχετίζονται 

τόσο με ταχεία πρόοδο του μυελώματος όσο και με τη γενικότερη κατάσταση του ασθενούς 

(performance status) (175).
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4 .2 .9  Π ρόγνω ση  και π ρ ο γνω σ τικο ί π α ρ ά γ ο ν τε ς  σ ε  α σ θ εν ε ίς  μ ε  ΠΜ

Το ΠΜ είναι μία ανίατη ασθένεια, με μέση επιβίωση 3 ετών και ΙΟετή επιβίωση της τάξης του 

10%. Σύμφωνα με την ταξινόμηση κατά Durie και Salmon, ασθενείς σταδίου I έχουν μέση 

επιβίωση > 60 μήνες, σταδίου ΟΙΗ έχουν μέση επιβίωση 41 μηνών και σταδίου III 23 μηνών. 

Ασθενείς με φυσιολογική νεφρική λειτουργία έχουν μία διάμεση επιβίωση 37 μηνών, έναντι 8 

μηνώ\4 για ασθενείς με νεφρική ανεπάρκεια (174). Αλλοι προγνωστικοί παράγοντες είναι η 

αιμοσφαιρίνη, η τιμή ασβεστίου του ορού, η τιμή αλβουμίνης του ορού, η τιμή της γαλακτι

κής δευδρογενάσης του ορού (LDH), οι λυτικές εστίες, το ποσό της ανοσοσφαιρίνης και η 

τιμή της β2Μ. Η εκτίμηση του ποσού διήθησης του μυελού από πλασματοκύτταρα σε οστεο- 

μυελική βιοψία έχει επίσης προγνωστική αξία. Η πλασμαβλαστική μορφολογία και η ανίχνευ-
- κ

ση του δείκτη πολλαπλασιασμού Κΐ-67 σχετίζεται επίσης με πτωχότερη πρόγνωση. Γενετικές 

ανωμαλίες που σχετίζονται με δυσμενή πρόγνωση είναι η έλλειψη 13q, που ανευρίσκεται στο 

50% των ασθενών και μετάθεση t(4;14) που σχετίζεται με πτωχότερη απόκριση των ασθε

νών που λαμβάνουν μεγαθεραπεία και αυτόλογη μεταμόσχευση περιφερικών αρχέγονων αι- 

μοποιητικών κυττάρων (30).
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Πίνακας 4.3 Σταδιοποίηση κατά Durie-Salmon

Κριτήρια Μάζα πλασματοκυττάρων

(κύτταρα χ  ΙΟ12/  m2) 

Στάδιο I (χαμηλή μάζα πλασματοκυπάρων)

Όλα τα ακόλουθα < 0,6

• Hb > 10 g/dl

• Ca++ ορού φυσιολογικό ή < 12 mg/dl

• Χωρίς οστεολύσεις ή μονήρες πλασματοκύττωμα

• Χαμηλή τιμή παραπρωτεΐνης

(IgG<5 g/dl, IgA<3 g/dl, Bence jones πρωτεΐνη ούρων<4 

9/24 h)

Στάδιο I I  (ενδιάμεση μάζα πλασματοκυττάρων)

Μη ταξινόμηση σε στάδιο I ή στάδιο III 0,6-1,2

Στάδιο I I I  (υψηλή μάζα πλασματοκυπάρων)

Ένα ή περισσότερα από τα ακόλουθα >1,2

• Hb < 8,5 g/dl

• Ca++ ορού > 12 mg/dl

• Βαριά οστική νόσος

• Υψηλή τιμή παραπρωτεΐνης (IgG > 7 g/dl, IgA > 3 

g/dl, Bence jones πρωτεΐνη ούρων >12 g/24 h )

Υποκατηγορίες (A ή B)

A: Σχετικά φυσιολογική νεφρική λειτουργία (Κρεατινίνη ορού < 2mg/dl)

Β: Έκπτωση νεφρικής λειτουργίας (Κρεατινίνη ορού > 2mg/dl)

Πίνακας 4 .4  Διεθνές Σύστημα σταδιοποίησης (ISS, International Staging System)

Στάδιο Κριτήρια

I β2Μ< 3,5 mg/dl και αλβουμίνη > 3,5 g/dl

II β2Μ< 3,5 mg/dl και αλβουμίνη < 3,5 g/dl ή β2 3,5 -5  mg/dl

III β2Μ> 3,5 mg/dl

β2Μ= β2 μικροσφαιρϊνη
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4 .3  Μ ακροσφαιριναιμ ία  το υ  W ald en s tro m  (MW)

To 1944, o Jan Waldenstrom περιέγραψε 2 άρρενες ασθενείς που παρουσίαζαν εύκολη κό

πωση, αιμορραγική διάθεση από τα ούλα και το ρινικό βλεννογόνο, λεμφαδενοπάθεια, επιδει- 

νούμενη ορθόχρωμη αναιμία και χαμηλά επίπεδα ινωδογόνου, παρά την αυξημένη ταχύτητα 

καθίζησης ερυθρών (ΤΚΕ) και εξαιρετικά αυξημένο ιξώδες ορού λόγω μιας παθολογικής μα

κροσφαιρίνης περίπου 1.000.000 kDa (176). Οι ασθενείς αυτοί δεν είχαν λυτικές βλάβες σε 

απλές ακτινογραφίες, αλλά ούτε και άλλα τυπικά ευρήματα ΠΜ κατά τη νεκροτομή. Αυτό το 

σύνδρομο, που τώρα ονομάζεται μακροσφαιριναιμία του Waldenstrom (MW) είναι η εκδήλω

ση μίας νεοπλασματικής νόσου ενός κλώνου Β-λεμφοκυττάρων που παράγουν IgM ανοσο-
■ ν

σφαιρίνη. Η MW είναι μία σπάνια νόσος που αποτελεί περίπου το 6% όλων των λεμφοϋπερ- 

πλαστικών διαταραχών. Έχει μόνο το 1/6 του εκτιμώμενου επιπολασμού του ΠΜ (177).

4 .3 .1  Π αθογένεια

Τα νεοπλασματικά κύτταρα στη MW προέρχονται από Β λεμφοκύτταρα που έχουν διαφορο

ποιηθεί μέσω του βλαστικού κέντρου αλλά ακόμα δεν έχουν υποστεί την αναδιάταξη της αλ

λαγής του ισοτύπου της ανοσοσφαιρίνης (immunoglobulin isotype switch recombination) 

(178). Οι ανοσοσφαιρίνες που παράγονται από αυτά τα κύτταρα είναι της τάξης IgM και από 

ποικίλες περιοχές (variable regions) που έχουν υποστεί σωματική μετάλλαξη. Στην ανοσο- 

σφαιρίνη IgM που παράγεται από αυτά τα κύτταρα οφείλεται το μεγαλύτερο μέρος της θνη

τότητας της νόσου. Το ιξώδες του αίματος αυξάνεται όταν αυξάνεται η ποσότητα της παρα- 

πρωτεΐνης IgM στον ορό. Τα υψηλά επίπεδα ιξώδους επηρεάζουν τη λειτουργικότητα των 

αιμοπεταλίων και διαταράσσουν τη ροή του αίματος, μειώνοντας την απόδοση οξυγόνου 

στους ιστούς μέσω της μικροκυκλοφορίας. Αυτό μπορεί να οδηγήσει στο σύνδρομο υπερ- 

γλοιότητας.

4 .3 .2  Κλινική Εικόνα
%

Οι ασθενείς με MW ευρίσκονται κυρίως στην 6η ή 7η δεκαετία της ζωής, με διάμεση ηλικία 

κατά τη διάγνωση τα 63 έτη. Αν και περιστασιακά νέοι ασθενείς μπορεί να εμφανίσουν MW, 

μόνο το 3% των ασθενών είναι νεώτεροι των 40 ετών. Η νόσος είναι πιο συχνή στους Ευρώ-
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παίους από ότι στους Αφρικανούς και πιο συχνή στους άνδρες από ότι στις γυναίκες 

(178,179).

Οι ασθενείς πιο συχνά εμφανίζουν συμπτώματα κόπωσης, αδυναμίας και απώλειας βάρους. 

Επίσης συχνά είναι τα επεισόδια ουλορραγίας και ρινικής επίσταξης ενώ μερικοί ασθενείς 

μπορεί να παρουσιάσουν σημεία και συμπτώματα του συνδρόμου υπεργλοιότητας. Η κεφα

λαλγία είναι ένα πρόδρομο σύμπτωμα του συνδρόμου, πιθανά λόγω έκπτυξης του όγκου του 

πλάσματος και αυξημένης ενδοκράνιας πίεσης. Οι ασθενείς μπορεί να εμφανίσουν διαταραχές 

όρασης, ενώ μπορεί επίσης να παρατηρηθούν αταξία, νυσταγμός, σύγχυση και αλλαγές στο 

επίπεδο συνείδησης μέχρι και κώμα. Σε ασθενείς με εγκεφαλικό επεισόδιο και άνοια λόγω 

υπεργλοιότητας, έχει παρατηρηθεί βελτίωση της κλινικής εικόνας μετά από πλασμαφαίρεση. 

Λόγω της αναιμίας και του αυξημένου ιξώδους του αίματος μπορεί να παρατηρηθούν σημεία 

συμφορητικής καρδιακής ανεπάρκειας (180).

Τα πιο συχνά ευρήματα από τη φυσική εξέταση είναι η λεμφαδενοπάθεια και η ηπατοσπλη- 

νομεγαλία. Οι φυσικές ιδιότητες της παραπρωτεΐνης igM  μπορεί επίσης να οδηγήσουν σε συ

μπτώματα, όπως νόσο από ανοσοσυμπλέγματα με την IgG η οποία μπορεί να έχει δράση 

ρευματοειδούς παράγοντα και να δημιουργήσει ανοσοσυμπλέγματα με την IgG, ειδικά σε χα

μηλές θερμοκρασίες και ενεργοποιώντας το συμπλήρωμα να οδηγήσει σε ιστική καταστροφή. 

Σύνδεση της παραπρωτεΐνης με αυτοαντιγόνα μυών μπορεί να οδηγήσει σε μυοπάθεια, ενώ 

σύνδεση με τα ερυθρά αιμοσφαίρια μπορεί να οδηγήσει σε αυτοάνοση αιμολυτική αναιμία 

(181).

4 .2 .3  Κλινική π ο ρ εία  και π ρ ό γνω σ η

Η WM είναι μία ήπια νόσος που μπορεί να εξελίσσεται με την πάροδο των ετών. Σε μία πρό

σφατη μετα-ανάλυση η διάμεση επιβίωση από τη στιγμή της διάγνωσης ήταν 106 μήνες. Ω

στόσο, η κλινική πορεία μπορεί να ποικίλει. Χαρακτηριστικά που σχετίζονται με δυσμενή πρό

γνωση είναι τιμή αιμοσφαιρίνης < 10 g/dl, ηλικία > 65 ετών, απώλεια βάρους και κρυοσφαι- 

ριναιμία. Ασθενείς με χειρότερη πρόγνωση έχουν συνήθως 2 ή περισσότερα από τα παραπά

νω χαρακτηριστικά ή οποιοδήποτε από τα ακόλουθα: θρομβοπενία, σπληνομεγαλία, λεμφα- 

δενοπάθεια, λεμφοπλασματοκυτταρική διήθηση μυελού των οστών > 50% και/ή αυξημένα 

επίπεδα μονοκλωνική πρωτεΐνης ορού. Αυξημένα επίπεδα β2Μ και χαμηλά επίπεδα αλβουμίνης 

ορού σχετίζονται επίσης με δυσμενή πρόγνωση (177).
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Η υπεργλοιότητα, η αναιμία, η αιμορραγία, η θρόμβωση και οι λοιμώξεις αποτελούν παράγο

ντες που σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο θανάτου. Σε ορισμένες περιπτώσεις η νόσος μπο

ρεί να μεταπέσει σε λέμφωμα με χαρακτήρες παρόμοιους με τη μετάπτωση της χρόνιας λεμ- 

φογενούς λευχαιμίας σε λέμφωμα Richter (179).
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5. Δ ιατα ρα χές τω ν  κυκλ ινώ ν σ το  ΠΜ

5.1 Μ οριακή Π αθογένεια  ΠΜ

5.1 .1  Μ εταθέσεις α ν ο σ ο σ φ α ιρ ίν η ς  Ig  σ το  ΠΜ

Το ΠΜ όπως έχει ήδη αναφερθεί είναι μία κακοήθεια τελικώς διαφοροποιημένων πλασματο- 

κυττά(5ων με χαμηλό δείκτη πολλαπλασιασμού που συνθέτουν μονοκλωνική παραπρωτεΐνη. 

Τα κακοήθη κύτταρα είναι μετά του βλαστικού κέντρου και έχουν υποστεί αναδιάταξη των 

αλληλουχιών VDJ των γονιδίων της βαριάς αλυσίδας (IgH), αλλαγή της τάξης και σωματική 

υπερμετάλλαξη (Εικόνα 1.2) (182). Σε πολλούς όγκους Β-κυτταρικής αρχής, συμπεριλαμβα

νομένου και τρυ ΠΜ, παρουσιάζονται χρωμοσωμικές μεταθέσεις λόγω λαθών που συμβαίνουν 

κατά την αναδιάταξη VDJ (183). Οι επιπτώσεις αυτών των μεταθέσεων είναι διαταραχή στην 

έκφραση ενός ογκογονιδίου το οποίο βρίσκεται δίπλα σε ένα ισχυρό Ig ενισχυτή (Εικόνα 5.1).

Χρωμόσωμα 14q32

τελομερίδιο Κεντρομερίδιο

t  I
Χρωμόσωμα 11ς13

τελομερίδιο
Κεντρομερίδιο

CCND1
M TC  (360 k b ) -----------> __________

-------------------------------------  MYEOV

ί

Εικόνα 5. 1 Σχηματική απεικόνιση τω ν χρωμοσωμάτων 11 και 14 και τω ν ση
μείων σπασίματος (breakpoints) στο ΠΜ. Ο επίτοπος IgH στο χρωμόσωμα 14q32 

‘ περιέχει 3 διαφορετικούς ενισχυτές (κλειστοί κύκλοι, 5 ’ Εμ, 3*Εα1 και3*Εα2). Στα μυε- 
λωμστικά κύτταρα τα σπασίματα (έντονα βέλη) που συμβαίνουν φέρνουν το γονίδιο της 

, κυκλινης D1 (CCDN1) δίπλα στους ενισχυτές 3Έα1 ή/και 3*Εα2. Περιστασιακά, σπασί
ματα συμβαίνουν στην περιοχή VDJ. Σε αυτή την περίπτωση το γονίδιο της κυκλινης D1 
βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του ενισχυτή 5 ' Εμ. To MYEOV γονίδιο έχει αναγνωριστεί 
ως ογκογονίδιο στον καρκίνο του στομάχου, αλλά υπερέκφρασή του δεν έχει βρεθεί στο 
ΠΜ✓

Θ επιπολσσμός αυτών των IgH μεταθέσεων ποικίλλει με το στάδιο της νόσου: 50% στην 

ΜΓΑΣ ή το έρπον μυέλωμα, 55 με 73% στο ενδομυελικό μυέλωμα, 85% στην πρωτοπαθή
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πλασματοκυτταρική λευχαιμία και πάνω από 90% σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές ΠΜ (184- 

186). Υπάρχουν 5 ογκογονίδια που εμπλέκονται πιο συχνά στις μεταθέσεις της IgH στην 

ΜΓΑΣ και το ΠΜ: 4ρ16 (MMSET και συνήθως FGFR3), 6ρ21 (CCN D3)f l l q l 3 ,  (CCN D1), 

16q23 (c-MAF), και 2 0 q l l  (MAFB) (187-190). Ο επιπολασμός και των πέντε αυτών μεταθέ

σεων της IgH είναι 40% στο ΠΜ. Αναλυτικότερα είναι 15% για την 4ρ16, 3% για την 6ρ21, 

15% για την l l q l 3 ,  5% για την 16q23 και 2% για την 2 0 q ll.  Ο εμφανώς χαμηλότερος επι- 

πολασμός των μεταθέσεων 4ρ16 και 16q23 στην ΜΓΑΣ υποδηλώνει ότι οι μεταθέσεις αυτές 

μπορεί να ευθύνονται για την de novo ανάπτυξη του ΠΜ και/ή ότι σχετίζονται με τη μετά

πτωση από ΜΓΑΣ σε ΠΜ.

5 .1 .2 . Υ περδ ιπ λοειδ ικ ο ί και Μ η -υπερδ ιπλοειδ ικο ί όγκο ι ΠΜ

Όλοι οι όγκοι ΠΜ και ΜΓΑΣ έχουν αριθμητικές ή/και δομικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες (182). 

Αν και κανένα γονίδιο δεν έχει ταυτοποιηθεί, η απώλεια του χρωμοσώματος 13, του 13q και 

του 13q l4 , που συμβαίνουν στο 60% των ΠΜ και περίπου στο 50% των ΜΓΑΣ, ήταν από τις 

πρώτες χρωμοσωμικές ανωμαλίες που σχετίστηκαν με δυσμενή πρόγνωση (191,192). Σχεδόν 

οι μισοί όγκοι ΠΜ είναι υπερδιπλοειδικοί (48-75 χρωμοσώματα) και συχνά έχουν πολλαπλές 

τρισωμίες που συμπεριλαμβάνουν ένα από τα οκτώ μονά χρωμοσώματα (3, 5, 7, 9, 11, 15, 

19, 21). Οι μη-υπερδιπλοειδικοί όγκοι (<48 ή >75 χρωμοσώματα), που μπορεί να είναι υπο- 

διπλοειδικοί, ψευδοδιπλοειδικοί ή υποτετραδιπλοειδικοί, έχουν αναφερθεί ότι έχουν πτωχότε

ρη πρόγνωση από τους διπλοειδικούς όγκους (193). Πιο πρόσφατα, αναφέρθηκε ότι τουλάχι

στον τρεις από τις πέντε πιο συχνές IgH μεταθέσεις συμβαίνουν πιο συχνά σε μη υπερδιπλο- 

ειδικούς όγκους (194).

5 .1 .3  Κ υκλίνες τύ π ο υ  D σ το  ΠΜ

Τα μυελωματικά κύτταρα στην ΜΓΑΣ και το ΠΜ μοιάζουν με τα φυσιολογικά, μη πολλαπλασι- 

αζόμενα πλασματοκύτταρα περισσότερο από ότι με τους φυσιολογικούς, αλλά πολλαπλασια- 

ζόμενους πλασμαβλάστες, από τους οποίους περισσότερο από το 30% μπορεί να βρίσκεται 

στη φάση S. Είναι αξιοσημείωτο όμως, ότι παρά το χαμηλό δείκτη πολλαπλασιασμού, τα επί

πεδα του mRNA της κυκλίνης D l,  D2 και D3 είναι υψηλά σε όλα τα ΠΜ και ΜΓΑΣ, σε σχέση 

με τα επίπεδα του mRNA της κυκλίνης D2 που εκφράζεται σε φυσιολογικούς, πολλαπλασια- 

ζόμενους πλασμαβλάστες (195). Επίσης, περίπου το 40% των ΜΓΑΣ και ΠΜ δεν παρουσιά

ζουν τη μετάθεση t ( l l;1 4 ) ,  αλλά είναι υπερδιπλοειδικοί και εκφράζουν την κυκλίνη D1, ενώ
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τα φυσιολογικά πλασματοκύτταρα του μυελού των οστών δεν εκφράζουν ανιχνεύσιμη κυκλί- 

νη D1. Οι υπόλοιποι όγκοι ΠΜ, συμπεριλαμβανομένων και αυτών με τη μετάθεση t(4; 14), 

παρουσιάζουν έκφραση της κυκλίνης D2 σε σχέση με τα φυσιολογικά πλασματοκύτταρα του 

μυελού των οστών.

Σε πολλές εργασίες διαπιστώθηκε ότι ουσιαστικά όλοι οι όγκοι ΜΓΑΣ και ΠΜ έχουν διαταραχή 

στην έκφραση τουλάχιστον μιας από τις κυκλίνες D l,  D2 ή D3. Η διαταραχή σε μία από τις 

κυκλίνες τύπου D καθιστά το κύτταρο πιο ευαίσθητο σε ερεθίσματα αύξησης του πολλαπλα

σιασμού και έτσι διατυπώθηκε η πρόταση ότι είναι ένα π ρ ώ ιμ ο  εν ο π ο ιη τ ικ ό  ο γ κ ο γ ενετ ι-  

κό γ εγ ο ν ό ς  στο ΠΜ (195).

Συνδυάζοντας όλα τα παραπάνω ευρήματα, έχουν προταθεί δύο μονοπάτια για την παθογέ- 

νεια του ΠΜ: ένα μη υπερδιπλοειδικό μονοπάτι, που συνήθως περιλαμβάνει μία από τις πέντε 

πιο συχνά εμφανιζόμενες μεταθέσεις της IgH ως πρώιμο γεγονός, και το υπερδιπλοειδικό μο

νοπάτι που σχετίζεται με μία από τις πολλές τρισωμίες των οκτώ μονών χρωμοσωμάτων, μέ

σω ενός μηχανισμού που ακόμα δεν έχει καθοριστεί (182,194).

Όπως προαναφέρθηκε, διαταραχή σε ένα γονίδιο κυκλίνης, μερικές φορές ως αποτέλεσμα 

μετάθεσης της IgH ή άλλου άγνωστου μέχρι στιγμής μηχανισμού, φαίνεται να είναι ένα πρώ

ιμο γεγονός. Η διαταραχή της ρύθμισης των κυκλινών D μπορεί να καθιστά τα κύτταρα πιο 

ευπαθή σε εξωτερικά αυξητικά ερεθίσματα, που οδηγεί στην επιλεκτική εξάπλωσή τους, ως 

αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης των στρωματικών κυττάρων του μυελού των οστών που 

παράγουν IL-6 και άλλες κυτταροκίνες.

5 .1 .4  Τ αξινόμηση  βάσει τω ν  μ ετα θ έσ εω ν  και τ η ς  έκ φ ρ α σ η ς  τ ω ν  κ υ κ λ ινώ ν  D σ το  

ΠΜ

Αναλύοντας τα στοιχεία του προφίλ της γονιδιακής έκφρασης από 2 διαφορετικό εργαστήρια 

οι Bergsagel και Kuehl (196) δημοσίευσαν για πρώτη φορά το 2003 νέα ταξινόμηση για υπό- 

τυπους ΠΜ (TC ταξινόμηση, όπως αυτή φαίνεται στον Πίνακα 5.2) nou βασίζεται τόσο στην 

παρουσία μετάθεσης (Τ: traslocation) όσο και στον τύπο της κυκλίνης (Cyclin) που εκφράζε

ται. Δύο χρόνια αργότερα, και μετά από νέα ευρήματα οι ίδιοι ερευνητές (41) αναθεώρησαν 

τΤ|ν ταξινόμηση και πρότειναν μια καινούρια που συμπεριλάμβανε 8 υποομάδες, πάντα όμως 

βάσει της έκφρασης των κυκλινών D l,  D2 και D3 και των πέντε πιο συχνά εμφανιζόμενων

51
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μεταθέσεων: l lq 2 3  (CCN D l) , 6p21 (CCN D3), 4 p l6  (MMSET, FGFR3), 16q23 (maf), και 

2 0 q l l  (MAFB) (Πίνακας 5.1).

Πίνακας 5.1 TC ταξινόμηση ασθενών με Π Μ

Ομάδα Μετά

θεση

Γονίδιο

που

ενεργό-

D Κυ

κλίνη

Πλοειδία Συχνότητα

(% )

Πρόγνωση

ποιείται

6ρ21 6ρ21 CCND3 D3 ΝΗ 3 καλή;

llq 23 l lq l3 CCND1 D l D, ΝΗ 16 καλή

D1 Καμία Κανένα D l Η 34 καλή

D1+D2 Καμία Κανένα D l &D2 Η 6 πτωχή;

D2 Καμία Κανένα D2 Η, ΝΗ 17 /

Κανένα Καμία Κανένα Καμία ΝΗ 2 καλή;

4ρ16 4ρ16 FGFR3/M

MSET

D2 ΝΗ>Η 15 πτωχή

maf 16q23

2 0 q ll

c-maf

mafB

D2 ΝΗ 5

2

πτωχή

Η: υπερδιπλοειδικοί όγκοι, ΝΗ: μη-υπερδιπλοειδικοΐ όγκοι

Οι ομάδες l l q l 3  (16%) και 6ρ21 (3%) εκφράζουν υψηλά επίπεδα κυκλίνης D1 και D3 ως 

αποτέλεσμα IgH μετάθεσης. Οι όγκοι της ομάδας D1 (34%) εκφράζουν χαμηλά ή μέτρια επί

πεδα κυκλίνης D1 παρά την απουσία μετάθεσης ί:(11;14),ενώ στην ομάδα D1+D2 εκφράζεται 

επιπλέον και η D2. Στην ομάδα D2 συμπεριλαμβάνονται ΠΜ που δεν εμπίπτουν σε καμία από 

τ ις άλλες κατηγορίες αλλά εκφράζουν κυκλίνη D2. Στην κατηγορία «καμία», καμία από τις 

κυκλίνες D δεν εκφράζεται. Τα ΠΜ με 4ρ16 (15%) εκφράζουν υψηλά επίπεδα κυκλίνης D2 

και MMSET ως αποτέλεσμα της μετάθεση t ( l l;1 4 ) .  Τα ΠΜ maf (7%) εκφράζουν υψηλά επί

πεδα κυκλίνης D2 και επίσης c-maf ή mafB.

Εκτός από το ότι οι ομάδες της TC ταξινόμησης μοιράζονται κοινό γονιδιακό προφίλ έκφρα

σης, κάθε μία από αυτές σχετίζεται και με συγκεκριμένες βιολογικές και κλινικές παραμέτρους 

(195). Για παράδειγμα, η ομάδα TC D1 δε συμπεριλαμβάνει καθόλου όγκους πλασματοκυττα- 

ρικής λευχαιμίας ή κυτταρικών σειρών ΠΜ, υποδηλώνοντας ότι οι όγκοι αυτοί έχουν μια ι

σχυρή εξάρτηση από την αλληλεπίδρασή τους με τα κύτταρα του στρώματος του μυελού. 

Επιπλέον, πιο αυξημένος επιπολασμός οστικής νόσου (περίπου 90%) ανευρίσκεται στις ομά-
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δες TC_6p21, TC l lq 2 3 ,  TC D1 και TC D1+D2, και χαμηλότερος (περίπου 55%) στις ομάδες 

TC 4ρ16 και TC maf (197,198).

Φαίνεται λοιπόν, ότι και το ΠΜ όπως και η οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία συμπεριλαμβάνει 

πολλές νόσους (ομάδες) που έχουν διαφορετική γονιδιακή έκφραση, κλινικά χαρακτηριστικά, 

πρόγνωση και απόκριση στη θεραπεία.
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6. Δ ιατα ρα χές τη ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς γ ο ν ιδ ίω ν  ρ υ θ μ ισ τ ικ ώ ν  το υ  κ υ ττα ρ ικ ο ύ  κύκλου

6.1 . p l5 IN K 4 b  (CDKN2B), ρ16ΙΝΚ4Α (CDKN2A)

Τόσο το γονίδιο CDKN2B, που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ρ15ΙΝΚ4Β, όσο και το γονίδιο 

CDKN2A που κωδικοποιεί τη ν  πρωτεΐνη ρ ΐ6ΙΝΚ4Α, βρίσκονται στο χρωμόσωμα 9ρ21 και κω

δικοποιούν όπως έχει ήδη αναφερθεί αναστολείς για τις CDK4 και CDK6, οπότε και εμπλέκο

νται στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου κατά τη μετάβαση από τη φάση G1 στη φάση S

(199).

Πρόσφατα τοςρ16ΙΝΚ4Α (CDKN2A), αναγνωρίστηκε ως αρνητικός ρυθμιστής της κυτταρικής 

διαίρεσης. Με ανάλυση Northern Blot, προκύπτει ένα μεταγραφικό προϊόν 0.9 kb. Το 

ρ16ΙΝΚ4Α (CDKN2A) mRNA είναι εξαιρετικά σταθερό και τα επίπεδά του παραμένουν σταθε

ρά κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Η έκφραση του ρ16ΙΝΚ4Α ποικίλει ανάλογα με 

το τύπο του κυττάρου. Τα ενεργοποιημένα Τ-λεμφοκύτταρα δεν εκφράζουν καθόλου το 

ρ16ΙΝΚ4Α. Η υπερέκφραση του ρ16ΙΝΚ4Α σε φυσιολογικά κύτταρα, όπως στα U20S κύττα

ρα οστεοσαρκώματος, οδηγεί σε αναστολή της φάσης G1. Ωστόσο υπερέκφραση του 

ρ16ΙΝΚ4Α σε κυτταρικές σειρές που δεν εκφράζουν το Rb δεν οδηγεί σε αύξηση του αριθ

μού των κυττάρων που έχουν σταματήσει στη φάση (63). Η αλληλεπίδραση του ρ16ΙΝΚ4Α 

με τις κινάσες CDK4 και CDK6 οδηγεί σε συμπλέγματα που δεν είναι δυνατό να φωσφορυ- 

λιώσουν μέλη της οικογένειας του Rb, όπως οι πρωτεΐνες ρ107 και ρ130. Αυτή η αναστολή 

εμποδίζει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου. Ομόζυγη έλλειψη του CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) 

βρίσκεται συχνά σε ασθενείς με οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία, οξεία Τ  λευχαιμία/λέμφωμα 

και Β-χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία (200,201).

Τα ρυθμιστικά γονίδια του κυτταρικού κύκλου CDKN2B (pl5INK4b) και CDKN2A (ρ161ΝΚ4Α) 

είναι τα πιο καλά μελετημένα παραδείγματα επιγενετικής αδρανοποίησης στις αιματολογικές 

κακοήθειες (47,202). Το γονίδιο ρ15ΙΝΚ4Β επάγεται ως απόκριση στον TGF-β (transforming- 

growth factor β) μέσω άμεσης ενεργοποίησης της μεταγραφής (203). Αν και η ομόζυγη έλ

λειψη είτε και των δύο (ρ15ΙΝΚ4Β, ρ16ΙΝΚ4Α) ή έστω μόνο του ρ16ΙΝΚ4Α έχουν περιγράφει 

σε μία πληθώρα νεοπλασιών, μεμονωμένη έλλειψη του ρ15ΙΝΚ4Β έχει περιγράφει μόνο σε 

ορισμένες περιπτώσεις λευχαιμίας και λεμφωμάτων (204). Αντίθετα, η μεθυλίωση του 

Ρ15ΙΝΚ4Β είναι ένα συχνό γεγονός σε ασθενείς με λευχαιμία, λέμφωμα ή μυελοδυσπλαστικό 

σύνδρομο (201,205). Αφού δύο διαφορετικές ομάδες ερευνητών επιβεβαίωσαν ανεξάρτητα
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την προγνωστική αξία της υπερμεθυλίωσης του pl5INK4b στην οξεία προμυελοκυτταρική 

λευχαιμία (144,206), αυτός ο ρυθμιστής του κυτταρικού κύκλου αποτελεί το καλύτερο παρά

δειγμα διαγνωστικής και προγνωστικής αξίας των επιγενετικών τροποποιήσεων στις αιματο- 

 ̂ λογικές κακοήθειες.

Μεθυλίωση του CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) απαντάται σχεδόν αποκλειστικά στα μη-Hodgkin λεμ

φώματα και μόνο πολύ σπάνια στις λευχαιμίες (207). Στα λεμφώματα, η μεθυλίωση του 

CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) σχετίζεται με υψηλό βαθμό κακοήθειας και δυσμενή πρόγνωση (208). Η 

προγνωστική αξία της μεθυλίωσης του CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) στο ΠΜ δεν έχει πλήρως διευ- 

κρινισθεί και αντικρουόμενα αποτελέσματα έχουν δημοσιευθεί (141,207,209-212)}.

6 .2  Ρ57Κ ΙΡ 2  (CDKN1C)

Η πρωτεΐνη ρ57ΚΙΡ2 ανήκει, όπως προαναφέρθηκε, στην οικογένεια των CIP/KIP αναστολέ

ων των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλίνες και βρίσκεται στο χρωμόσωμα 11ρ15.5, 

περιοχή που έχει συσχετισθεί με το σύνδρομο Beckwith-Wiedmann (213-215). Αυτή η περιο

χή είναι ένας συχνός τόπος για απώλεια ετεροζυγωτίας σε ανθρώπινες κακοήθειες, όπως για 

παράδειγμα στον καρκίνο της ουροδόχου κύστεως, του ήπατος, κεφαλής και τραχήλου και 

του μαστού (216-218).Το ρ57ΚΙΡ2 αποτελεί έναν ικανό αναστολέα διαφόρων συμπλεγμάτων 

κυκλίνης-CDK και είναι ένας αρνητικός ρυθμιστής του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Το ρ57 

ενώνεται με τις κινάσες CDK2, CDK3, CDK4 και τις κυκλίνες Ε, Α, και D1. Το ρ57 εκφράζεται 

σε τελικώς διαφοροποιημένα κύτταρα, υποδηλώνοντας συμμετοχή αυτού CDKI στην έξοδο 

του κυττάρου από τον κυτταρικό κύκλο κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης (63). Χρησι

μοποιώντας αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα και μικροσυστοιχίες, οι Scandura και συν. ταυ- 

τοποίησαν το ρ57 ως τον μοναδικό αναστολέα CDK που επάγεται από τον TGF-beta (219). 

Αυξημένα επίπεδα mRNA και πρωτεΐνης του ρ57 παρατηρήθηκαν προ της διακοπής του κυτ

ταρικού κύκλου στη φάση G1 μέσω του TGF-beta. Αδρανοποίηση του ρ57 μέσω σημειακών 

μεταλλάξεων δεν είναι συχνή στις αιματολογικές κακοήθειες (219,220). Έτσι η υπερμεθυλίω- 

ση θα μπορούσε να είναι ένας πιθανός μηχανισμός αδρανοποίησης του γονιδίου.

Στους επίμυες, η αποτύπωση του γονιδίου του ρ57 ρυθμίζεται αυστηρά με τη μεθυλίωση

(221), ενώ στους ανθρώπους η μητρική μονοαλληλική έκφραση μπορεί να ρυθμίζεται και με 

μηχανισμό διαφορετικό από αυτόν της μεθυλίωσης. Συχνή μεθυλίωση του γονιδίου του 

ρ57ΚΙΡ2 έχει περιγράφει σε λεμφοειδείς νεοπλασίες θ  κυτταρικής αρχής (136), αλλά σπανίως
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σε μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα (222). Οι Kikuchi και συν. έχουν αναφέρει αδρανοποίηση 

του ρ57ΚΙΡ2 λόγω μεθυλίωσης στο 28% των ασθενών τους με οξεία μυελογενή λευχαιμία

(223) . Η μεθυλίωση του Ρ57ΚΙΡ2 δεν έχει μελετηθεί μέχρι σήμερα επαρκώς σε ασθενείς με 

μονοκλωνικές γαμμαπάθειες.

6 .3  ΤΡ73 (ρ 7 3 )
*

Το γονίδιο ΤΡ73 ανακαλύφθηκε μόλις το 1997 από τους Kaghad και συν. και βρίσκεται στο 

χρωμόσωμα 1ρ36.33, μια περιοχή που συχνά παρουσιάζει έλλειψη στο νευροβλάστωμα

(224) . Το γονίδιο αυτό παρουσιάζει μια σημαντικού βαθμού ομολογία με το «φύλακα του γο- 

νιδιώματος» το ρ53 (10,225). Αυτές οι δομικές ομοιότητες αντικατοπτρίζονται και από λει-
■χ

τουργικές ομοιότητες. Η πρωτεΐνη ρ73 μπορεί να επάγει την αναστολή του κυτταρικού κύ

κλου, την απόπτωση, την επιδερμική διαφοροποίηση και τη διαφοροποίηση του νευρικού 

συστήματος (226-229). Η πρωτεΐνη ενεργοποιείται από βλάβη του DNA και αυτή η ενεργο

ποίηση μπορεί να πυροδοτήσει την απόπτωση ανεξαρτήτως της κατάστασης του ρ53 (230). 

Το ρ73 φαίνεται να ρυθμίζει την έκφραση διαφόρων γονιδίων μερικά από τα οποία είναι στό

χοι και του ρ53, όπως τα Mdm2, Bax, PUMA, p21/W afl, IGF-BP3(231-234).

Τα σταθερά επίπεδα έκφρασης του ρ73 είναι ιδιαίτερα χαμηλά σε φυσιολογικές συνθήκες. 

Παρόμοια με το ρ53, το ρ73 σταθεροποιείται σε επίπεδο πρωτεΐνης σε απόκριση μιας υπο

ομάδας παραγόντων που βλάπτουν το DNA και έπειτα εκδηλώνει τις προαποπτωτικές του ι

διότητες. Υπάρχουν όλο και περισσότερα δεδομένα που υποδεικνύουν ότι ο μεταβολισμός 

του ρ73 ρυθμίζεται τόσο από μονοπάτια που εξαρτώνται από την ουβικουιτίνη (βλ. παρακά

τω), αλλά και ανεξάρτητα από αυτήν. To MDMD2 λειτουργεί ως Ε3 -ουβικουιτίνη λιγκάση για 

το ρ53 και προάγει την πρωτεολυτική αποδόμηση του από το πρωτεάσωμα. Από την άλλη, 

το MDM2 ςτταθεροποιεί το ρ73, υποδηλώνοντας ότι η σταθεροποίηση του ρ73 ρυθμίζεται από 

μονοπάτι διαφορετικό από αυτό του ρ53 (235). Επιπλέον, ο Ohtsuka και συν, ανέφεραν ότι η 

κυκλϊνη G ενώνεται με το ρ73 και ενεργοποιεί την πρωτεολυτική του αποδόμηση μέσω του 

συστήματος της ουβικουιτίνης αν και ο ακριβής μηχανισμός παραμένει άγνωστος (236).

Δεδομένου ότι το ρ73 έχει ιδιότητες παρόμοιες με αυτές του ρ53 και βρίσκεται στο χρωμό

σωμα 1ρ36.2-3, περιοχή που συχνά λείπει σε μια ποικιλία κακοηθειών, συμπεριλαμβανομένου 

και του νευροβλαστώματος, είναι πιθανό το ρ73 να είναι ένα από τα κλασσικά ογκογονίδια 

τύπου Knudson (224). Ωστόσο, παρά τ ις εκτεταμένες έρευνες, το ρ73 σπάνια είναι μεταλ
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λαγμένο σε πρωτοπαθείς όγκους (237). Η μεθυλίωση του εκκινητή του ρ73 στην οξεία.λεμ- 

φοβλαστική λευχαιμία (238),(239) και στο λέμφωμα Burkitt είναι συχνό φαινόμενο 

(238,240), αντίθετα στα υπόλοιπα μη Hodgkin λεμφώματα και στις μονοκλωνικές γαμμαπά- 

θειες δεν έχει πλήρως διευκρινισθεί η συχνότητα μεθυλίωσης (241).

6 .4  P o lo -like  κ ινά σ ες

Όπως προαναφέρθηκε οι polo-like κινάσες (Plks) είναι μία οικογένεια σερινο-θρεονίνο κινα- 

σών που συμμετέχουν στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και στα σημεία ελέγχου 

(checkpoints) βλαβών του DNA (242). Η Polo, το πρωταρχικό μέλος της οικογένειας των 

polo-like κινασών, αναγνωρίστηκε σε μεταλλαγμένα στελέχη drosophila, που παρουσίαζαν 

διαταραχές των πόλων της μιτωτικής ατράκτου (243). Διάφορα μεταλλαγμένα στελέχη έδει

ξαν διαταραχές στους πόλους των ατράκτων και έτσι πήραν το όνομά τους από τους μαγνη- 

τικούς πόλους της γης, ή τα γεωμαγνητικά φαινόμενα που σχετίζονται με αυτούς, όπως Polo 

και Aurora*.

Η οικογένεια Polo αποτελείται από πολλά μέλη και σε όλα τα είδη. Στα κύτταρα των θηλαστι

κών έχουν αναγνωρισθεί πολλές Plks (P lk l, Plk2/snk, Plk3/Fnk/Prk και Plk4/Sak) και θεωρού

νται πλέον σημαντικοί ρυθμιστές πολλαπλών λειτουργιών,’ πριν και κατά τη διάρκεια της μι- 

τωτικής κυτταρικής διαίρεσης (244,245).

Από αυτές, η P lk l είναι η πιο καλά μελετημένη και φαίνεται να ρυθμίζει θετικά την πρόοδο 

του κυτταρικού κύκλου στη φάση G2(244). Οι Plk2 (Snk/Plk2) και Plk3 ανιχνεύθηκαν αρχικά 

ως πρώιμα μετάγραφα σε ινοβλάστες επίμυων, ενώ η Plk4 φαίνεται να έχει λειτουργία στη 

φάση S του κυτταρικού κύκλου (246). Η ακριβής λειτουργία της Snk/Plk2 δεν είναι γνωστή. 

Ωστόσο από μελέτες που έγιναν σε Plk2v επίμυες, φαίνεται ότι αυτή η πρωτεΐνη έχει ρόλο 

στην εξέλιξη και εμπλέκεται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. Η Snk/Plk2 απαιτείται για 

το διπλασιασμό των κεντριολίων κατά τη μετάβαση από τη φάση G1 στη φάση S, αν και 

Plk2'/' επίμυες είναι βιώσιμοι, ενδεχομένως γιατί υπάρχει μερική αλληλοεπικάλυψη μεταξύ 

των λειτουργιών των Plks (247). Μελέτες έχουν δείξει επίσης ότι η Snk/Plk2 επάγεται από τον 

άγριο τύπο του ρ53 μετά από βλάβη του DNA και υπό αυτές τις συνθήκες ενεργοποιεί το G2

* Aurora =Το Σέλας, είναι το φωτεινό ουράνιο φαινόμενο που συμβαίνει στα ανώτερα στρώματα της 
ατμόσφαιρας και που παρατηρείται ιδίως στις πολικές περιοχές (εξ ου και Πολικό Σέλας), τόσο στον 
Βόρειο ημισφαίριο όσο και στο Νότιο αποκαλούμενο ανάλογα "Βόρειο Σέλας" και "Νότιο Σέλας".
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σημείο ελέγχου. Η πρώτη μελέτη που υπέδειξε την ογκοκατασταλτική λειτουργία της 

Snk/Plk2 ήταν από τους Syed και συν (248). Στη μελέτη αυτή περιγράφεται αποσιώπηση, 

δηλαδή απώλεια έκφρασης και μεθυλίωση, της κινάσης αυτής σε κυτταρικές σειρές από λέμ

φωμα Burkitt, αλλά και σε άλλα Β-λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα. Αντίθετα, το γονίδιο εκ

φραζόταν και δεν ήταν μεθυλιωμένο σε φυσιολογικά Β-λεμφοκύτταρα και σε αδενοκαρκίνω

μα του μαστού και πλακώδες καρκίνωμα κεφαλής και τραχήλου. Αξίζει να σημειωθεί ότι η με- 

θυλίωόη της Snk/plk2 κινάσης δεν έχει περιγράφει σε ασθενείς με πλασματοκυτταρικές δυ

σπλασίες ή κακοήθειες της μυελικής σειράς.

6 .5  Von Hippel L indau (VHL) γο ν ίδ ιο

■χ

Το γονίδιο Von Hippel Lindau (VHL) εδρεύει στο χρωμόσωμα 3 και στη θέση 3ρ25 και απώ

λεια του σχετίζεται με την ομώνυμη νόσο που κληρονομείται με τον αυτοσωμικό επικροτού

ντο χαρακτήρα. Η πρωτεΐνη VHL αποτελεί μέρος του συστήματος ουμπικουϊτίνης-λιγκάσης.

Η ουβ ικου ιτίνη  (ubiquitin) (*8,5kDa) είναι μια πρωτεΐνη αποτελούμενη από 76 αμινοξέα η 

οποία είναι ευρύτατα διαδεδομένη και συντηρημένη στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς (εξού 

και η ονομασία της από το αγγλικό ubiquitous δηλ. πανταχού παρών) (249). Η προσθήκη ε

νός ή λίγων μορίων ουβικουιτίνης σε μια πρωτεΐνη (μονοουβικουιτίνωση ή ολιγοουβικουιτί- 

νωση αντίστοιχα) επηρεάζει τη δραστηριότητα της και τη θέση της μέσα στο κύτταρο. Αντί

θετα, η προσθήκη πολλών μορίων ουβικουιτίνης σε μια πρωτεΐνη (πολυουβικουιτίνωση) οδη

γεί στο σχηματισμό αλυσίδων ή "δέντρων" ουβικουιτίνης πάνω στην πρωτεΐνη-στόχο και τη 

"μαρκάρει" για μεταφορά και αποικοδόμηση στο πρωτεάσωμα (250). Η διαδικασία προσθήκης 

ουβικουιτίνης σε μια πρωτεΐνη ξεκινάει με τη σύνδεση μεταξύ ενός "ενζύμου που ενεργοποιεί 

την ουβικουιτίνη" (E l, ubiquitin-activating enzyme) και του καρβοξυτελικού άκρου (C- 

άκρου) ελεύθερης ουβικουιτίνης. Η ενεργοποιημένη, πλέον, ουβικουιτίνη μεταφέρεται με ένα 

"ένζυμο που προσθέτει ουβικουιτίνη" (Ε2, ubiquitin-conjugating enzyme). Τέλος, με τη βοή

θεια μιας λιγκάσης ουβικουιτίνης (Ε3, ubiquitin-ligase) καταλύεται η σύνδεση της ουβικουιτί- 

νης στην ε-αμινομάδα κάποιου υπολείμματος λυσίνης της πρωτεΐνης-στόχου. Κατά την πολυ- 

ουβικουιτίνωση τα πρόσθετα μόρια ουβικουιτίνης συνδέονται μέσω της λυσίνης τους στη θέ

ση 48 (lys-48) με τη γλυκίνη στη θέση 76 (gly-76) του καρβοξυτελικού άκρου μορίου ουβι- 

κουιτίνης που έχει ήδη συνδεθεί άμεσα ή έμμεσα (μέσω άλλου μορίου ουβικουιτίνης) στην 

πρωτεΐνη-στόχο (251).
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Παρουσία οξυγόνου η πρωτεΐνη VHL ενώνεται με τον HIF-Ια  (hypoxia inducible factor 1 

alpha) με σκοπό την αποδόμηση του από το πρωτεάσωμα. Επί απουσίας του VHL ο HIF-la 

σταθεροποιείται με αποτέλεσμα να επάγει την έκφραση πολλών γονιδίων στόχων, συμπερι

λαμβανομένων γονιδίων που επάγουν την αγγειογένεση, τη γλυκόλυση, την ομοιοστασία του 

υποστρώματος και την κυτταρική επιβίωση (252).

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, το μικροπεριβάλλον του μυελού των οστών είναι υποξικό. 

Κατά την πρόοδο νόσου, στο ΠΜ, έχει παρατηρηθεί μία προ-αγγειογενετική απόκριση, αλλά η 

μηχανιστική βάση αυτής της απόκρισης δεν έχει πλήρως διευκρινισθεί (253). Στην παρούσα 

διατριβή υποθέσαμε ότι η απώλεια της έκφρασης του γονιδίου VHL, μέσω μεθυλίωσης, θα 

μπορούσε να είναι ένας από τους μηχανισμούς που να οδηγούν σε συνεχή ενεργοποίηση του 

H IF-la , και άρα σε αυξημένη αγγειογένεση. Μεθυλίωση του VHL έχει περιγράφει κυρίως σε 

συμπαγείς όγκους (254). Η μεθυλίωση του VHL στις αιματολογικές κακοήθειες δεν έχει μελε

τηθεί επαρκώς.

•Η
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Σ κοπός

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν να μελετηθούν

1. η έκφραση των κυκλινών τύπου D, δηλαδή οι κυκλίνες D l,  D2 και D3 σε ασθενείς με 

πολλαπλό μυέλωμα

2. η κλινική σημασία των διαταραχών της έκφρασης των κυκλινών τύπου D σε ασθενείς 

* με πολλαπλό μυέλωμα συσχετίζοντας την έκφραση με σχετικές κλινικοεργαστηριακές

παραμέτρους

3. η κατάσταση μεθυλίωσης των υποκινητών γονιδίων που αναστέλλουν τις κυκλίνες, 

και ειδικότερα των ρ15 (CDKN2B), ρ16 (CDKN2A), ρ57 (CDKN1C), ρ73 (ΤΡ73) σε α

σθενείς με πολλαπλό μυέλωμα, μονοκλωνική γαμμαπάθεια αδιευκρίνιστης σημασίας 

και μακροσφαιριναιμίας του Waldenstrom

4. η κατάσταση μεθυλίωσης των υποκινητών γονιδίων που παίζουν σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου όπως το snk/plk2 και του μικροπεριβάλλοντος του 

μυελού των οστών, όπως το VHL σε ασθενείς με πολλαπλό μυέλωμα, μονοκλωνική 

γαμμαπάθεια αδιευκρίνιστης σημασίας και μακροσφαιριναιμίας του Waldenstrom

5. η συσχέτιση της κατάστασης μεθυλίωσης των υπό μελέτη γονιδίων με σχετικές κλινι- 

κοεργαστηριακές παραμέτρους, όπως η επιβίωση, η αναιμία, το στάδιο νόσου, η πα

ρουσία οστικής ή εξωμυελικής νόσου, η αλβουμίνη ορού και η β2Μ ορού
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7. ΑΣΘΕΝΕΙΣ

Όλοι οι ασθενείς διαγνώσθηκαν και παρακολουθήθηκαν στην Αιματολογική Κλινική του Πανε

πιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων και ήταν ελληνικής καταγωγής.

Μελετήθηκαν 45 ασθενείς με ΠΜ, 4 ασθενείς με MW και σε 3 ασθενείς με ΜΓΑΣ. Από τους 45 

ασθενείς με ΠΜ 21 ήταν γυναίκες και 24 άνδρες με μέση ηλικία 66,4 έτη (μέση τιμή^θϋ,

66,4 φ 12.4), από τους 4 ασθενείς με MW, 2 ήταν άνδρες και 2 γυναίκες με μέση ηλικία 68 

έτη (μέση τιμή ±SD, 61.7 ± 3,5), και 3 ασθενείς με ΜΓΑΣ ήταν άνδρες με μέση ηλικία 72 έτη 

(μέση τιμή±50, 72 ±7). Αρχικά είχε προγραμματιστεί να μελετηθεί και η έκφραση των κυκλι- 

νών τύπου D σε όλους τους ασθενείς. Σε 10 ασθενείς όμως δε βρέθηκε οστεομυελική βιοψία 

(ΟΜΒ), σε 4 το υλικό της ΟΜΒ ήταν ανεπαρκές και σε 8 ασθενείς δεν κατέστη δυνατό να α

πομονωθεί κυκλικό DNA. Έτσι η μελέτη της έκφρασης των κυκλινών τύπου D έγινε σε 23/45 

ασθενείς Όλες οι οστεομυελικές βιοψίες έγιναν κατά τη διάγνωση της νόσου. Τα δείγματα 

μυελού των οστών από παρακέντηση ελήφθησαν κατά τη διάγνωση σε 42 ασθενείς και σε 3 

ασθενείς σε φάση υψηλού plateau. Σε 5 ασθενείς υπήρχε και δεύτερο δείγμα όταν παρουσία

σαν υποτροπή ή πρόοδο νόσου.

Η διάγνωση της νόσου του ΠΜ και της ΜΓΑΣ έγινε βάσει των κριτηρίων που αναφέρονται 

στο κεφάλαιο 4.2.6, ενώ η διάγνωση της MW βασίστηκε κυρίως στην παρουσία μονοκλωνι- 

κής IgM ανοσοσφαιρίνης στον ορό και στην οστεομυελική βιοψία. Ω ς μάρτυρες χρησιμοποιή

θηκαν 10 άτομα που προσήλθαν στο Εξωτερικό Αιματολογικό Ιατρο'ο για διερεύνηση οριακής 

θρομβοπενίας και αποδείχθηκε ότι δεν είχαν κάποια αιματολογική ή άλλη κακοήθεια. Η μέση 

ηλικία των μαρτύρων ήταν 65,3 έτη (διακύμανση 2,4 έτη) και 4 ήταν γυναίκες και 6 άνδρες.

Η λήψη των δειγμάτων μυελού των οστών και η διενέργεια των πειραμάτων πραγματοποιή

θηκε μετά από συγκατάθεση όλων των ασθενών και έγκριση της Επιστημονικής Επιτροπής 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων. Η κλασσική κυτταρογενετική ανάλυση των 

δειγμάτων μυελού των οστών των ασθενών έγινε στο Εθνικό Κέντρο Έρευνας Φυσικών Επι

στημών «Δημόκριτος», Τμήμα Κυτταρογενετικής και Β ιοδοσιμετρίας Δ ιευθυντής Γ. Παντε- 
%

λ ια ς  στα πλαίσια διερεύνησης του υποκείμενου αιματολογικού νοσήματος όπως γίνεται σε 

κάθε νέο αιματολογικό ασθενή.

✓
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8. ΜΕΘΟΔΟΙ

8 .1  Μ ελέτη τη ς  έ κ φ ρ α σ η ς  τω ν  κ υ κ λ ινώ ν  D l, D2 και D3 μ ε τη  μ έθ ο δ ο  qRT-PCR

Η μελέτη της έκφρασης των κυκλινών D l,  D2 και D3 έγινε σε 23 ασθενείς με πολλαπλό μυέ- 

λωμα με τη μέθοδο Sybergreen qPCR (quantitative PCR). Τα πειράματα διεξήχθησαν στο 

C ancer G en e tic s  a n d  E p ig en e tics  L ab o ra to ry , B re a k th ro u g h  B re a s t  C an c e r C e n te r  

στο In s t i tu te  o f  C an cer R esea rch  στο Λονδίνο υπό την εποπτεία του Dr Tim Crook.

Ολικό κυτταρικό RNA απομονώθηκε από βιοψίες μυελού των οστών σε τομές παραφίνης 

χρησιμοποιώντας το RecoverALL™ kit (Ambion) με ορισμένες τροποποιήσεις. Όλες οι διαδι

κασίες έγιναν σε περιβάλλον ελεύθερου RNA. Αρχικά, τομές πάχους 20 μιτι κόπηκαν από βιο

ψίες μυελού των οστών σε κύβους παραφίνης με τη χρήση μικροτόμου. Τρεις τομές από κά

θε περιστατικό τοποθετήθηκαν μέσα σε αποστειρωμένο μικροφυγοκεντρικό σωληνάριο των 

2 ml και επωάστηκαν σε τελικό όγκο 1 ml ξυλόλης στους 50° C για 5 λεπτά. Ακολούθησε φυ- 

γοκέντρηση σε 16.000 rpm και απόρριψη της ξυλόλης. Το ίζημα ξεπλύθηκε 2 φορές με διά

λυμα αιθανόλης 100% σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια αφέθηκε να στεγνώσει 

στον αέρα για 20 λεπτά.

Στη συνέχεια προστέθηκαν 400 pL από το διάλυμα πέψης και 4 μΙ_ πρωτεάσης και τα δείγμα

τα επωάστηκαν στους 50°C για 3 ώρες. Ακολούθως προστέθηκαν 480 μΙ_ από το παρεχόμενο 

προσθετικό απομόνωσης (isolation additive) και έγινε ανάδευση σε vortex, προσθήκη 1,1 ml 

100% αιθανόλης και εκ νέου ανάδευση με τη χρήση της πιπέτας. Από αυτό το διάλυμα 700 

μι. εισήχθησαν σε μικροφυγοκεντρικό σωληνάριο καθαρισμού με προσαρτημένο ηθμό που 

παρέχονταν από την κατασκευαστική εταιρεία. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 10,000 rpm 

για 1 λεπτό. Ο ιστός που είχε κατακρατηθεί στον ηθμό ξεπλύθηκε με διαδοχικά διαλύματα 

πλύσης (wash solution 1: 700 μΙ και wash solution 2 και 3: 500 pL) και φυγοκεντρήθηκε στις 

10.000 rpm. Για την αποφυγή τυχόν επιμολύνσεων DNA πραγματοποιήθηκε πέψη με 60 pL 

ΟΝρσης σε θερμοκρασία δωματίου για 30 λεπτά, ενώ ακολούθησε ξέπλυμα με 700 μΙ_ διαλύ

ματος wash solution 1 και 500 pL wash solution 2, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Τέλος, το 

δεσμευμένο RNA διαλύθηκε μετά από διαδοχική προσθήκη 2 δόσεων των 30 μΙ_, διαλύματος 

έκλουσης (elution solution) και φυγοκέντρησης στις 16.000 rpm. Το απομονωμένο RNA πο- 

σοτικοποιήθηκε με φωτόμετρο και αποθηκεύθηκε στους -80° C μέχρι την ποσοτική PCR ανά

λυση
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S y b e rG reen  Π οσοτική PCR

Η ποσοτική PCR έγινε με τη χρήση του ΑΒΙ PROSM 7700 Sequence Detection System 

(Applied Bosystems, Weiterstadt, Germany) χρησιμοποιώντας ειδικούς ανιχνευτές για κάθε 

κυκλίνη και GADPH (PE applied Biosystems). Χρησιμοποιήθηκε το TaqMan Universal PCR 

master mix (Applied Biosystems) και κάθε δείγμα αναλύθηκε 3 φορές. Οι αλληλουχίες των 

εκκινητών για την ποσοτική SyberGreen PCR ήταν οι ακόλουθοι:

Κ υκλίνη D1

F orw ard : ΤATTGCGCTGCTACCGTTGA 

R ev erse : CCAATAGCAGCAAAACAATGTGAAA 

Μέγεθος προϊόντος: 90 bp

Κ υκλίνη D2

F o rw ard : GCTGGCTAAGATCACCAACACA 

R ev e rse : CCTCAATCTGCTCCTGGCAA 

Μέγεθος προϊόντος: 62 bp

Κ υκλίνη D3 J

F o rw ard : GCCCTCTGTGCTACAGATTATACCT 
R ev erse : TGCTGCCCGTGGCG

Μέγεθος προϊόντος: 64 bp

8 .2  Μ ελέτη τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  γ ο ν ιδ ίω ν  που  α να σ τέλ λ ο υ ν  τ ις  κ υ κ λ ίνες  ή /  και σ υ μ μ ε

τ έ χ ο υ ν  σ τη  ρ ύ θ μ ισ η  το υ  κ υ ττα ρ ικ ο ύ  κύκλου

Η μελέτη της μεθυλίωσης των γονιδίων έγινε στο Ε ργαστήριο  Γενικής Β ιολογίας του Πα

νεπιστημίου Ιωαννίνων, υπό την εποπτεία της Επικ. Καθηγήτριας Μ. Σύρρου, στο C ancer 

G e n e tic s  a n d  E p ig en e tic s  L ab o ra to ry , B re ak th ro u g h  B re as t C an ce r C en te r στο 

I n s t i tu te  o f  C an ce r R esea rch  στο Λονδίνο υπό την εποπτεία του Dr Tim Crook, και στο 

Ε ρευνη τικό  Α ιματολογικό  Ε ργα στήριο  του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων, -η 

Δ ιευθυντής: Καθηγητής Κ.Λ. Μπουραντάς.
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Η συλλογή δειγμάτων μυελού των οστών έγινε σε σωληνάρια με αντιπηκτικό EDTA μετά από 

παρακέντηση με άσηπτες μεθόδους. Η φύλαξη των δειγμάτων έγινε στους -20° C μέχρι το 

επόμενο στάδιο της μελέτης.

8 .2 .1  Α πομόνω ση DNA

Για την απομόνωση του γενωμικού DNA από τον μυελό 

των σίττών χρησιμοποιήθηκε το QIAamp DNA mini kit 

(Qiagen, BioAnalytica, Athens Greece). Η διαδικασία 

που ακολουθήθηκε για την απομόνωση DNA από δείγ

ματα μυελού των οστών ήταν η εξής (Σχήμα 8.1): 20 

μΙ_ Quiagen πρωτεάσης τοποθετήθηκαν σε ένα σωλήνα 

μικροφυγοκέντρησης ενώ στη συνέχεια προστέθηκαν 

200 pL του δείγματος και 200 μι. buffer AL (Λύση). Με

τά από ταχεία ανάδευση για 15 δευτερόλεπτα σε 

vortex, ακολούθησε επώαση στους 56° C για 10 λεπτά. 

Μετά από προσθήκη 200 μι. αιθανόλης (96-100%) και 

ταχεία ανάδευση το διάλυμα τοποθετούνταν σε σωλη

νάρια μικροφυγοκέντρησης και ακολουθούσε φυγοκέ- 

ντρηση στις 8000 rpm (κατακράτηση DNA στον ηθμό). 

Ακολούθησε εκ νέου προσθήκη 500 μΙ_ Buffer AW1 και 

νέα φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 1 λεπτό και μετά 

προσθήκη 500 μ ί Buffer AW2 και φυγοκέντρηση στις 

14000 rpm για 3 λεπτά (Ξέπλυμα). Στη συνέχεια το κά

θε σωληνάριο τοποθετούνταν σε ένα νέο σωληνάριο 

(χωρητικότητας 2 ml) και μετά από προσθήκη 200 μΙ_ 

Buffer ΑΕ ή απεσταγμένου νερού γινόταν μια νέα φυ

γοκέντρηση στις 8000 rpm για 1 λεπτό οπότε και στο 
<

υποκείμενο διάλυμα εκλούονταν το γενωμικό DNA 

(Έ^λουση). Οι φυγοκεντρήσεις έγιναν στη φυγόκε- 

ντρο Eppendorf, Centrifuge 5424.

Q( Αβ»*ρ Spm

δείγμα

1
Λύση

Ε Σύνδεση

τ

! Ξέπλυμα 
Buffer AW 1

τ

ϋ

Ξέπλυμο 
Buffer AW 2

τ

1
Έκλουση

τ

X
Κεκαθαρμένο 

γενω μ ικό  DNA

Σχήμα 8.1. Σχηματική απεικόνι
ση απομόνωσης DNA
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8 .2 .2  Μ ελέτη τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς- Χημική κ α τεργασ ία  μ ε N aH S03 (b isu lp h ite
%

m o d ifica tio n )

Πριν από τη δεκαετία του '90 υπήρχαν πολύ λίγες τεχνικές για την εκτίμηση της κατάστασης 

μεθυλίωσης μεμονωμένων CpG νησίδων κατά μήκος του γενωμικού DNA, οι περισσότερες 

από τις οποίες απαιτούσαν σχετικά μεγάλες ποσότητες DNA (της τάξης των 10 pg). Το πρό

βλημα αυτό ξεπεράστηκε με τη χρήση της μεθόδου της χημικής κατεργασίας με NaHS03, 

μέθοδο την οποία συνέλαβε αρχικά ως ιδέα ο G. W. Grigg και υλοποίησε στη συνέχεια με τη 

βοήθειά του D. Millar (255). Με την τεχνική αυτή επιδρούμε με την χημική ουσία NaHS03 

στις κυτοσίνες αποδιαταγμένου DNA. Οι μη μεθυλιωμένες κυτοσίνες μετατρέπονται σε ουρα- 

κίλες μετά από απαμινώσεις και σουλφονυλιώσεις (Σχήμα 8.2), αντίθετα οι 5- μεθυλοκυτοσί- 

νες (5-mC) παραμένουν ως έχουν. Στη συνέχεια το χημικά κατεργασμένο DNA πολλαπλασιά- 

ζεται με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), όπου χρησιμοποιούνται δύο ζεύγη 

ειδικά σχεδιασμένων εκκινητών: ένα για την περίπτωση που η αλληλουχία που μελετάται εί

ναι μεθυλιωμένη και έναν άλλο για την περίπτωση που η αλληλουχία δεν είναι μεθυλιωμένη.

Μ εθυλιω μένο  DNA: Μη Μ εθυλιω μένο DNA:

A C G T C T C G A C

T G C A G A G C T G

M e Me

Me
ι

Me
I

A C G T U T C G A U

T G C A G A G C T G
i i

M e M e

A C Q T C T C  G A  

T G  C A G A G C T

N a H S O j  -----------------
1 ’

A U G T U T U G A  

T G  U A G A G  U T

Σχήμα 8.2 Μετά από επεξεργασία με NaHS03 στην περίπτωση που οι κυτοσίνες είναι μεθυλιωμένες 

παραμένουν ως έχουν, ενώ στην περίπτωση που δεν είναι μεθυλιωμένες μετατρέπονται σε ουρακίλες.

Για τη χημική κατεργασία με NaHS03 χρησιμοποιήθηκε το ΕΖ DNA Methylation kit (Zymo 

Research, CA, USA). Η διαδικασία έχει ως εξής:

1
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Προσθέτουμε 5 μΙ Μ-Dilution Buffer σε 5 μΙ DNA (περίπου 2 μς) και συμπληρώνουμε με απο

στειρωμένο Η20  μέχρι τα 45 μΙ. Το μείγμα αναδεύεται. Τα δείγματα επωάζονται στους 37° C 

για 15 min. Προσθέτουμε 100 μΙ CT Conversion Reagent σε κάθε δείγμα και αναδεύουμε ε

λαφρώς. Επωάζουμε στους 50 °C στο σκοτάδι για 12-16 ώρες, (το CT Conversion Reagent 

είναι διάλυμα φωτοευαίσθητο) σε υδατόλουτρο Ακολουθεί επώαση των δειγμάτων στους 0- 

4 °C (π.χ. σε πάγο) για 10 min. Προσθέτουμε 400 μΙ Μ-Binding Buffer και αναδεύουμε. Με

ταφέρουμε το δείγμα σε Zymo-Spin I Columns τα οποία εναποθέτουμε εντός μικροφυγοκε- 

ντρικών σωληνάριων των 2 ml. Φυγοκεντρούμε στις 10000 χ g για 15-30 sec. Προσθέτουμε 

100 μΙ Μ-Wash Buffer στη στήλη και φυγοκεντρούμε στις προηγούμενες συνθήκες. Προσθέ

τουμε 200 μΙ Μ- Desulphonation Buffer στη στήλη και φυγοκεντρούμε στις 10000 χ  ςψ α  15- 

30sec. Έπειτα προσθέτουμε άλλα 200 μΙ Μ-Wash Buffer και φυγοκεντρούμε στις 10000 χ  g  

για 30sec. Τέλος προσθέτουμε 100 μΙ ddH20  και αναδεύουμε ελαφρώς. Το τελικό διάλυμα 

φυλάσσεται σε θερμοκρασία -20° C. Μαζί με τα προς ανάλυση δείγματα υφίσταται χημική 

κατεργασία με NaHS03 και δείγμα DNA ολικά μεθυλιωμένο (CpG Genome™ Universal 

Methylated, Chemicon International), το οποίο χρησιμοποιείται σαν θετικός μάρτυρας κατά 

την ηλεκτροφόρηση.

Η χημική κατεργασία με NaHS03 που περιγράφηκε υπερτερεί έναντι της χρήσης περιοριστι

κών ενζύμων, ευαίσθητων στη μεθυλίωση, που χρησιμοποιούνταν παλιότερα, αφού αρχικά 

πληροφορεί για την κατάσταση της μεθυλίωσης των CpG νησίδων ευρύτερα και όχι μόνο ε

κείνων που βρίσκονται εντός της περιοχής που αναγνωρίζεται από τα περιοριστικά ένζυμα. 

Επιπλέον, η χρήση της μεθόδου των περιοριστικών ενζύμων ευαίσθητων στη μεθυλίωση 

προϋποθέτει την πλήρη πέψη του μη μεθυλιωμένου γενωμικού DNA κάτι το οποίο δεν είναι 

εύκολα εφικτό.

8 .2 .3  Α λυσ ιδω τή  α ντίδ ρ α σ η  π ο λ υ μ ερ ά σ η ς

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) είναι μία μέθοδος η οποία δίδει τη δυνατότητα 

παραγωγής πολλών αντιγράφων συγκεκριμένου τμήματος DNA με μεγάλη ταχύτητα και ευαι

σθησία. Αναλυτικότερα η αντίδραση PCR περιλαμβάνει τρία στάδια (Εικόνα 8.3):

1, '  Σ τάδιο  α π ο δ ιά τα ξη ς  το υ  DNA (denaturation): Η αντίδραση επιτυγχάνεται σε υψη

λή θερμοκρασία (92-96° C για 30-60 sec). Με αυτό τον τρόπο σπάνε οι δεσμοί υδρογόνου
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που συγκρατούν τις δύο αλυσίδες της διπλής έλικας του DNA και το δίκλωνο DNA αποδια- 

τάσσεται σε μονόκλωνο.

2. Σ τά διο  υ β ρ ιδ ισ μ ο ύ  το υ  γενω μ ικ ο ύ  DNA μ ε τ ο υ ς  εκ κ ινη τές  (annealing): Το 

στάδιο αυτό πραγματοποιείται με μείωση της θερμοκρασίας στους 35° C με 70°C για 20-60 

sec. Σε αυτό επιτυγχάνεται υβριδισμός των εκκινητών (primers) στις συμπληρωματικές περι

οχές των ανοικτών αλυσίδων του DNA. Οι εκκινητές είναι συνθετικό ολιγονουκλεοτίδια μεγέ

θους 15-30 βάσεων τα οποία απομονώνουν την αλληλουχία του DNA που επιθυμούμε να ενι- 

σχύσουμε. Αποτελούνται από διαφορετικές μη συμπληρωματικές αλληλουχίες, με αποτέλε

σμα να μην υβριδίζονται μεταξύ τους, αλλά με τις συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA. Η 

θερμοκρασία αυτού του σταδίου καθώς και η συγκέντρωση των εκκινητών είναι καθοριστικοί 

παράγοντες για την επιτυχία της αντίδρασης.

3. Σ τά διο  επ ιμ ή κ υ ν σ η ς-σ ύ ν θ εσ η ς  νέο υ  DNA (extension): Στο τρίτο και τελευταίο 

στάδιο πραγματοποιείται η σύνθεση των συμπληρωματικών κλώνων του DNA με επέκταση 

του 3' άκρου των εκκινητών σε θερμοκρασία 70-72° C για 60-180 sec. Αυτό το βήμα επιτυγ

χάνεται με την χρήση του ενζύμου Taq DNA πολυμεράση (Taq DNA polymerase). Πρόκειται 

για ένα θερμοανθεκτικό ένζυμο που μιμείται τον τρόπο με τον οποίο τα ένζυμα του κυτταρι

κού πυρήνα διπλασιάζουν το DNA προκειμένου το κύτταρο να προχωρήσει στη μίτωση.

Η αντίδραση πραγματοποιείται σε ένα διάλυμα που αποτελείται από το DNA, το κατάλληλο 

ζεύγος εκκινητών, ιόντα μαγνησίου, ισομοριακό μείγμα των τεσσάρων δεοξυριβοτριφωσφο- 

ρικών νουκλεοτιδίων (dNTP's: dATP, dCTP, dGTP, dTTP,) και Taq πολυμεράση με το συνοδό 

ρυθμιστικό διάλυμά της. Σε μια τυπική αντίδραση PCR ο κύκλος αποδιάταξης, υβριδισμού και 

σύνθεσης νέου DNA μπορεί να επαναληφθεί συνήθως 30-40 φορές. Η ενίσχυση είναι εκθετι

κή αφού τα πολλάπλασιασμένα προϊόντα από τον προηγούμενο κύκλο χρησιμοποιούνται ως 

νέα καλούπια για τον επόμενο κύκλο πολλαπλασιασμού καταλήγοντας έτσι στον σχηματισμό 

περισσότερων από 230 ή 1 δισεκατομμυρίου ακριβών αντιγράφων του αρχικού τμήματος του 

DNA.

Όλη η διαδικασία προετοιμασίας του διαλύματος της PCR αντίδρασης γίνεται υπό άσηπτες 

συνθήκες. Σε όλα τα δείγματα προστέθηκε παραφινέλαιο σαν επικάλυψη για προστασία από  ̂

την εξάτμιση στις υψηλές θερμοκρασίες. Η ανάλυση των προϊόντων γίνεται με ηλεκτροφό- 

ρηση.
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Εικόνα 8.3 Σχηματική απεικόνιση ενός κύκλου PCR. (1) στάδιο αποδιάταξης του DNA, (2) Στάδιο υ

βριδισμού του γενωμικού DNA με τους εκκινητές, (3) Στάδιο επιμήκυνσης-σύνθεσης νέου DNA, Ρ= 

polymerase (4) ο πρώτος κύκλος έχει ολοκληρωθεί.

8 .2 .4  Α λυσ ιδω τή  α ν τ ίδ ρ α σ η  π ο λ υ μ ερ ά σ η ς  ειδ ικ ή  τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  (Μe th y la tio n
4  *

spec ific  p o ly m e ra se  c h a in  re a c tio n -  M SP)

i

Πρόκειται για μία νέα μέθοδο PCR, ιδιαίτερα ευαίσθητη στην μελέτη μεθυλίωσης CpG περιο

χών των CpG νησίδων η οποία προτάθηκε από την ομάδα του James G. Herman το 1996 

(256). Για το λόγο αυτό έχουν σχεδιαστεί ειδικοί εκκινητές (primers), για τον διαχωρισμό των 

Ρεθυλιωμένων από τα μη μεθυλιωμένα αλληλόμορφα μετά την κατεργασία τους με NaHS03.
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Εφ' όσον μετά την κατεργασία με NaHS03 οι δύο αλυσίδες του DNA δεν είνοι πλέον συμπλη

ρωματικές, οι εκκινητές μπορούν να σχεδιαστούν για κάθε μία από τις δύο αλυσίδες.

Η τεχνική αυτή πλεονεκτεί έναντι άλλων μεθόδων που χρησιμοποιούνταν ως τώρα. Είναι πιο 

ευαίσθητη μέθοδος από ότι η ανάλυση κατά Southern, διευκολύνοντας την ανίχνευση μικρού 

μεγέθους αλληλομόρφων προερχόμενα από μικρή ποσότητα DNA. Επιπλέον η MSP επιτρέπει 

τη μελέτη δειγμάτων που περιέχουν παραφίνη, που δεν μπορούσαν να εξεταστούν πριν. Δεν 

χρησιμοποιούνται ακριβά ή ραδιενεργά αντιδραστήρια και θεωρείται κατάλληλη για ανάλυση 

πολλών δειγμάτων.

Η αντίδραση PCR έγινε σε τελικό όγκο 25 μΙ που περιείχε:

Συγκέντρωση Χρησιμοποιούμενη

ποσότητα

DNA χημικά κατεργασμένο 5 μΙ

HotstarTaq Master Mix 12,5 μι

Εκκινητής για τη μεθυλιωμένη περιο

χή (forward)/ Εκκινητής για τη μη 

μεθυλιωμένη περιοχή (forward)

10 pmol/μΙ 2,0 μΙ

Εκκινητής για τη μεθυλιωμένη περιο

χή (reverse)/

Εκκινητής για τη μη-μεθυλιωμένη 

περιοχή (reverse)

10 pmol/μί 2,Ό μι.

Δις-απεσταγμένο και αποστειρωμένο Μέχρι τελικού όγκου 25 μΙ

νερό —

To HotstarTaq master mix παρέχει τελική συγκέντρωση 1,5 mM MgCI2 στο τελικό μείγμα και 

απαιτεί ένα βήμα ενεργοποίησης 15 λεπτών στους 95°C.

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη της μεθυλίωσης των γονιδίων CDKN2A 

(ρ16), CDKN2B (ρ15), CDKN1C (ρ57), ΤΡ73, VHL, Plk2/Snk και οι συνθήκες της αντίδρασης 

PCR είναι αναγράφονται στον Πίνακα 8.1.Για κάθε δείγμα ασθενούς αντιστοιχούσαν 2 μείγ

ματα. Ένα μείγμα με εκκινητές που έχουν σχεδιαστεί για την περίπτωση που η υπό μελέτη 

περιοχή είναι μεθυλιωμένη και ένα άλλο μείγμα με εκκινητές για την περίπτωση που δεν είναι
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Για το σχεδίασμά των MSP εκκινητών για το κάθε υπό μελέτη γονίδιο γινόταν αρχικά ανεύρε

ση της αλληλουχίας της αντίστοιχης CpG νησίδας (http://aenome.ucsc.edu/coi- 

bin/TiaGateway) και στη συνέχεια χρησιμοποιούνταν το ελεύθερα διαθέσιμο στο διαδίκτυο 

πρόγραμμα M eth p rim er (http://www.uroqene.ora/methprimer ). Θα πρέπει να σημειωθεί 

ότι ο σχεδιασμός των MSP εκκινητών είναι πολύ σημαντικός. Συχνά οι εκκινητές αφορούν σε 

ένα μόνο κομμάτι της CpG νησίδας και σε αυτό μπορεί να οφείλονται διαφορές σε ποσοστά 

μεθυλίωσης^γονιδίων μεταξύ διαφορετικών ερευνητικών ομάδων, αλλά και ψευδώς αρνητικά 

αποτελέσματα.

8 .2 .5  Η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  σ ε π η κ τή  α γα ρ ό ζη ς

Η μέθοδος αυτή επιτρέπει τον διαχωρισμό τμημάτων DNA σύμφωνα με το μέγεθος τους. Η 

πηκτή αγαρόζης είναι εμπλουτισμένη με 0,5 mg/ml βρωμιούχου αιθιδίου. Η ηλεκτροφόρηση 

πραγματοποιείται σε διάλυμα IX ΤΒΕ (89mM Tris-HCL, 89mM Boric acid, 2.5mM EDTA 

pH=8), Η ταχύτητα κίνησης και επομένως η απόσταση που διανύουν μέσα στην πηκτή αγα

ρόζης εξαρτάται από:

• Το μοριακό βάρος του DNA (αντιστρόφως ανάλογη)

• Τη διαμόρφωση του DNA (κυκλικό, γραμμικό)

• Τη συγκέντρωση της αγαρόζης (μικρή συγκέντρωση της αγαρόζης χρησιμοποιείται 

για το διαχωρισμό μεγάλων τμημάτων DNA, ενώ μεγαλύτερη συγκέντρωση χρησιμο

ποιείται για τα μικρά τμήματα. Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκε πηκτή α

γαρόζης 2 και 2.5%).

• Τη διαφορά τάσης του ηλεκτροφορητικού πεδίου. Σε χαμηλή τάση ρεύματος (Volt) η
<

κινητικότητα του γραμμικού DNA είναι ανάλογη της τάσης και η δυνατότητα διαχω- 

» ρισμού ελαττώνεται όταν αυξάνεται η τάση του ρεύματος.

Οι ηλεκτροφορητικές ζώνες των PCR προϊόντων φωτογραφίζονται σε υπεριώδες φως στο τέ

λος της ηλεκτροφόρησης και ακολουθεί ανάλυση αυτών. Το βρωμιούχο αιθίδιο όταν είναι δε- 

δμευμένο σε DNA δίνει έντονο πορτοκαλί χρώμα φθορισμοΰ. Στην περίπτωση των προϊόντων 

των αλυσιδωτών αντιδράσεων πολυμεράσης που πραγματοποιήσαμε, τα αναμενόμενα μεγέ

μεθυλιωμένη. Για κάθε αντίδραση PCR παράλληλα με τα υπό εξέταση δείγματα χρησιμο

ποιούνταν και ένα δείγμα χωρίς DNA για έλεγχο τυχόν επιμολύνσεω ν το  οποίο λειτουργούσε

ως τυφλό {blank).

http://aenome.ucsc.edu/coi-bin/TiaGateway
http://aenome.ucsc.edu/coi-bin/TiaGateway
http://www.uroqene.ora/methprimer
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θη αναγράφονται στον πίνακα. Υπενθυμίζεται ότι για όλα τα πειράματά μας χρησιμοποιήθηκε 

ανθρώπινο DNA ολικά μεθυλιωμένο που διατίθεται στο εμπόριο (Intergen Company, 

Purchase, NY) ως θετικός μάρτυρας και ότι όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν εις δι- 

πλούν.
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8 .2 .6  Π αρασκευή  π η κ τώ μ α το ς  α γα ρ ό ζη ς  2 %  γ ια  τ η ν  η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η

Αγαρόζη 2 g διαλύεται σε 100 ml ΤΒΕ IX (διάλυμα ηλεκτροφόρησης), στους 100° C. Έπειτα 

προστίθεται το βρωμιούχο αιθίδιο και όλο μαζί το μείγμα εκχέεται σε εκμαγείο, όπου και στε

ρεοποιείται. Στα προς ανάλυση δείγματα (προϊόντα PCR) προστίθεται χρωστική (loading 

buffer, Invitrogen), η οποία αφενός επιτρέπει την παρακολούθηση του μετώπου της ηλε

κτροφόρησης αφετέρου αυξάνει την πυκνότητα των δειγμάτων του DNA ώστε να παραμέ

νουν στις θέσεις υποδοχής τους στο πήκτωμα.

8 .2 .7  Σ υ νθ ή κ ες  η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η ς

Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε οριζόντια συσκευή. Μαζί με τα προς ανάλυση δείγματα τοποθε

τούνται στην ηλεκτροφόρηση θετικός μάρτυρας (control), δείγμα blank (για έλεγχο τυχόν 

επιμολύνσεων), και ladder 100 bp (μας παρέχεται από την εταιρία Invitrogen, 50pg (1,0 

pg/μΙ) και αποθηκεύεται σε θερμοκρασία -20°C) το οποίο μας επιτρέπει να ελέγχουμε το μέ

γεθος των τμημάτων του DNA μετά από την PCR αντίδραση.

Συνήθως η διακοπή της ηλεκτροφόρησης γίνεται όταν η χρωστική έχει διανύσει τα 4/5 του 

μήκους του πηκτώματος της αγαρόζης. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στη συσκευή 

Fisherbrand με τη χρήση τροφοδοτικού Fisher Scientific Power 3000, Electrophoresis Power 

Supply (Εικόνα 8.3)

Εικόνα 8.3 Οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης
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8 .2 .8  Π αρασκευή μη α π ο δ ια τα κ τικο ύ  π η κ τώ μ α το ς  π ο λ υ α κ ρ υ λα μ ιδ ίο υ  1 4 %  ( w /v )

ο. Για την παρασκευή του πηκτώματος ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιούνται γυάλινες πλάκες 

διαστάσεων (22x30) cm. Αφού καθαρισθούν σχολαστικά οι πλάκες με αιθανόλη, αποτίθεται η 

μεγάλη πλάκα σε καθαρή επιφάνεια, τοποθετούνται δεξιά, αριστερά και κάτω οι διαχωριστές 

(spacers) όμοιου πάχους 0.4 mm και επάνω η μικρότερη πλάκα, έτσι ώστε να είναι ισοεπίπε- 

δη μ? τη μεγαλύτερη.

β. Σταθεροποιούνται οι πλάκες με ειδικούς σφιγκτήρες και αυτοκόλλητη ταινία, αφού ευθυ- 

γραμμισθούν και είναι ισοεπίπεδες.

•ν

Για την ετοιμασία της πηκτής ακολουθούνται τα εξής στάδια:

1. Σε γυάλινο ποτήρι ζέσεως προσθέτουμε 21 ml διαλύματος ακρυλαμιδίου/δις 30% και 

24 ml διαλύματος ΤΒΕ ΙΟχ. Ακολουθεί ανάδευση σε μαγνητικό αναδευτήρα.

2. Το διάλυμα φιλτράρεται με φίλτρο 0.45 μ

3. Λίγο πριν μεταφερθεί το διάλυμα στις πλάκες ηλεκτροφόρησης προστίθενται 570 μΙ 

APS (από διάλυμα 10% w/v που έχουμε προετοιμάσει ήδη) και 57 μΙ TEMED, για τον 

πολυμερισμό του ακρυλαμιδίου.

4. Μετά από ήπια ανάδευση το διάλυμα μεταφέρεται προσεκτικά μεταξύ των πλακών 

ηλεκτροφόρησης. Η παροχή πρέπει να γίνει με αργό ρυθμό και ιδιαίτερη προσοχή ώ

στε να αποφευχθεί η δημιουργία φυσαλίδων αέρα στο πήκτωμα.

5. Με προσοχή τοποθετείται το «κτένι» πάχους 0.4 mm για το σχηματισμό των θέσεων 

φόρτωσης. Αφήνεται το πήκτωμα να πολυμερισθεί για περίπου 60-80 λεπτά.

6. Μετά την πήξη, αφαιρείται προσεκτικά το κτένι και οι δύο πλάκες τοποθετούνται με 

προσοχή κατακόρυφα μέσα στη συσκευή ηλεκτροφόρησης, η οποία γεμίζει με διάλυ

μα ΤΒΕ 1χ μέχρι το σημείο που αναγράφεται από την εταιρεία

*

Η συσκευή που χρησιμοποιήθηκε ήταν FisherBrand (Εικόνα 8.4). Ακολουθεί το «φόρτωμα» 

των δειγμάτων. Κάθε φορά προστίθενταν 5 μΙ από το προϊόν της PCR από κάθε δείγμα και 2 

μΙ χρωστικής loading buffer. Το μίγμα τοποθετούνταν με τη βοήθεια πιπέτας και μικρού πλα

στικού ρύγχους στο αντίστοιχο «πηγαδάκι». Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 90 

Volt για 17 ώρες περίπου. Με το πέρας της ηλεκτροφόρησης ακολουθεί αποσύνδεση από το 

βηχάνημα και προσεκτική αφαίρεση του συστήματος πλακών-πηκτώματος από τη συσκευή.
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Ακολουθεί χρώση με AgN03 αφού πρώτα αποσπάσουμε τις 2 γυάλινες πλάκες χωρίς να σπά

σει το πήκτωμα.

1° Βήμα: Προετοιμάζουμε διάλυμα με 400 Η20 , 40 ml αιθανόλης και 2 ml οξικού οξέος. Το

ποθετούμε το πήκτωμα με προσοχή σε πλαστική λεκάνη και προσθέτουμε 200 ml από το πα

ραπάνω μίγμα. Περιμένουμε 3 λεπτά, αφαιρούμε το διάλυμα, προσθέτουμε άλλα 200 ml και 

επαναλαμβάνουμε. Τέλος, ξεπλένουμε με Η20 .

2ο Βήμα: Προετοιμάζουμε το διάλυμα AgN03 (1 gr AgN03 σε 1 I Η20). Προσθέτουμε 200 ml 

διαλύματος AgN03 στην πλαστική λεκάνη με το πήκτωμα μέχρι ότου καλυφθεί πλήρως και 

περιμένουμε 10 λεπτά. Ακολουθεί ξέπλυμα με Η20  (Η αιθανόλη και το οξικά οξύ βοηθάνε να 

εισχωρήσει ο AgN03 εντός των μορίων του πηκτώματος.

3° Βήμα: Προετοιμάζουμε το διάλυμα της εμφάνισης. Σε 200 ml Η20  προσθέτουμε 1 κόκκο 

εμφανιστικού Natriumborhybrid (Fluka), 2 ml φορμαλδεΰδης (Fluka) και 4 gr ΝαΟΗ. Αναδεύ

ουμε σε μαγνητικό αναδευτήρα. Προσθέτουμε 200 ml του διαλύματος στην πλαστική λεκάνη 

με το πήκτωμα και περιμένουμε περίπου 20 λεπτά μέχρι να εμφανιστούν οι χαρακτηριστικές 

μαύρες ζώνες στο πήκτωμα.
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8 .2 .9 . Χ ρησ ιμοποιούμενα  δ ια λύμ α τα

Το διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν κατά την ηλεκτροφόρηση στο μη αποδιατακτικό πή- 

κτωμα ακρυλαμιδίου είναι τα εξής:

ϊ. Δ ιάλυμα α κ ρ υ λ α μ ιδ ίο υ /Δ ις  2 9 :1

Acryfemide

Ν', Ν -methylene-bis acrylamide 

ddH20  μέχρι τα

acrylamide: C3H5NO (MB 71.08) (Sigma, USA)

Ν', N'-methylene-bis acrylamide: C7H10N2O2 (MB 154.2) (Sigma, USA)

ii. 10X TBE

Tris HCL 108 gr

Boric acid 55 gr

EDTA 7 .4 4  gr

ddH20  μέχρι TO 1 I

Trizma Base, minimum, 99.9% titration: C,H„N03 (MB121.14) (Sigma-Aldrich, Germany) 

Boric acid : H3B03 (MB 61.83) (Sigma-Aldrich, Germany)

29 gr 

1 gr 

100 ml

8 .3  Σ τατιστική  Α νάλυση

Τα δημογραφικά και κλινικά στοιχεία των ασθενών αναλύθηκαν ως μέσες τιμές, διάμεσες τι

μές-και ως ποσοστά. Για λόγους στατιστικής ανάλυσης ασθενείς με ΠΜ και στάδιο νόσου > 

ΙΙΑ κατά Durie και Salmon θεωρούνταν ότι έχουν προχωρημένο στάδιο νόσου ενώ ως αναι

μία ορίστηκαν τιμές αιμοσφαιρίνης (Hb) < 10 g/dl. Για τη σύγκριση μέσων τιμών (βιοχημικών 

παραμέτρων και τιμών κυκλινών) μεταξύ υποομάδων των ασθενών χρησιμοποιήθηκε το μη- 

παραμετρικό στατιστικό τεστ Mann-Whitney. Λόγω του σχετικά μικρού δείγματος ασθενών

χρησιμοποιήθηκε η ανάλυση απλής λογιστικής παλινδρόμησης (simple logistic regression ✓
analysis), όπου η κατάσταση μεθυλίωσης του κάθε γονιδίου υπό μελέτη χρησιμοποιούνταν 

ως μοναδική προγνωστική μεταβλητή για να εκτιμηθεί η συσχέτιση με κλινικές παραμέτρους, 

όπως η αναιμία, το στάδιο νόσου, η παρουσία εξωμυελικής ή/και οστικής νόσου (εξαρτώμε-
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νες μεταβλητές). Οι καμπύλες εκτίμησης επιβίωσης έγιναν με τη χρήση της μεθόδου Kaplan 

Meier και η σύγκρισή τους με τη μέθοδο log-rank. Αναλύθηκαν ασθενείς που ήταν εν ζωή ή 

χάθηκαν από την παρακολούθηση στις 15 Μαΐου 2008. Ο σχετικός κίνδυνος θανάτου μεταξύ 

των διαφόρων υποομάδων έγινε με τη χρήση της παλινδρόμησης Cox proportional Hazard με 

μόνο μία προγνωστική μεταβλητή να παραμένει στο τελικό μοντέλο. Τιμές ρ<0.05 θεωρήθη

καν στατιστικώς σημαντικές. Για τα παραπάνω στατιστικά τεστ χρησιμοποιήθηκε το στατιστι

κό πρόγραμμα Stata, release 9.0 (Stata Corp., College Station, Texas, USA).
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9. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

9.1  Κλινικά και Ε ργαστηριακά Ε υρήματα

9 .1 .2  Α σθενείς με MW 

*
Οι ασθενείς με MW που μελετήθηκαν ήταν 2 άνδρες και 2 γυναίκες, με μέση ηλικία 68 έτη 

(μέση τιμή± σταθερά διακύμανσης, 68+ 8,1). Η μέση τιμή αιμοσφαιρίνης (Hb) ήταν 12,35 

g/dl, η μέση τιμή λευκών αιμοσφαιρίων (WBC) ήταν 7,16 χ 106/Ι, η μέση τιμή αιμοπεταλίων 

(PLT) ήταν 179,5 χ 109/Ι, η μέση τιμή IgM ήταν 2334,3 mg/dl, η μέση τιμή β2Μ ήταν 4332 

μg/l, η μέση'τιμή αλβουμίνης ήταν 2,2 g/dl, η μέση τιμή κρεατινίνης ορού ήταν 0,8 mg/dl. 

Κλασσική κυτταρογενετική ανάλυση έγινε σε μία μόνο ασθενή, η οποία και είχε φυσιολογικό 

καρυότυπο.

9 .1 .3  Α σθενείς με ΜΓΑΣ

Μελετήθηκαν 3 ασθενείς με ΜΓΑΣ που ήταν άνδρες ηλικίας 67, 80 και 69 ετών αντίστοιχο. Η 

μονοκλωνική ανοσοσφαιρίνη ήταν τύπου IgG και στους τρεις (μέση τιμή 4150 mg/dl). Η μέ

ση τιμή Hb ήταν 12,3 g/dl, η μέση τιμή WBC ήταν 5,474 χ109/Ι, η μέση τιμή PLT ήταν 176,4 

χ109/Ι, η μέση τιμή β2Μ ήταν 2744,5 μ9/Ι, η μέση τιμή αλβουμίνης ήταν 4,8 g/dl. Κλασσική 

κυτταρογενετική ανάλυση έγινε σε 2 από τους 3 ασθενείς οι οποίοι και είχαν φυσιολογικό 

καρυότυπο.

9 .1 .4  Α σθενείς μ ε  ΠΜ

Μελετήθηκαν 45 ασθενείς, 21 γυναίκες και 24 άνδρες με μέση ηλικία 66,4 έτη (μέση τιμή± 

σταθερά διακύμανσης, 66,4 ± 12,4). Η σταδιοποίηση των ασθενών σύμφωνα με το σύστημα 

Durie-Salmon είχε ως εξής: στάδιο ΙΑ 9 ασθενείς, στάδιο ΙΙΑ στάδιο ΙΙΑ 13, στάδιο ΙΙΙΑ 7 

ασθενείς, ΙΙΙΒ 9 ασθενείς και έρπον μυέλωμα 7 ασθενείς. Η σταδιοποίηση των ασθενών με το 

σύστημα ISS είχε ως εξής: στάδιο I 17/45, στάδιο II 14/45, στάδιο III 13/45. Οστική νόσο 

παρουσίαζαν 25 ασθενείς, εξωμυελική νόσο παρουσίαζαν 12 ασθενείς και ακτινοθεραπεία για 

οστικά κατάγματα ή για ανακούφιση πόνου από βαριά οστική νόσος έλαβαν 11 ασθενείς. Ση- 

μαντική αναιμία (Hb< 10 mg/dl) είχαν 16 ασθενείς ενώ προχωρημένο στάδιο νόσου (DS £ II) 

είχαν 29 ασθενείς (Πίνακας 9. 1) .
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Π ίνακας 9 .1  Κλινικές παράμετροι σχετικές με τη νόσο σε 45 ασθενείς με ΠΜ

Κλινικές Παράμετροι Συχνότητα (ασθενείς) Ποσοστό, %

Αιμοσφαιρίνη< 10mg/dl 16/45 35,5

Οστική Νόσος 25/45 55,5
Εξωμυελική Νόσος 12/45 26,6

Προχωρημένο στάδιο Νόσου (DS>II) 29/45 64,4

Ακτινοθεραπεία 11/45 24,4

Η μέση τιμή Hb για τους ασθενείς με ΠΜ ήταν 10,8 mg/dl, η μέση τιμή WBC ήταν 8,5 χ 109/Ι, 

η μέση τιμή PLT 202,1 χ 109/Ι, η μέση τιμή β2Μ ήταν 5205 pg/l, η μέση τιμή αλβουμίνης ο

ρού (Alb) ήταν 3,4 mg/dl, η μέση τιμή ασβεστίου του ορού ήταν 9,92 mg/dl και η μέση τιμή 

κρεατινίνης ορού ήταν 1,3 mg/dl. Τα κύρια εργαστηριακά ευρήματα των ασθενών με ΠΜ πα

ρουσιάζονται στον Πίνακα 9.2.

Π ίνακας 9 .2 . Εργαστηριακές παράμετροι σε 45 ασθενείς με ΠΜ

Εργαστηριακές Παράμετροι Μέση Σταθερή Δια-
-_

Ελάχιστη Μέγιστη

Τιμή κύμανση (SD) τιμή Τιμή

Hb, mg/dl 10,8 2,37 5,8 16

WBC, χ 109/l 8,5 1,3 2,3 92,1

PLT, χ 109/l 202,1 101,5 9 493

Β2Μ, pg/l 5205,6 5103,2 "  1448 20000

Αλβουμίνη ορού, g/dl 3,4 0.57 2,3 4,7

Κρεατινίνη ορού, mg/dl 1,35 0,9 0,7 6,5

Ασβέστιο ορού, mg/dl 9,92 1,4 8,3 14,6

Φ υ σ ιο λ ο γ ικ ές  Τ ιμές: β2Μ (β2 μικροσφαιρίνη): 700-3400 pg/L, αλβουμίνη ορού: 3,5-5 

mg/dl, κρεατινίνης ορού 0,6-1,2 mg/dl, ασβεστίου ορού: 8,2-10,6 mg/dl

Κλασσική κυτταρογενετική ανάλυση ήταν διαθέσιμη σε 23/45 ασθενείς. Φυσιολογικό καρυό- 

τυπο (46,XX ή 46, ΧΥ) παρουσίαζαν 19/23, ενώ από τους υπόλοιπους, 3 παρουσίαζαν κάρυό-
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τύπο 45,X,-Y, και ένας 47,ΧΥ,+8. Κατά τη διάρκεια της μελέτης σημειώθηκαν 11 θάνατοι 

από τους οποίους οι 5 σχετίζονταν με τη νόσο.

Η διάμεση επιβίωση των 45 ασθενών με ΠΜ που μελετήθηκαν ήταν 7,2 έτη (IQR 3.3-8.Θ) 

(Εικόνα 9.1).

Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κατά Kaplan-Meier

Διάρκεια ανάλυσης σε έτη

Εικόνα 9 .1  Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης με τη μέθοδο Kaplan Meier για τους 45 
ασθενείς με ΠΜ

Οι όνδρες παρουσίασαν μικρότερη επιβίωση σε σχέση με τις γυναίκες αλλά η διαφορά δεν 

ήταγ στατιστικώς σημαντική ρ=0.67 (Εικόνα 9.2)
τ

4 '  *

Οι ασθενείς με οστική νόσο είχαν 5,1 φορές μεγαλύτερο κίνδυνο να καταλήξουν σε θάνατο 

σε .σχέση με τους ασθενείς που δεν παρουσίαζαν οστική νόσο κατά τη διάγνωση (HR= 5.1, 

ρ=0.128) (Εικόνα 9.3).



86

Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κατά Kaplan-M eier

Διάρκεια ανάλυσης σε έτη
Θ ---------- A

Εικόνα 9.2 Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης με τη μέθοδο Kaplan-Meier ανάλογα με το φύλο (Θ: θήλεα, 
Α: άρρενες) σε 45 ασθενείς με ΠΜ

Λ

Ασθενείς με προχωρημένο στάδιο νόσου (DS > II) ήταν 1,6 φορές πιο πιθανό να καταλήξουν 

σε θάνατο σε σχέση με τους ασθενείς που κατά τη διάγνωση ήταν σε αρχικό στάδιο νόσου, 

αλλά αυτή η διαφορά δεν ήταν στατιστικώς σημαντική (ρ=0.553) (Εικόνα 9.4).

Ασθενείς με εξωμυελική νόσο εμφάνισαν 3,4 μεγαλύτερο κίνδυνο θανάτου σε σχέση με τους 

ασθενείς που δεν παρουσίαζαν εξωμυελική νόσο, αλλά το ρ δεν ήταν σε στατιστικώς σημα

ντικά επίπεδα (ρ=0.087) (Εικόνα 9.5).

Ασθενείς με σημαντική αναιμία κατά τη διάγνωση (Hb< 10 mg/dl) είχαν επίσης αυξημένο κίν

δυνο θανάτου (HR=1.8) σε σχέση με αυτούς που δεν ήταν αναιμικοί κατά τη διάγνωση 

(ρ=0.355) (Εικόνα 9.6).
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Εικόνα 9.3 Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κατά Kaplan-Meier ανάλογα με τη παρουσία οστικής νόσου 
σε 45 ασθενείς με ΠΜ
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Αρχικό στάδιο Προχωρημένο στάδιο

Εικόνα 9.4 Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κατά Kaplan-Meier σε 45 ασθενείς ανάλογα με το στάδιο 
νόσου σε 45 ασθενείς με ΠΜ
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Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κστά Kaplan-Meier

Εικόνα 9 .5 Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κατά Kaplan-Meier ανάλογα με την παρουσία εξωμυελικής 
νόσου σε 45 ασθενείς με Π Μ

Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κστά Kaplan-Meier

Χ ω ρ ίς  α ν α ιμ ία -------—  Μ ε α να ιμ ία

Εικόνα 9.6 Καμπύλη εκτίμησης επιβίωσης κατά Kaplan-Meier ανάλογα με την παρουσία αναιμίας σε 
45 ασθενείς με Π Μ
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9 .2  Μ ελέτη τη ς  έ κ φ ρ α σ η ς  τ ω ν  κ υ κ λ ινώ ν  σ ε  α σ θ εν ε ίς  μ ε  ΠΜ

Μελετήθηκε η έκφραση των κυκλινών Dl, D2 και D3 σε 23 ασθενείς (11 άνδρες και 12 γυ

ναίκες) με ΠΜ. Η μέση ηλικία αυτής της ομάδας των ασθενών ήταν 63 έτη. Η σταδιοποίηση 

των ασθενών κατά Durie και Salmon είχε ως εξής: έρπον μυέλωμα 4 ασθενείς, στάδιο ΙΑ 3 

ασθενείς, στάδιο ΙΙΑ 4 ασθενείς, στάδιο ΙΙΙΑ 5 ασθενείς και σταδίου ΙΙΙΒ 7 ασθενείς. Η ταξι

νόμηση με το ISS είχε ως εξής: στάδιο I 7, στάδιο II 8 ασθενείς και στάδιο III 8 ασθενείς. 

Οστική νόσο παρουσίαζαν 15/23 ασθενείς, εξωμυελική νόσο παρουσίαζαν 6/23 ασθενείς ενώ 

σημαντική αναιμία (Hb < 10 g/dl) είχαν 8/23 ασθενείς. Σ' αυτήν την ομάδα ασθενών η μέση 

τιμή Hb ήταν 10,8 g/dl, η μέση τιμή WBC ήταν 6,82 χ 109/Ι, η μέση τιμή PLT ήταν 221 χ 

109/Ι, η μέση,χιμή αλβουμίνης όρου 3,3 mg/dl και η μέση τιμή β2 Μ ήταν 5626 pg/dl.

Κλασσική κυτταρογενετική ανάλυση ήταν διαθέσιμη σε 13/23 ασθενείς. Εκτός από 3 ασθενείς 

που παρουσίασαν καρυότυπο 45, Χ,-Υ, οι υπόλοιποι είχαν φυσιολογικό καρυότυπο.

9 .2 .1  Σ υσχέτιση  τη ς  έκ φ ρ α σ η ς  τ ω ν  κ υ κ λ ινώ ν  D l, D2 και D3 μ ε  κ λ ιν ικ ο ερ γα σ τη ρ ι- 

ακές π α ρ α μ έτρ ο υ ς.

Η έκφραση των κυκλινών Dl, D2 και D3 έγινε όπως αναφέρθηκε και παραπάνω με τη μέθοδο 

RT-PCR. Τα επίπεδα της κάθε κυκλίνης εκφράζονται σε σχέση με το δείγμα με τη χαμηλότερη 

έκφραση. Κάθε δείγμα ασθενούς μελετήθηκε τρεις φορές, οπότε και το τελικό σχετικό αποτέ

λεσμα είναι η μέση τιμή ± τη σταθερά διακύμανσης (Εικόνα 9.7 A, Β, C). Τα αποτελέσματα 

της έκφρασης της κυκλίνης D1 και D2 στους προαναφερθέντες 23 ασθενείς με ΠΜ αναγρά

φονται αναλυτικά στον Πίνακα 9.3, όπου φαίνεται επίσης το στάδιο νόσο και οι τιμές Hb, 

WBC και PLT για κάθε ασθενή.

Η μέση τιμή της κυκλίνης D1 για τους ασθενείς που μελετήθηκαν ήταν 11,2 (±  11,4), ενώ η 

μέση τιμή της κυκλίνης D2 ήταν 4,2 (±  3,6). Οι τιμές της κυκλίνης D1 ήταν στατιστικώς ση

μαντικά υψηλότερες σε σχέση με τις τιμές της κυκλίνης D2 (ρ=0.01) και τις τιμές της D3 

(ρ=?0.004).

Οι μέγιστες, ελάχιστες και μέσες τιμές των κυκλινών Dl, D2 και D3 ανά στάδιο κατά Durie και 

Salmon φαίνονται στους πίνακες 9.8, 9.9, 9.10.
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Εικόνα 9.7 Σχετική έκφραση της κυκλίνης Dl (Α), της κυκλίνης D2 (Β) και της 
κυκλίνης D3 (Γ) σε 23 ασθενείς με ΠΜ
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Στάδιο Νόσου κατά Durie-Salmon

Εικόνα 9.8 Εύρος και μέση τιμή σχετικής έκφρασης της κυκλινης D1 ανά στάδιο κατά Durie 
και Salmon σε 23 ασθενείς με ΠΜ

ί 8
& V* 
-W >

Εικόνα 9.9 Εύρος και μέση τιμή σχετικής έκφρασης της κυκλινης D1 ανά στάδιο κατά Durie 
και Salmon σε 23 ασθενείς με ΠΜ

(

Εικόνα 9.10 Εύρος και μέση τιμή σχετικής έκφρασης της κυκλινης D3 ανά στάδιο κατά Durie 
και Salmon σε 23 ασθενείς με ΠΜ
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Π ίνακας 9 .3  Αναγράφονται αναλυτικά οι μέσες τιμές σχετικής έκφρασης των κυκλινών D1 και D2, το στάδιο νό

σου και οι κύριες αιματολογικές παράμετροι σε 23 ασθενείς με ΠΜ

Ασθ. Έκφραση  
κυκλίνης D1 

Mean 
( ± S D )

Έκφραση  
κυκλίνης D2 

Mean 
(±  SD)

Έκφραση  
κυκλίνης D3 

Mean 
(±  SD)

Στάδιο
Νόσου
κατά
Durie

Salmon

Στάδιο
Νόσου
κατά
ISS

Τιμή
Hb

(g/di)

Τιμή
WBC

x109/L

Τιμή
PLT

xlO 9/
L

#1 2,9 (1 ,7) 9,1 (4,4) 2,2 (0,6) Ι Ι ΙΑ I I 9,2 5,750 188

# 2 21,4 (7 ,7) 2,9 (1 ,2) 1,6 (1 ,1) Ι Ι ΙΒ I I I 9,6 7,920 159

# 3 3,1 (0 ,8) 5,3 (1 ,2) 1,9 (0,9) Ι Ι ΙΒ I I I 8 3,700 180

# 4 3,6 (0 ,5) 5,8 (1 ,0) 1,2 (0,8) ΙΙΑ I 11,6 6,870 371

# 5 1,5 (0 ,3) 3,1 (0 ,6) 2,6 (0 ,9) ΙΑ I 13,8 7,820 274

# 6 43,1 (11,2) 1,6 (0 ,9) 1,9 (0 ,6) ΙΙΙΒ I I I 11,1 11,500 321

# 7 4,2  (1 ,7) 2,4 (0 ,3) 0,4 (0 ,3) ΙΙΑ I I 11,8 16,960 18

# 8 15,2 (2 ,6) 0,5 (0,1) 11,8 (2,9) έρπον I 10,5 4,070 172

# 9 1,8 (0,4) 7,2 (1 ,7) 6,8 (0,9) έρπον I 12,2 5,170 263

# 1 0 1,5 (0,6) 13,3 (1,4) 0,4 (0,3) Ι Ι ΙΒ I I I 8,4 13,030 118

#11 19,8 (6 ,2) 8,4  (3 ,1) 1,7 (1) Ι Ι ΙΑ I I 12,9 6,280 199

#12 7,2 (4,2) 1,9 (0,8) 8,3 (1,7) έρπον I I 9,9 4,560 198

#13 1,3 (0 ,5) 2,7 (1,0) 1,4 (0,8) έρπον * 10,9 5,710 214

#14 1,7 (0,9) 1,4 (0,6) 5,4 (0,2) ΙΙΑ I I 11,4 8,220 160

#15 14,8 (2 ,1) 0,1 (0) 0,7 (0,5) ΙΙΙΑ I I 10,4 4,580 251

#16 21,5 (7 ,3) 5,7 (0,9) 2,2 (0,76) ΙΑ I 14 4,280 218

#17 1,1 (0,2) 2,4 (0,9) 1,4 (0,7) ΙΙΙΑ I 12,5 4,100 254

# 1 8 16,7 (6,2) 1,8 (0 ,5) 6,2 (1 ,9) ΙΑ I 13,7 7,430 493

# 1 9 14,3 (3,8) 12,1 (2 ,0) 5,3 (1,4) ΙΙΙΒ I I I 7,4 5,960 197

# 20 31,6 (10,9) 1,4 (0 ,3) 8,6 (2,1) ΙΙΑ u 10,3 5,370 381

#21 5,6 (1 ,0) 1,0 (0 ,3) 2,2 (0 ,4) ΙΙΙΒ I I I 6,8 4,970 9

#22 2,5 (2.6) 1,6 (0.1) 1,2 (0,3) ΙΙΙΑ I I 8.5 4,324 134

#23 11,8 (10.9) 3,8 (0.3) 4,7 (0,6) ΙΙΙΒ I I I 9.1 5,320 167

Mean (± SD) : Μέση τιμή (± Σταθερά διακύμανσης), ISS: International Scoring System, 
Hb=haemoglobin: αιμοσφαιρίνη, WBC=white blood cells: λευκά αιμοσφαίρια, PLT=Platelets: αιμοπε
τάλια
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Ασθενείς με υψηλή έκφραση κυκλίνης D1 δεν είχαν μεγαλύτερη πιθανότητα να έχουν αναιμία 

σε σχέση με τους ασθενείς με χαμηλή έκψραση (ρ=0.7). Ασθενείς με υψηλή έκφραση κυκλί

νης D1 είχαν τον ίδιο κίνδυνο να εμφανίσουν εξωμυελική νόσο (OR=l, ρ=0.5) και προχωρη

μένο στάδιο νόσου (OR=l, ρ=0.68) ενώ είχαν αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης οστική νόσου 

(OR=1.5, ρ=0.5). Δεν παρατηρήθηκε διαφορά στις τιμές τις αλβουμίνης ορού ανάμεσα σε 

ασθενείς με υψηλή και χαμηλή έκφραση κυκλίνης D1 (μέση τιμή 3,34 g/dl και για τις δύο ο- 

μάδέξ, ρ=0.9). Ασθενείς με υψηλή έκφραση κυκλίνης D1 είχαν και υψηλότερες τιμές β2 μι- 

κροσφαιρίνης (6319,1 μς/IL έναντι 4862,9 μς/Ι, ρ=0.5).

Ασθενείς με υψηλή έκφραση κυκλίνης D2 είχαν μεγαλύτερο κίνδυνο να έχουν οστική νόσο 

(OR=1.8, ρ=0.6) και προχωρημένο στάδιο νόσου (OR=1.8, ρ=0.57), ενώ η υψηλή έκφραση 

δε συσχετίσθηκε με την εξωμυελική νόσο ή την αναιμία (OR=0.5, ρ=0.6 και OR=0.3, ρ=0.3 

αντίστοιχα). Ασθενείς με χαμηλή έκφραση κυκλίνης D2 είχαν μέση τιμή αλβουμίνης ορού 

3,37 g/dl ενώ ασθενείς με υψηλή έκφραση είχαν μέση τιμή αλβουμίνης ορού 3,26 g/dl. Η δι

αφορά αυτή δεν ήταν στατιστικώς σημαντική (ρ=0.66). Η μέση τιμή β2Μ για τους ασθενείς 

με υψηλή έκφραση ήταν 6362,8 pg/l ενώ για τους ασθενείς με χαμηλή έκφραση ήταν 5172,0 

pg/L διαφορά στατιστικώς μη σημαντική (ρ=0.62).

Ασθενείς με υψηλή έκφραση κυκλίνης D3 είχαν τριπλάσια πιθανότητα να ευρίσκονται σε προ

χωρημένο στάδιο της νόσου (OR=3, ρ=0.3). Η υψηλή έκφραση της κυκλίνης D3 δε συσχετί

σθηκε ωστόσο με την οστική νόσο (OR=0.7, ρ=1), την εξωμυελική νόσο (OR=0.75, ρ=1) ή 

την αναιμία (OR=1.8, ρ=0.65), Ασθενείς με υψηλή έκφραση D3 είχαν μέση τιμή αλβουμίνης 

ορού 3,47 g/dl (± 0,3) ενώ ασθενείς με χαμηλή έκφραση είχαν μέση τιμή αλβουμίνης ορού 

2,97 g/dl (±  0,5). Η διαφορά δεν ήταν στατιστικώς σημαντική (ρ=0.2). Επίσης η μέση τιμή 

β2Μ των ασθενών με υψηλή έκφραση ήταν 6170 pg/l (±3543) ενώ για τους ασθενείς με χα

μηλή έκφραση ήταν 3,968 pg/l (±2381) διαφορά στατιστικώς μη σημαντική (ρ=0.35).
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Η κατάσταση μεθυλίωσης του υποκινητή του ρ57 μελετήθηκε σε 45 ασθενείς με ΠΜ, 3 με 

ΜΓΑΣ και 4 με MW.

Μεθυλίωση του υποκινητή του ρ57 δεν παρατηρήθηκε στα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν 

ως μάρτυρες. Όλα τα δείγματα ασθενών που μελετήθηκαν δεν έδειξαν μπάντα που να αντι

στοιχεί στο μεθυλιωμένο αλλήλιο του ρ57 (Εικόνα 9.11), ενώ η μπάντα που αντιστοιχούσε 

στο μη μεθυλιωμένο αλλήλιο ήταν καθαρά ορατή σε όλους (257). Το ολικά μεθυλιωμένο DNA 

που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας σε κάθε ζεύγος αντιδράσεων ήταν πάντα θετικό.

9.3 Μελέτη της μεθυλίωσης του υποκινητή του ρ57 σε ασθενείς με μονοκλωνικές

γαμμαπάθειες

Εικόνα 9.11. Π α ρ α τή ρ η σ η  τ ω ν  π ρ ο ϊό ν τ ω ν  α ντ ίδ ρ α σ η ς  PCR για  τη  κα τά σ τα σ η  μ εθ υ λ ίω σ η ς  του γον ιδ ί

ο υ  CDKN1C α π ό  3 α σ θ ενε ίς  ( #  1, 2 , 3 ) με  ΠΜ μετά α π ό  η λεκτρ ο φ ό ρ η σ η  σε πη κτή  αγαρόζης 2 ,5 % . 

Χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  ζεύγη ε κ κ ιν η τ ώ ν  ε ιδ ικά  σ χ ε δ ια σ μ έ ν ω ν  για  τ η ν  π ερ ίπ τω σ η  που  η περ ιοχή  είνα ι μεθυ - 

λ ιω μ έ ν η  (Μ ) κα ι γ ια  τ η ν  π ε ρ ίπ τ ω σ η  π ο υ  δ εν  ε ίνα ι μ εθ υ λ ιω μ ένη  (U ). Σε κά θε α ντ ίδρ α σ η  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή 

θ η κ ε  ο λ ικά  μ ε θ υ λ ιω μ έ ν ο  DN A το  ο π ο ίο  λε ιτο υ ρ γ ο ύ σ ε  ω ς  θετ ικός  μά ρτυρα ς (c n tr  m e th ). Και ο ι 3 α σ θ ε

νε ίς  β ρ έθ η κα ν  μ η  μ ε θ υ λ ιω μ έ ν ο ι. (m : 100 bp  la d d e r)

9 .4  Μ ελέτη τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  το υ  υ π ο κ ινη τή  το υ  ΤΡ73σζ α σ θ ενε ίς  μ ε μ ο νοκλω νικές 

γ α μ μ α π ά θ ε ιε ς

Η κατάσταση μεθυλίωσης του υποκινητή του ΤΡ73 μελετήθηκε σε 45 ασθενείς με ΠΜ, 3 με 

ΜΓΑΣ και 4 με MW. Μεθυλίωση του υποκινητή του ΤΡ73 δεν παρατηρήθηκε στα δείγματα 

που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. Όλα τα δείγματα ασθενών, εκτός από 1, που μελετήθη

καν δεν έδειξαν μπάντα που να αντιστοιχεί στο μεθυλιωμένο αλλήλιο του ΤΡ73, ενώ η μπά

ντα που αντιστοιχούσε στο μη μεθυλιωμένο αλλήλιο ήταν καθαρά ορατή σε όλους. Το ολικά 

μεθυλιωμένο DNA που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας σε κάθε ζεύγος αντιδράσεων 

ήταν πάντα θετικό (Εικόνα 9.12).
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Εικόνα 9.12 Παρατήρηση των προϊόντων αντίδρασης PCR για τη κατάσταση μεθυλΐωσης του γονιδί
ου ΤΡ73 από 7 ασθενείς με ΠΜ (A # 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,) και από 3 ασθενείς (Β # 1, 2, 3) με MW μετά 
από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 14%. Χρησιμοποιήθηκαν ζεύγη εκκινητών ειδικά 
σχεδιασμένων για την περίπτωση που η περιοχή είναι μεθυλιωμένη (Μ) και για την περίπτωση που δεν 
είναι μεθυλιωμένη (U). Σε κάθε αντίδραση χρησιμοποιήθηκε ολικά μεθυλιωμένο DNA το οποίο λειτουρ
γούσε ως θετικός μάρτυρας (Β: cntr meth). Όλοι οι ασθενείς βρέθηκαν μη μεθυλιωμένοι. Το μεθυλιω- 
μένο προϊόν της αντίδρασης ήταν 60 bp και το μη μεθυλιωμένο 69 bp.

9 .5  Μ ελέτη τη ς  μ εθ υ λ ΐω σ η ς  το υ  υ π ο κ ινη τή  το υ  CDKN2B (ρ15ΙΝ Κ 4Β ) σ ε  α σ θ εν ε ίς  

με μ ονοκ λω νικ ές γα μ μ α π ά θ ε ιες  και σ υ σ χέτ ισ η  μ ε  κ λ ιν ικ ο ερ γ α σ τη ρ ια κ ές  π α ρ α μ έ 

τρ ο υ ς

Η κατάσταση μεθυλΐωσης του CDKN2B μελετήθηκε σε 45 ασθενείς με ΠΜ, 3 ασθενείς με 

ΜΓΑΣ και 4 με MW. Μεθυλίωση του υποκινητή του CDKN2B παρατηρήθηκε σε 13/45 ασθε

νείς με ΠΜ (28,8%), 2 ασθενείς με WM και σε κανένα ασθενή με ΜΓΑΣ, ενώ δεν παρατηρή

θηκε σε κανένα από τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. Το ολικά μεθυλιωμένο 

DNA που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας σε κάθε ζεύγος αντιδράσεων ήταν πάντα 

θετικό (Εικόνα 9.13).
*

Οι ασθενείς με μεθυλιωμένο τον υποκινητή του CDKN2B είχαν διάμεση επιβίωση 7,5 έτη ενώ 

οι ασθενείς με μη μεθυλιωμένο το γονίδιο είχαν διάμεση επιβίωση 8,8 έτη. Οι ασθενείς με με- 

θυλιωμένο το CDKN2B (ρ15ΙΝΚ4Β) ήταν 2,1 φορές πιο πιθανό να καταλήξουν σε θάνατο 

(HR*2.1, ρ=0.04), ήταν 2,5 φορές πιο πιθανό να έχουν προχωρημένο στάδιο νόσου 

(OR=2.5, ρ=0.04) και 3,1 φορές πιο πιθανό να έχουν αναιμία κατά τη διάγνωση (OR=3.1, 

ρ=0,03). Αντίθετα, η μεθυλίωση του υποκινητή του CDKN2B (ρ16ΙΝΚ2Β) δεν ήταν προγνω-
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σηκός δείκτης ανάπτυξης οσπκής (OR=0.95, ρ=0.3) ή εξωμυελικής νόσου (OR=0.78, 

ρ=0.7). Η κατάσταση μεθυλίωσης του CDKN2B (ρ15ΙΝΚ4Β) ανάλογα με το στάδιο νόσου κα

τά Durie-Slamon σε ασθενείς με ΠΜ φαίνεται στην εικόνα 9.14.

Εικόνα 9.13. Π α ρ α τή ρ η σ η  τ ω ν  π ρ ο ϊό ντω ν  α ντ ίδ ρ α σ η ς  PCR για  τη κατάσ τασ η  μ εθ υ λ ίω σ η ς  του  

γ ο ν ιδ ίο υ  CDKN2B α π ό  7 α σ θενε ίς  με  ΠΜ μετά α πό  η λεκτρ ο φ ό ρ η σ η  σε πηκτή  αγαρόζης 2 ,5 % . 

Χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  ζεύγη ε κ κ ιν η τ ώ ν  ε ιδ ικά  σ χ εδ ια σ μ ένω ν  για τ η ν  π ερ ίπ τω σ η  που η περ ιοχή είναι 

μ ε θ υ λ ιω μ έ ν η  (Μ ) και γ ια  τ η ν  π ε ρ ίπ τ ω σ η  που  δεν είνα ι μ εθ υ λ ιω μ ένη  (U ). Σε κάθε αντ ίδρ α σ η  χ ρ η σ ι

μ ο π ο ιή θ η κ ε  ο λ ικά  μ ε θ υ λ ιω μ έ ν ο  DNA το  ο π ο ίο  λε ιτο υ ρ γο ύ σ ε  ω ς  θετικός μάρτυρας (C m ).

Δε βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση μεταξύ της κατάστασης μεθυλίωσης του 

CDKN2B και τ ω ν  επιπέδων της β2Μ (ρ=0.48) ή της αλβουμίνης του ορού (ρ=0.46).

U M U M U M U M U M U M U M

U Μ U Μ

Smoldering ΙΑ 
ΜΜ

ΙΑ ΙΙΑ ΙΙΙΑ ΙΙΙΒ

Ο μεθυλιωμένο CDKN2B 

■ Μη μεθυλιωμένο CDKN2B

Στάδιο Νόσου κατά Durie και Salmon

Εικόνα 9 .14 Κ ατάσ τασ η  μ εθ υ λ ίω σ η ς  του  CDKN2B α νά λο γα  με  το  σ τά δ ιο  της νό σ ο υ  κατά  

D u rie - S a lm on σε ασ θενε ίς  με  ΠΜ
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9 .6  Μ ελέτη τη ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς το υ  υ π ο κ ινη τή  το υ  CDKN2A (ρ16ΙΝ Κ 4Α ) σ ε α σ θ ενε ίς  

με μ ονοκλω νικές γα μ μ α π ά θ ε ιες  και σ υ σ χέτ ισ η  με κ λ ιν ικ ο ερ γα σ τη ρ ια κ ές  π α ρ α μ έ

τρ ο υ ς

Η κατάσταση μεθυλίωσης του CDKN2A μελετήθηκε σε 45 ασθενείς με ΠΜ, 3 ασθενείς με 

ΜΓΑΣ και 4 με MW.0 υποκινητής του CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) βρέθηκε μεθυλιωμένος σε 14/45 

ασθενείς (31%) με ΠΜ, σε 1/4 ασθενείς με WM (25%), και σε κανένα ασθενή με ΜΓΑΣ (Εικό

να 9.15). Δεν παρατηρήθηκε μεθυλίωση σε κανένα από τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν 

ως μάρτυρες. Το ολικά μεθυλιωμένο DNA που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας σε κάθε 

ζεύγος αντιδράσεων ήταν πάντα θετικό (258).

■κ.

Οι ασθενείς με μεθυλιωμένο τον υποκινητή του CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) είχαν διάμεση επιβίωση

7,1 έτη ενώ οι ασθενείς με μη μεθυλιωμένο το γονίδιο είχαν διάμεση επιβίωση 8,8 έτη.

y * 
bfc '

>*- a

cntr
Μ

2 4

I

Εικόνα 9.15 Π αρατήρηση τω ν  π ρ ο ϊό ντω ν  α ντ ίδ ρ α σ η ς  PCR γ ια  τη  κα τά σ τα σ η  μ ε θ υ λ ίω σ η ς  τ ο υ  γ ο ν ιδ ί

ου CDKN2A α π ό  5 ασθενείς  ( #  1, 2, 3, 4 , 5 ) μ ε  ΠΜ μετά  α π ό  η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η  σ ε  π η κτή  αγαρόζης  

2 ,5 % . Χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κα ν  ζεύγη ε κκ ινη τώ ν  ε ιδ ικά  σ χ ε δ ια σ μ έ ν ω ν  γ ια  τ η ν  π ερ ίπ τ ω σ η  π ο υ  η  π ερ ιο χ ή  είνα ι 

μεθυ λ ιω μ ένη  (Μ ) και για τ η ν  περ ίπ τω σ η  που δ εν  ε ίνα ι μ ε θ υ λ ιω μ έ ν η  (U ). Σε κά θε  α ντ ίδ ρ α σ η  χ ρ η σ ιμ ο 

π ο ιή θηκε  ολ ικά  μ εθ υ λ ιω μ ένο  DNA το  οπο ίο  λε ιτο υ ρ γ ο ύ σ ε  ω ς  θετ ικός  μά ρ τυρα ς  (c n tr  m e th ) . Και ο ι α 

σθενείς # 3  και # 4  β ρ έθηκα ν  μ εθ υ λ ιω μ ένο ι. (m : 100 bp  la d d e r)

Στην ομάδα των ασθενών με μεθυλιωμένο τον υποκινητή του ρ16 η μέση τιμή Hb 

ήταν 10,9 g/dl, η μέση τιμή WBC ήταν 8,6 χ 109/Ι, η μέση τιμή αιμοπεταλίων ήταν 303 χ 

109/Ι Π μέση τιμή αλβουμίνης ορού ήταν 3,4 gr/dl, η μέση τιμή β2Μ ήταν 8580 μg/l, η μέση 

τιμή Ca++opoO ήταν 9,8 mg/dl.

Οι ασθενείς με μεθυλιωμένο το CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) ήταν 1,9 φορές πιο πιθανό να
S

αποβιώσουν (HR=1.9, ρ=0.327), ήταν 1,9 φορές πιο πιθανό να έχουν προχωρημένο στάδιο
m
νόσου (OR=l,9, ρ=0.377) και 1,4 φορές πιο πιθανό να έχουν αναιμία κατά τη διάγνωση 

(OR=1.4, ρ=0.6). Αντίθετα, η μεθυλίωση του υποκινητή του CDKN2A (ρ16ΙΝΚ4Α) δεν ήταν
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προγνωστικός δείκτης της ανάπτυξης οστικής (OR=0.55, ρ=0.3) ή εξωμυελικής νόσου 

(OR=0.88, ρ=0.8). Δε βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση μεταξύ της κατάστασης 

μεθυλίωσης του ρ16 και των επιπέδων της β2 μικροσφαιρίνης (ρ=0.58) ή της αλβουμίνης 

του ορού (ρ=0.26). Στην εικόνα 9.16 φαίνεται σχηματικά η μεθυλίωση του CDKN2A 

(ρ16ΙΝΚ4Α) ανάλογα με το στάδιο νόσου κατά Durie και Salmon σε ασθενείς με ΠΜ.

Ο μεθυλιωμένο CDKN2A 
■ Μη μεθυλιωμένο CDKN2A

Εικόνα 9.16 Κατάσταση μεθυλίωσης του CDKN2A ανάλογα με το στάδιο της νόσου κατά Durie- 
Salmon σε ασθενείς με Πολλαπλό Μυέλωμα

9 .7  Μ ελέτη τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  το υ  υ π ο κ ινη τή  το υ  γ ο ν ιδ ίο υ  το υ  S n k /P lk 2  σ ε  α σ θ ενε ίς  

μ ε  μ ο νο κ λ ω ν ικ έ ς  γ α μ μ α π ά θ ε ιε ς  και σ υ σ χέτ ισ η  μ ε κ λ ιν ικ ο εργα σ τη ρ ια κ ές  π α ρ α μ έ

τ ρ ο υ ς  "

Η κατάσταση μεθυλίωσης του Snk/plk2 μελετήθηκε σε 45 ασθενείς με ΠΜ, 3 ασθενείς με 

ΜΓΑΣ και 4 με MW. Ο υποκινητής του γονιδίου Snk/Plk2 βρέθηκε μεθυλιωμένος σε 27/45 

ασθενείς (60%) με ΠΜ, σε 3/4 ασθενείς με WM (75%) αλλά σε κανένα ασθενή με ΜΓΑΣ. Δεν 

παρατηρήθηκε μεθυλίωση του γονιδίου σε κανέναν από τους μάρτυρες, ενώ το ολικά μεθυ- 

λιωμένο DNA που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας σε κάθε ζεύγος αντιδράσεων ήταν 

πάντα θετικό.

Ασθενείς με μεθυλιωμένο το Snk/plk2 είχαν διάμεση επιβίωση 7,1 έτη, ενώ ασθενείς με μη 

μεθυλιωμένο το Snk/plk2 είχαν διάμεση επιβίωση"8,8 έτη. Η κατάσταση μεθυλίωσης του
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Snk/plk2 δεν ήταν προγνωστικός δείκτης της συνολικής επιβίωσης (HR=0.6, ρ=0.5). Επίσης 

δε βρέθηκε συσχέτιση με την οστική νόσο (OR=0.56, ρ=0.3), την εξωμυελική νόσο 

(OR=0.3, ρ=0.1), την αναιμία (OR=0.5, ρ=0.,3) ή το προχωρημένο στάδιο νόσου (OR=0.8, 

ρ=0.7).

Όσον αφορά τις βιοχημικές παραμέτρους δε βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση με

ταξύ 1ης κατάστασης μεθυλίωσης του γονιδίου και των τιμών της β2Μ του ορού (ρ=0.8) και 

της αλβουμίνης του ορού (ρ=0.3). Στην εικόνα 9.17 φαίνεται η μεθυλίωση του Snk/Plk2 α

νάλογα με το στάδιο νόσου κατά Durie και Salmon σε ασθενείς με ΠΜ.

Εικόνα 9.17 Κατάσταση μεθυλίωσης του snk/plk2 ανάλογα με το στάδιο της νόσου κατά Durie- 
Salmon σε ασθενείς με ΠΜ

4 **

9 .8  Μ ελέτη τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  το υ  υ π ο κ ιν η τή  τ ο υ  VHL σ ε  α σ θ ε ν ε ίς  μ ε  μ ο νο κ λ ω ν ικ ές  

γα μ μ α π ά θ ε ιες  και σ υ σ χέτ ισ η  με κ λ ιν ικ ο ερ γ α σ τη ρ ια κ ές  π α ρ α μ έτρ ο υ ς

Η κατάσταση μεθυλίωσης του VHL μελετήθηκε σε 45 ασθενείς με ΠΜ, 3 ασθενείς με ΜΓΑΣ 

και 4 με MW. Μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου VHL παρατηρήθηκε σε 15/45 ασθενείς 

με ΠΜ (33,3%) κατά τη διάγνωση και σε 4 /4  ασθενείς με MW (100%). Κανένα από τα δείγ

ματα που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες δεν παρουσίασε μεθυλίωση του VHL και το ολικά



μεθυλιωμένο DNA που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας σε κάθε ζεύγος αντιδράσεων 

ήταν πάντα θετικό (Εικόνα 9.18).

Ιδιαίτερα ενδιαφέρον εύρημα ήταν ότι 3 ασθενείς που δεν ήταν μεθυλιωμένοι για το συγκε

κριμένο γονίδιο κατά τη διάγνωση, βρέθηκαν μεθυλιωμένοι κατά την πρόοδο νόσου που και 

στους 3 ασθενείς χαρακτηριζόταν από βαριά οστική και εξωμυελική νόσο.

Η διάμεση επιβίωση των ασθενών που βρέθηκαν μεθυλιωμένοι ήταν 7,1 έτη, ενώ για τους 

ασθενείς που δεν ήταν μεθυλιωμένοι 8,8 έτη. Οι ασθενείς με μεθυλιωμένο υποκινητή του 

VHL ήταν 1,3 φορές πιο πιθανό να καταλήξουν σε σχέση με τους ασθενείς με μη μεθυλιωμέ- 

νο τον υποκινητή (ρ=0.6). Οι ασθενείς με μεθυλιωμένο τον υποκινητή του VHL ήταν 7,5 φο

ρές πιο πιθανό να έχουν οστική νόσο, διαφορά στατιστικώς σημαντική (ρ=0.018), 2 φορές 

πιο πιθανό να έχουν αναιμία (OR=2.0, ρ=0.2), 2,3 φορές πιο πιθανό να έχουν εξωμυελική 

νόσο (OR=2.3, ρ=0.228), ενώ δεν είχαν πιο αυξημένο κίνδυνο να έχουν προχωρημένο στά

διο νόσου (OR=l.l, ρ=0.82) (Εικόνα 9.19).

Εικόνα 9 .1 8  Παρατήρηση των προϊόντων αντίδρασης PCR για τη κατάσταση μεθυλίωσης του γονιδί
ου VHL από 4 ασθενείς (#  1, 2, 3, 4, ) με ΠΜ μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2,5%. 
Χρησιμοποιήθηκαν ζεύγη εκκινητών ειδικά σχεδιασμένων για την περίπτωση που η περιοχή είναι μεθυ- 
λιωμένη (Μ) και για την περίπτωση που δεν είναι μεθυλιωμένη (U). Σε κάθε αντίδραση χρησιμοποιή
θηκε ολικά μεθυλιωμένο DNA το οποίο λειτουργούσε ως θετικός μάρτυρας (cntr meth). Και οι ασθενείς 
#1 και #4  βρέθηκαν μεθυλιωμένοι.

Δε βρέθηκε στατιστικώς σημαντική σχέση με τα επίπεδα β2 Μ (ρ=0.56) ορού ή της αλβουμί- 

νης ορού (ρ=0.46).

ΐ\ά3
»;*ΐ

ιιυύ
3
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Εικόνα 9.19 Κατάσταση μεθυλίωσης του VHL ανάλογα με το στάδιο της νόσου κατά Durie- Salmon 

σε ασθενείς με ΠΜ

9 .9  Μ ελέτη σ υ σ χέτ ισ η ς  μ ετα ξύ  τ ω ν  γ ο ν ιδ ίω ν

To Pearson's χ2 test χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο συσχέτισης μεταξύ των γονιδίων, όπως 

φαίνεται και στον Πίνακα 8.4. Δε βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση (ρ=0.4). Ωστό

σο, ασθενείς με μεθυλιωμένο το VHL ήταν 1,5 φορές πιο πιθανό να έχουν μεθυλιωμένο και 

το ρ16 (ρ=0.4).

VHL P16 Snk/plk2

VHL 1.0

Ρ16 0.09666 1.0

Snk/plk2 -0,0366 0.1021 1.0

P15- 0.085 0.09 0.3

Pearson chi2(l) = 0.4958 Pr = 0.481
Π ίνακας 8 .4  Συσχέτιση των γονιδίων που βρέθηκαν μεθυλιωμένο σε ασθενείς με ΠΜ 

(Pearson chi2 test, ρ=0.4)
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10. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

10.1 Μ ελέτη τη ς  έκ φ ρ α σ η ς  και τη ς  κ λ ιν ική ς σ η μ α σ ία ς τω ν  κ υ κ λ ινώ ν  τύ π ο υ  D σ ε 

α σ θενείς  με ΠΜ

Τα μυελωματικά κύτταρα σπάνια πολλαπλασιάζονται. Έτσι, η άθροισή τους στο μυελό των 

οστών οφείλεται κυρίως σε διαταραχές απόπτωσης. Τα μυελωματικά κύτταρα πιστεύεται ότι 

αποτελούν το κακοήθες ομόλογο των πλασματοκυττάρων επειδή η έκκριση ανοσοσφαιρίνης 

είναι ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό αυτής της κακοήθειας. Η ικανότητα για έκκριση ανοσο

σφαιρίνης βέβαια, ποικίλει από ασθενή σε ασθενή, και ορισμένα μυελωματικά κύτταρα μοιά

ζουν με άωρρ πλασματοκύτταρα. Μέσα στον πληθυσμό των μυελωματικών κυττάρων στο 

μυελό των οστών, έχει βρεθεί ότι ένα μικρό ποσοστό των κυττάρων μπορεί να αυτο- 

ανανεώνεται και να διαφοροποιείται προς πλασματοκύτταρο. Αυτά τα κύτταρα έχει προταθεί 

ότι αποτελούν τα προγονικά μυελωματικά κύτταρα. Η ικανότητα τους να πολλαπλασιάζονται 

υποδηλώνει ότι βρίσκονται υπό τον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου και διαταραχές του ελέγ

χου του κυτταρικού κύκλου μπορεί να οδηγήσουν σε ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό τους.

Οι πρώτες μελέτες που ανέφεραν υπερέκφραση των κυκλινών, και πιο συγκεκριμένα της κυ- 

κλίνης D1, ήταν στις αρχές της δεκαετίας του '90 και αφορούσαν κυρίως Β λεμφοκυτταρικές 

υπερπλασίες. Η πρώτη αναφορά υπερέκφρασης της κυκλίνης D1 στο ΠΜ, έγινε από τον 

Kobayashi και συν, το 1995 σε ένα ασθενή που είχε τη μετάθεση t(ll;14 )(q l3 ;q 32) (259). 

Μελέτες που ακολούθησαν συσχέτισαν την υπερέκφραση των κυκλινών της οικογένεια D με 

την παθογένεια του ΠΜ (260-262). Φάνηκε επίσης, ότι διαταραχές της έκφρασης των κυκλι- 

νών D μπορεί να οφείλονται σε μεταθέσεις που συμβαίνουν στην περιοχή της βαριάς αλυσί

δας (IgH) ή να συμβαίνουν ανεξάρτητα από αυτές (263).

Στην παρούσα διατριβή, παρατηρήθηκε αυξημένη έκφραση των κυκλινών τύπου D σε ασθε

νείς με ΠΜ. Η έκφραση της κυκλίνης D1 ήταν υψηλότερη σε σχέση με την έκφραση της κυ

κλίνης D2, και στατιστικώς σημαντικά υψηλότερη από την κυκλίνη D3, εύρημα που έχει επι

βεβαιωθεί και από άλλες μελέτες. Αν και οι ασθενείς με αυξημένη έκφραση κυκλίνης D1 είχαν 

την τάση να έχουν υψηλότερες τιμές β2Μ -η οποία φαίνεται να αποτελεί ανεξάρτητο προ

γνωστικό παράγοντα κινδύνοτ- και να εμφανίζουν οστική νόσο, δε βρέθηκε διαφορά όσον 

αφορά το στάδιο της νόσου και τη συνολική επιβίωση. Όσον αφορά την έκφραση της κυκλί

νης D2, παρατηρήθηκε ότι ασθενείς με αυξημένη έκφραση της κυκλίνης D2 είχαν την τάση
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να έχουν προχωρημένο στάδιο νόσου και οστική νόσο. Ασθενείς με υψηλή έκψραση D3 εί

χαν την τάση να έχουν πιο προχωρημένο στάδιο νόσου. Παρόλο που η αυξημένη έκφραση 2 

από τις 3 κυκλίνες παρατηρήθηκε κυρίως σε ασθενείς με προχωρημένο στάδιο νόσου, δεν 

παρατηρήσαμε διαφορά ως προς τη συνολική επιβίωση.

Αν και αρχικά η υπερέκφραση των κυκλινών, ιδιαίτερα τύπου D, είχε συσχετισθεί με δυσμενή 

πρόγνωση, με το πέρασμα του χρόνου και την πιο λεπτομερή γονιδιακή και μοριακή μελέτη 

των ασθενών αναγνωρίσθηκαν υπο-ομάδες ασθενών με αυξημένη έκφραση κυκλινών και ευ

νοϊκή πρόγνωση. Επιπλέον, παραδόξως η υπερέκφραση των κυκλινών D δεν έχει συσχετισθεί 

με αύξηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των μυελωματικών κυττάρων.

Αρχικές μελέτες είχαν δείξει ότι η ενίσχυση του γονιδίου της κυκλίνης D1 ή η παρουσία της 

μετάθεσης t ( ll;1 4 )  συνιστούσαν δυσμενείς προγνωστικούς παράγοντες (264,265). Άλλες με

λέτες έδειξαν ότι η μετάθεση t( ll;1 4 )  δεν έχει σχέση με την επιβίωση ή την απόκριση στη 

θεραπεία (266,267). Πρόσφατα η παρουσία της κυκλίνης D1 βρέθηκε να είναι ευνοϊκός προ

γνωστικός παράγοντας (268). Συγκεκριμένα, σε ασθενείς με ΠΜ και μετάθεση t( ll;1 4 ) ή τρι- 

σωμία 11 (με επακόλουθη υπερέκφραση της κυκλίνη D1 και στις δύο περιπτώσεις) παρατη

ρήθηκε καλύτερη συνολική επιβίωση, καλύτερη απόκριση στην εντατική χημειοθεραπεία και 

μεγαλύτερη διάρκεια ύφεσης μετά από αυτόλογη μεταμόσχευση (198,269,270). Αυτές οι πα

ρατηρήσεις βρίσκονται σε καλή συσχέτιση με το γεγονός ότι μυελωματικά κύτταρα που εκ

φράζουν την κυκλίνη D1 έχουν χαμηλότερο δείκτη πολλαπλασιασμού. Έτσι, η υπόθεση ότι η 

υπερέκφραση της κυκλίνης D1 οδηγεί σε ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό των πλασματοκυττά- 

ρων δεν υποστηρίζεται από τα προαναφερθέντα κλινικά ευρήματα. Αυτή η φανερή ασυμφω

νία μεταξύ του υποτιθέμενου ρόλου της κυκλίνης D1 στην ευόδωση του πολλαπλασιασμού 

και της μη-διαιρετικής κατάστασης των μυελωματικών κυττάρων που εκφράζουν την κυκλίνη 

D1, έχει ενισχυθεί από πρόσφατες μελέτες σε ασθενείς με ΜΓΑΣ και συστηματική αμυλοείδω- 

ση από ελαφρές αλύσους (AL). Αν και τα μυελωματικά κύτταρα είναι κύτταρα με χαμηλό δεί

κτη πολλαπλασιασμού, το ποσοστό της φάσης S είναι υψηλότερο από αυτό των φυσιολογι

κών πλασματοκυττάρων (271). Αντίθετα, σε ασθενείς με ΜΓΑΣ και AL,to ποσοστό των παθο

λογικών πλασματοκυττάρων που βρίσκονται στη φάση S είναι συγκρίσιμο με αυτό των φυ

σιολογικών πλασματοκυττάρων, και οι μεταθέσεις της περιοχής IgH είναι συχνές, ιδιαίτερα οι 

t(ll;14 )(q l3 ;32 ).
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Όσον αφορά την κυκλίνη D2, η προγνωστική και κλινική της αξία δεν έχει πλήρως διευκρινι- 

σθεί. Υψηλή της έκφραση έχει συσχετισθεί με δυσμενή πρόγνωση μόνο σε ασθενείς που ταυ

τόχρονα υπερεκφράζουν ένα από τα γονίδια c-MAF, FGFR3/MMSET ή MAFB.

Αν και η κυκλίνη D1 θεωρείται ως πρωτο-ογκογονίδιο (272), ενδείξεις υπάρχουν ότι δεν είναι 

ογκογενετικό γονίδιο per se σε Β λεμφοκύτταρα in vivo. Μελέτες σε διαγονιδιακά ποντίκια 

κυκλικής D1 (Εμ-cyclin D1) έδειξαν σχεδόν καμία αλλαγή της υπερπλαστικής ικανότητας των 

Β λεμφοκυττάρων του μυελού των οστών και κανένα από δεν εμφάνισε Β λεμφοειδείς νεο

πλασίες (273). Ωστόσο η κυκλίνη D1 μπορεί σε συνεργασία με άλλα ογκογονίδια να οδηγεί σε 

ανάπτυξη λεμφοειδούς ή άλλης υπερπλασίας (274). Είναι επίσης πιθανό, η υπερέκφραση της 

κυκλίνης D1 ρπό μόνη της, χωρίς αντίστοιχη αύξηση των CDK4 και CDK6 να είναι ανεπαρκής 

για την ευόδωση του κυτταρικού κύκλου.

Συνοψίζοντας, όσον αφορά στις κυκλίνες, στην παρούσα διατριβή, επιβεβαιώσαμε την αυξη

μένη έκφραση των κυκλινών τύπου D σε ασθενείς με ΠΜ και δείξαμε ότι ασθενείς με υψηλή 

έκφραση κυκλίνης D2 και D3 είχαν την τάση να έχουν πιο προχωρημένο στάδιο νόσου. Η 

στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων μας ανέδειξε ενδιαφέρουσες τάσεις χωρίς όμως να 

τεκμηριωθεί ότι υπάρχει ιδιαίτερη προγνωστική αξία για κάποια από τις κυκλίνες τύπου D. 

Έτσι, τόσο από τα δικά μας αποτελέσματα όσο και από τις προαναφερθείσες μελέτες, κατα

λήγουμε στο συμπέρασμα ότι οι κυκλίνες τύπου D δεν είναι από μόνες τους ισχυρά ογκογονί- 

δια, αλλά απαιτούν την παρουσία και άλλων ογκογονιδίων γιο να οδηγήσουν σε υπερπλασία 

της Β σειράς. Ο καθορισμός της προγνωστικής τους αξίας απαιτεί και άλλες μελέτες με μεγα

λύτερο αριθμό ασθενών, αφού πολλά από τα μέχρι τώρα κλινικά αποτελέσματα είναι αντιφα

τικά, όπως έχει προαναφερθεί.

10 .2  Μ ελέτη τη ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς γ ο ν ιδ ίω ν  ρ υ θ μ ισ τ ικ ώ ν  το υ  κ υ ττα ρ ικ ο ύ  κύκλου

Η αδρανοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων στην νεοπλασία συχνά συμβαίνει λόγω 

ελλείψεων ή μεταλλάξεων. Έχει όμως πλέον αναγνωρισθεί ότι η επιγενετική αδρανοποίηση 

μέσω μεθυλίωσης των CpG νησίδων, σε ρυθμιστικές για τη μεταγραφή περιοχές των ογκοκα- 

τασταλτικών γονιδίων, είναι τουλάχιστον το ίδιο συχνή με αυτές τις γενετικές αλλαγές. Μία 

πληθώρα επιγενετικών συμβάντων έχει περιγράφει στις αιματολογικές κακοήθειες. Τα περισ

σότερα από τα αποσιωπούμενα γονίδια κωδικοποιούν πρωτεΐνες που παίζουν σημαντικό ρόλο 

στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και των κυτταρικό κύκλο και την απόπτωση. Στην παρούσα
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διατριβή μελετήθηκε η κατάσταση μεθυλίωσης των υποκινητών γονιδίων που έχουν μελετη

θεί επαρκώς (Ρ15, ρ16), λίγο (ρ73, ρ57) ή καθόλου (VHL, Snk/Plk2) στις μονοκλωνικές γαμ- 

μαπάθειες.

1 0 .2 .1  Μ ελέτη τ η ς  μ εθ υ λ ίω σ η ς  το υ  γο ν ιδ ίο υ  ρ 5 7  (CDKN1C)

Η πρώτη αναφορά μεθυλίωσης του υποκινητή του ρ57 (CDKN1C) στις αιματολογικές κακοή- 

θειες ήταν από τους ϋ  και συν το 2002 (136). Σε αυτήν τη μελέτη παρατηρήθηκε μεθυλίωση 

στο 54,9% των ασθενών με διάχυτο λέμφωμα από Β μεγάλα κύτταρα (DLBCL), στο 44% των 

ασθενών με οζώδες λέμφωμα, και στο 33% των ασθενών με χρόνια λεμφογενή λευχαιμία 

(ΧΛΛ). Το ποσοστό μεθυλίωσης σε ασθενείς με οξεία μυελογενή λευχαιμία (ΟΜΛ) και μυελο- 

δυσπλαστικά σύνδρομα (ΜΔΣ) ήταν 0 και 3% αντίστοιχα (136). Μια χρονιά αργότερα, ο Shen 

και συν. μελέτησαν τη μεθυλίωση του ρ57 (CDKN1C), του ΤΡ73 και του ρ15 (CDKN2B) σε 

ασθενείς με οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία (ΟΛΑ) (275). Το ποσοστό μεθυλίωσης του ρ57 

(CDKN1C) σε ασθενείς με νεοδιαγνωσθείσα ΟΛΑ άγγιξε το 50% και το ξεπέρασε στις περι

πτώσεις με υποτροπή (53%). Στην ίδια μελέτη ανσφέρεται ότι ασθενείς με ΟΛΑ αρνητική για 

το χρωμόσωμα Ph και διαταραγμένο το μονοπάτι ρ57/ρ73/ρ15 είχαν και δυσμενέστερη πρό

γνωση. Το χαμηλό ποσοστό μεθυλίωσης στην ΟΜΛ και τα ΜΔΣ επιβεβαιώθηκε και από άλ

λους ερευνητές (222), ενώ αντίθετα το υψηλό ποσοστό μεθυλίωσης που παρατηρήθηκε από 

τους Li και συν. στους ασθενείς με οζώδες λέμφωμα δε βρέθηκε σε άλλες μελέτες (276). Σε 

μία μελέτη 56 ασθενών με ΧΛΛ, μεθυλίωση του ρ57 (CDKN1C) βρέθηκε μόνο στο 7,1 % των 

ασθενών (277). Έχει επίσης προταθεί ότι η μεθυλίωση αυτού του γονιδίου μπορεί να συμ

βάλλει στην κακοήθη πρόοδο του γαστρικού MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) 

λεμφώματος (278). -

Στην παρούσα διατριβή μελετήσαμε για πρώτη φορά την κατάσταση μεθυλίωσης του 

CDKN1C σε 52 ασθενείς με μονοκλωνικές γαμμαπάθειες. Παρατηρήθηκε απουσία μεθυλίωσης 

σε όλους τους ασθενείς της παρούσας μελέτης, ενώ μελετήσαμε επιπλέον 32 ασθενείς με ο

ξεία μυελογενή λευχαιμία και 26 ασθενείς με μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα, στους οποίους 

επίσης δε παρατηρήθηκε μεθυλίωση (257). Ο πληθυσμός που μελετήθηκε συμπεριλάμβανε 

ασθενείς με ΠΜ όλων των σταδίων και με ποικίλες κυτταρογενετικές διαταραχές. Αφού οι με

ταλλάξεις και οι ελλείψεις αυτού του γονιδίου είναι επίσης σπάνιες σε ασθενείς με ΠΜ, τα α

ποτελέσματα μας υποδεικνύουν ότι το ρ57 (CDKN1C) δεν αποτελεί στόχο ούτε γενετικής ού

τε και επιγενετικής αδρανοποίησης σε αυτή την ομάδα ασθενών.
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10.2.2 Μελέτη της μεθυλίωσης του γονιδίου ΤΡ73

To ΤΡ73 είναι το τρίτο μέλος της οικογένειας ρ53, μαζί με το ρ63. Παρουσιάζει σημαντικού 

βαθμού ομολογία στην αλληλουχία και λειτουργική αλληλοεπικάλυψη με το ρ53. Η μεταγρα- 

φική ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του, επάγει τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου και/ 

ή την απόπτωση (234). Δοθείσης της λειτουργικής ομοιότητας μεταξύ του ρ53 και του ΤΡ73, 

λογική είναι να υποθέσει κανείς ότι το ΤΡ73 είναι ένα επίσης σημαντικό γονίδιο για την ανα

στολή της ανάπτυξης του καρκίνου. Ωστόσο, παρά τις ομοιότητες με το ρ53, το ΤΡ73 πα

ρουσιάζει και σημαντικές διαφορές όσον αφορά τη ρύθμιση και τη λειτουργία. Έτσι, εν αντι- 

θέσει με τους επίμυες που δεν εκφράζουν το ρ53 , ΤΡ73 -/- επίμυες δεν παρουσιάζουν αυξη

μένη προδιάθεση για καρκινογένεση (279). Επιπλέον, το γονίδιο του ΤΡ73 μέσω διαφορετι

κού ματίσματος (splicing) δίνει γένεση σε δύο διαφορετικές πρωτεΐνες, η μία με προ- 

αποπτωτικούς χαρακτήρες και μία με αντι-αποπτωτικούς χαρακτήρες (234).

Τα τελευταία χρόνια, πολλές μελέτες έχουν γίνει για την κατάσταση του ΤΡ73 σε συμπαγείς 

κυρίως όγκους. Επί του συνόλου των κακοηθειών, απώλεια της ετεροζυγωτίας του ΤΡ73 έχει 

παρατηρηθεί στο 20% των ασθενών, ενώ οι μεταλλάξεις είναι πολύ σπάνιες (0.6%) (280). 

Όσον αφορά την κατάσταση μεθυλίωσης του ΤΡ73, μία πρόσφατη μελέτη, με νεοδιαγνωσθέ- 

ντες ασθενείς με οξεία προμυελοκυτταρική λευχαιμία δεν έδειξε μεθυλίωση του υποκινητή 

του γονιδίου (281). Επιπλέον, οι Ekmekci και συν. ανέφεραν μεθυλίωση του ΤΡ73 σε ποσο

στό 10% νεοδιαγνωσθέντων ασθενών με ΟΜΛ (205). Τα ευρήματα αυτά υποδεικνύουν ότι η 

μεθυλίωση του ΤΡ73 είναι σπάνια στους ασθενείς με ΟΜΛ και άρα αυτό το  επιγενετικό φαι

νόμενο δε φαίνεται να έχει σημαντικό ρόλο στην παθογένεια της νόσου. Αντίθετα σε ασθε

νείς με λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα, η μεθυλίωση του ΤΡ73 φαίνεται να είναι πιο συχνή. 

Αποσιώπηση του γονιδίου λόγω μεθυλίωσης έχει αναφερθεί στο 1/3 μιας σειράς ασθενών με 

λέμφωμα Burkitt, στο 28% και στο 43% κυτταρικών σειρών Β και Τ  κυτταρικής αντίστοιχα 

(282), (282,283), και αξιοσημείωτα στο 94% λεμφωμάτων από ΝΚ (natural killer) κύτταρα, 

μία συχνότητα που είναι η υψηλότερη από όσες έχουν αναφερθεί για τ ις ανθρώπινες κακοή- 

θειες (284). Υπάρχουν επίσης ενδείξεις ότι η μεθυλίωση αυτού του γονιδίου έχει και προγνω

στική αξία. Ο Garcia-Manero και συν. ανέφεραν μεθυλίωση του γονιδίου στο 21% των α

σθενών με de novo ΟΛΑ, παράμετρος που συσχετίσθηκε και με πτωχή πρόγνωση (142) . Οι 

παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώθηκαν και σε μία μεγαλύτερη μελέτη με 251 ασθενείς όπου 

ΓΓαρατηρήθηκε εκ νέου η προγνωστική αξία του ΤΡ73 στους ασθενείς με ΟΛΑ (148).
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Σχετικά με την υπερμεθυλίωση του ΤΡ73 υπάρχουν ορισμένες αναφορές στους ασθενείς με 

μονοκλωνικές γαμμαπάθειες. Σε μία μελέτη με 13 μόνο ασθενείς με ΠΜ δεν παρατηρήθηκε 

μεθυλίωση (285). Αντίθετα σε μία άλλη μελέτη μεθυλίωση παρατηρήθηκε στο 40% των κυτ

ταρικών σειρών και στο 12,5 % των ασθενών με ΠΜ. Σε μία μεγαλύτερη μελέτη με 142 α

σθενείς με ΠΜ και ΜΓΑΣ μεθυλίωση παρατηρήθηκε στο 15% και 21% αντίστοιχα.

Στην παρούσα εργασία δε βρέθηκε μεθυλίωση σε κανέναν από τους 45 ασθενείς με ΠΜ, ενώ 

για πρώτη φορά μελετήθηκαν ασθενείς με MW, όπου και πάλι δεν παρατηρήσαμε μεθυλίωση.

Οι διαφορές στα ποσοστά μεθυλίωσης μπορεί να οφείλονται στη χρήση διαφορετικών ζευγών 

εκκινητών, στο διαφορετικό αριθμό ασθενών αλλά και σε διαφορές όσον αφορά το στάδιο 

νόσου των ασθενών και τις κυτταρογενετικές ανωμαλίες. Ωστόσο από τα στοιχεία μας προ

κύπτει ωστόσο ότι το ΤΡ73 δε φαίνεται να παίζει ιδιαίτερο ρόλο στην παθογένεια των πλα- 

σματοκυτταρικών νεοπλασμάτων.

10.2.3 Μελέτη της μεθυλίωσης των γονιδίων ρ15 (CDKN2B) και ρ16 (CDKN2A)

Τόσο το ρ15 όσο και το ρ16, είναι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από γονίδια που βρίσκο

νται στο χρωμόσωμα 9ρ21, και είναι αναστολείς των κινασών που εξαρτώνται από τις κυκλί- 

νες (CDK4/6). Στις αιματολογικές κακοήθειες, έλλειψη του ρ15/ρ16 locus παρατηρείται κυρί

ως στις λεμφοειδείς κακοήθειες, κυρίως της Β σειράς, με εξαίρεση το ΠΜ. Μεθυλίωση του 

ρ15 και του ρ16 παρατηρήθηκε αρχικά σε κυτταρικές σειρές λευχαιμίας και αργότερα σε α

σθενείς με οξεία λευχαιμία και μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα.

Στην πρώτη εργασία που δημοσιεύθηκε σχετικό με την κατάσταση μεθυλίωσης των ρ15/ρ16 

στο ΠΜ, είχαν μελετηθεί 12 ασθενείς και μεθυλίωση και των δύο γονιδίων παρατηρήθηκε 

στο 67% των ασθενών, χωρίς να έχει παρατηρηθεί έλλειψη ή μετάλλαξη (282,286). Η υπερ

μεθυλίωση σχετίσθηκε με επιθετική νόσο και την ανάπτυξη πλασματοκυττωμάτων. Μια χρο

νιά αργότερα, ο Tasaka και συν. επιβεβαίωσαν τη μεθυλίωση του ρ16 σε τρεις κυτταρικές 

σειρές και 16 ασθενείς με ΠΜ, αναφέροντας ποσοστό μεθυλίωσης στους ασθενείς 50%

(287) . Οι Mateos και συν. βρήκαν μεθυλίωση σε 41 από 98 περιπτώσεις με ΠΜ και 4 από 5 

περιπτώσεις με πλασματοκυτταρική λευχαιμία, αλλά σε καμία περίπτωση με ΜΓΑΣ, υποστηρί

ζοντας ότι η μεθυλίωση του ρ16 σχετίζεται με πρόοδο νόσου και προχωρημένο στάδιο νόσου "

(288) . Αντίθετα, οι Guillerm και συν. μελέτησαν τη μεθυλίωση του ρ15 και ρ16 σε 33 ασθε

νείς με ΠΜ και ΜΓΑΣ αντίστοιχα και δε βρήκαν ιδιαίτερες διαφορές, προτείνοντας ότι η μεθυ-
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λίωση αυτών των γονιδίων είναι ένα πρώιμο εύρημα και δε σχετίζεται με την μετάπτωση από 

ΜΓΑΣ σε ΠΜ (135). Αργότερα, ο Gonzalez και συν. σε μία μελέτη που περιελόμβανε 101 α

σθενείς με ΠΜ και 5 ασθενείς με πλασματοκυτταρική λευχαιμία, ανέφεραν ποσοστό μεθυλίω- 

σης 40,5 % για το ΠΜ και 80% για την πλασματοκυτταρική λευχαιμία, καθιερώνοντας έτσι τη 

μεθυλίωση του ρ16 ως μηχανισμό που συμμετέχει στην παθογένεια του ΠΜ (141).

Στην Τιαρούσα διατριβή, μεθυλίωση του υποκινητή του ρ16 παρατηρήθηκε σε 14 από τους 

45 ασθενείς με ΠΜ σε ποσοστό δηλαδή 31%, παρόμοιο με αυτό που αναφέρεται και στη διε

θνή βιβλιογραφία. Ασθενείς με μεθυλιωμένο το ρ16 είχαν την τάση να έχουν προχωρημένο 

στάδιο νόσου και αναιμία κατά τη διάγνωση. Η διάμεση επιβίωση των ασθενών με μεθυλιω- 

μένο τον υποκινητή του γονιδίου ήταν 7,1 έτη έναντι 8,8 έτη αυτών που δεν ήταν μεθυλιω- 

μένοι, και ο κίνδυνος να καταλήξουν ήταν 1,9 φορές πιο μεγάλος για τους ασθενείς με μεθυ- 

λιωμένο ρ16, η διαφορά όμως δεν ήταν στατιστικώς σημαντική. Από την στατιστική ανάλυση 

προέκυψε επίσης ότι η μεθυλίωση του ρ16 δεν είναι προγνωστικός δείκτης ανάπτυξης οσπ- 

κής ή εξωμυελικής νόσου. Παρόμοια ευρήματα αναφέρονται και από τους Gonzalez-Paz και 

συν. (210) σε μία μελέτη με 439 ασθενείς, όπου παρατηρήθηκε επίσης μεθυλίωση του Ρ16 

σε ασθενείς πιο προχωρημένου σταδίου, αλλά δε βρέθηκε σημαντική συσχέτιση με κλινικές 

παραμέτρους, όπως η συνολική επιβίωση, η επιβίωση ελεύθερης προόδου νόσου και οι κυτ- 

ταρογενετικές ανωμαλίες. Αντίθετα, σχέση της μεθυλίωσης με δυσμενή πρόγνωση έχει ανα

φερθεί από προηγούμενους ερευνητές σε μικρότερες σειρές ασθενών (212, 289, 290).

Η μεταγραφική αποσιώπηση του ρ15 λόγω μεθυλίωσης είναι μία από τις πιο συχνές μοριακές 

ανωμαλίες που αναφέρονται στα ΜΔΣ. Διάφορες μελέτες έχουν δείξει ότι το 50% όλων των 

ασθενών με ΜΔΣ παρουσιάζουν αυτό το φαινόμενο (291-293). Η μεθυλίωση του ρ15 φαίνε

ται να είναι ένα ειδικό γεγονός στα ΜΔΣ, καθώς οι ασθενείς δεν παρουσιάζουν ταυτόχρονα 

μεθυλίωση του παρακείμενου γονιδίου ρ16. Οι Quesnel και συν. (1998) έδειξαν ότι η υπερ- 

μεθυλίωση του ρ15 εμφανίζεται σχεδόν σε όλους τους ασθενείς με ποσοστό βλαστών πάνω 

από 10% στον μυελό των οστών., υποστηρίζοντας ότι η μεθυλίωση σχετίζεται με αυξημένο 

αριθμό βλαστών (294). Αν και η σημασία της μεθυλίωσης του ρ15 στα ΜΔΣ είναι καλά ανα

γνωρισμένη, ο ρόλος της μεθυλίωσης στις μονοκλωνικές γαμμαπάθειες παραμένει αδιευκρίνι

στος.

Όσον αφορά την κατάσταση μεθυλίωσης του υποκινητή του ρ15 στην παρούσα διατριβή πα

ρατηρήθηκε στο 28% των ασθενών με ΠΜ, και αυτοί ήταν κυρίως αρχικού σταδίου. Ασθενείς
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με μεθυλιωμένο το ρ15 είχαν την τάση να έχουν αναιμία κατά τη διάγνωση, αλλά δε βρέθηκε 

συσχέτιση με την παρουσία εξωμυελικής ή οστικής νόσου ή τη συνολική επιβίωση. Στη διε

θνή βιβλιογραφία τα ποσοστά μεθυλίωσης του ρ15 σε ασθενείς με ΠΜ έχουν πολύ μεγάλο 

εύρος, και κυμαίνονται από 1,8% (149) έως και 67% (286). Σε μία μελέτη, η μεθυλίωση του 

ρ15 σχετίσθηκε με χειρότερη επιβίωση και χειρότερη απόκριση στη θεραπεία, ενώ αντίθετα ο 

Guillerm και συν. δε βρήκαν διαφορά στην επιβίωση, παρ' όλο που στους ίδιους ασθενείς, 

όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η μεθυλίωση του ρ16 σχετίσθηκε με χειρότερη πρόγνωση 

(290).

Σύμφωνα με τα παραπάνω, θα μπορούσε να υποστηρίξει κανείς ότι η μεθυλίωση τόσο του 

ρ16 όσο και του ρ15 είναι ένας δείκτης του συνόλου των επιγενετικών αλλαγών που συμβαί

νουν κατά την πρόοδο της νόσου, χωρίς να έχει εμφανείς άμεσες βιολογικές ή κλινικές επι

πτώσεις.

10.2.4 Μελέτη της μεθυλίωσης του γονιδίου VHL

Το γονίδιο VHL κωδικοποιεί μία ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη η οποία λειτουργεί ως λιγκάση 

της ουμπικουϊτίνης που, παρουσία οξυγόνου, συνδέεται με τον H IF -la  για αποδόμησή του 

από το πρωτεάσωμα. Η αλληλεπίδραση μεταξύ του VHL και του H IF -la  ρυθμίζεται από τη 

μεταμεταγραφική προλυλ-υδροξυλίωση του H IF-la  από ένζυμα που ανήκουν στην οικογένεια 

Egl-nine (EGLN) (252). Επί απουσίας του VHL, λόγω μεταλλάξεων ή μεθυλίωσης, ο H IF-la  

δεν αποδομείται και έτσι επάγεται η συνεχής έκφραση των γονιδίων που αυτός ρυθμίζει.

Μεθυλίωση του εκκινητή του VHL έχει περιγράφει κυρίως στους συμπαγείς όγκους (254,295). 

Ωστόσο, στις αιματολογικές κακοήθειες, έρευνες της κλινικής μας αλλά και άλλων ερευνητών 

δεν έδειξαν μεθυλίωση αυτού του γονιδίου σε ασθενείς με οξείες λευχαιμίες και ΜΔΣ 

(143,296). Στο ΠΜ, η μεθυλίωση του VHL έχει μελετηθεί μόνο σε μία μικρή ομάδα, που περι- 

ελάμβανε 13 ασθενείς (8 κατά τη διάγνωση και 5 στη φάση plateau) και σε κανένα από αυ

τούς δε παρατηρήθηκε μεθυλίωση για το γονίδιο αυτό (285). Στη παρούσα διατριβή, το πο

σοστό των ασθενών με ΠΜ στους οποίους παρατηρήθηκε μεθυλίωση του υποκινητή του VHL 

ήταν 41%. Η ετερογένεια στη μεθοδολογία (διαφορετικό ζεύγος εκκινητών κατά την MSP) 

και στον αριθμό των ασθενών θα μπορούσαν να δικαιολογήσουν αυτή τη διαφορά.
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Ένα πολύ σημαντικό εύρημα, που προέκυψε από τη μελέτη μ α ς  ήταν ο αυξημένος κίνδυνος 

(κατά 6,5 φορές) εμφάνισης οστικής νόσου στους ασθενείς που παρατηρήθηκε μεθυλίωση 

για το γονίδιο VHL. Όπως αναφέρθηκε και στο γενικό μέρος, στο ΠΜ σημαντικό μηνύματα 

πολλαπλασιασμού και ανάπτυξης μεταβιβάζονται μέσω των οδών ΡΙ3/ΑΚΤ, STAT3, 

RAS/MAPK και του NF-kB (168). Ενεργοποίηση της οδού NF-κΒ συμβάλλει στην παθογένεια 

της οστικής νόσου, οδηγώντας σε διαφοροποίηση των οστεοκλασιών και οστική απορρόφη

ση. ΟΙ An και συν. έδειξαν ότι η απώλεια του VHL οδηγεί σε αυξημένη δραστηριότητα του 

NF-kB (297). Έτσι, αποσιώπηση του VHL μέσω μεθυλίωσης και επακόλουθη ενεργοποίηση 

του VHL, μπορεί να είναι μία πιθανή μηχανιστική εξήγηση για το εύρημα μας ότι ασθενείς με 

μεθυλιωμένο VHL έχουν αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης οστικής νόσου.

Σε πειράματα σε ποντίκια, έχει παρατηρηθεί ότι η αύξηση της αγγειογένεσης προηγείται της 

προόδου νόσου στο ΠΜ, σε αναλογία με τους συμπαγείς όγκους (253). Η αποσιώπηση του 

VHL γονιδίου μέσω μεθυλίωσης και η επακόλουθη αύξηση έκφρασης των γονιδίων που εξαρ- 

τώνται από τον H IF-la  θα μπορούσε να επίσης να συμβάλει στην αγγειογένεση και στην 

πρόοδο νόσου. Ένα εύρημά μας που στηρίζει αυτήν την πιθανότητα είναι ότι τρεις ασθενείς 

με Π Μ στους οποίους το VHL δεν ήταν μεθυλιωμένο κατά τη διάγνωση, βρέθηκε να είναι με- 

θυλιωμένο όταν σημειώθηκε πρόοδος νόσου, η οποία συνοδευόταν από βαριά οστική και ε- 

ξωμυελική νόσο.

Έχει επίσης αναφερθεί ότι έκφραση του γονιδίου VHL συνοδεύεται από ιδιαίτερα αυξημένη 

ευαισθησία στην ανασταλτική δράση του bortezomib in vitro (298). Έτσι μελέτη της έκφρα

σης και της μεθυλίωσης του VHL θα μπορούσε να οδηγήσει στην αναγνώριση ασθενών που 

είναι ευαίσθητοι στο bortezomib (Velcade®). Αντίθετα, ασθενείς με μεθυλιωμένο τον εκκινη- 

τή του γονιδίου θα μπορούσαν να ωφεληθούν από τη χορήγηση απομεθυλιωτικών παραγό

ντων (Vidaza®, Dacogen®).

Παρατηρήσαμε επίσης για πρώτη φορά ότι το γονίδιο VHL βρίσκεται μεθυλιωμένο και στη 

MW. Μεθυλίωση παρατηρήθηκε και στους 4 ασθενείς που μελετήθηκαν.

10.2.5 Μελέτη της μεθυλίωσης του γονιδίου Snk/Plk2

Οι Polo-like κινάσες (Plks) είναι μια οικογένεια κινασών του κυτταρικού κύκλου, από τις ο

ποίες 4 μέλη έχουν αναγνωρισθεί στον ανθρώπινο οργανισμό (244). Αν και πολλές εργασίες 

υποστηρίζουν τον ογκογενετικό ρόλο της P lk l στη νεοπλασία, λίγες αποδείξεις υπάρχουν μέ
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χρι σήμερα που να υποστηρίζουν τη συμμετοχή και των υπόλοιπων μελών στις ανθρώπινες 

κακοήθειες. Τόσο η Plk2 όσο και η Plk3 συμμετέχουν σε μονοπάτια επιδιόρθωσης βλαβών 

του DNA (246). Η Plk2 είναι γονίδιο στόχος του ρ53 και επιβάλει ένα G2 σημείο ελέγχου (80).

Η πρώτη και μοναδική εργασία που αφορά στη μεθυλίωση του snk/plk2 στις αιματολογικές 

κακοήθειες είναι από τους Syed και συν. (248,251) οι οποίοι έδειξαν μειωμένη έκφραση λόγω 

μεθυλίωσης του snk/plk2 (και όχι του plk3), σε μία πληθώρα Β-λεμφοϋπερπλαστικών νοση

μάτων και ιδιαίτερα σε Burkitt λεμφώματα. Ανάλυση κυτταρικών σειρών καρκίνου του μα

στού και καρκίνου κεφαλής και τραχήλου, αλλά και πρωτοπαθών όγκων έδειξε απουσία με

θυλίωσης και έκφραση της αντίστοιχης πρωτεΐνης σε όλες τις περιπτώσεις, προτείνοντας έτσι 

ότι το snk/plk2 είναι ιδιαίτερα σημαντικό στην ανάπτυξη και διαφοροποίηση της Β-λεμφικής 

σειράς.

Στην παρούσα διατριβή, μελετήσαμε για πρώτη φορά την κατάσταση μεθυλίωσης του 

snk/plk2 σε ασθενείς με μονοκλωνικές γαμμαπάθειες. Μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου 

παρατηρήθηκε σε ποσοστό 60% σε ασθενείς με ΠΜ. Ασθενείς με μεθυλιωμένο το snk/plk2 

είχαν διάμεση επιβίωση 7,1 έτη, ενώ ασθενείς με μη μεθυλιωμένο το snk/plk2 είχαν διάμεση 

επιβίωση 8,8 έτη. Αν και η κατάσταση μεθυλίωσης του snk/plk2 δεν ήταν προγνωστικός δεί

κτης της συνολικής επιβίωσης, ή άλλων σχετικών κλινικών παραμέτρων όπως η οστική νόσος, 

η αναιμία και η εξωμυελική νόσος, το ποσοστό που αναφέρουμε είναι ιδιαίτερα υψηλό και 

επιβεβαιώνει την υπόθεση των Syed και συν. ότι το snk/plk2 είναι ένα γονίδιο που παίζει ση

μαντικό ρόλο στα νεοπλάσματα Β-κυτταρικής αρχής. Επιπλέον, περιγράφουμε για πρώτη φο

ρά μεθυλίωση του Snk/Plk2 σε ασθενείς με MW, ενισχύοντας περισσότερο την προαναφερ- 

θείσα υπόθεση, ενώ μεθυλίωση δεν παρατηρήθηκε σε κανένα από τους ασθενείς με ΜΓΑΣ, 

υποδηλώνοντας ότι είναι δεν είναι ένα πρώιμο επιγενετικό γεγονός.

10.3 Περιορισμοί

Θα πρέπει όμως να αναγνωρίσουμε ότι υπάρχουν και ορισμένοι περιορισμοί στην παρούσα 

μελέτη. Έτσι, αν και παρατηρήσαμε όπως προαναφέρθηκε μεγαλύτερη επιβίωση από αυτή 

που αναφέρουν τα κλασσικά συγγράμματα, αυτό μπορεί να οφείλεται στο ότι συμπεριλήφθη- 

καν ασθενείς με καλύτερη κλινική κατάσταση (performance status), ασθενείς που έλαβαν 

φάρμακα νεώτερης γενιάς, που στο εξωτερικό κυρίως λόγω κόστους δίνονται μόνο σε εξαιρε

τικές περιπτώσεις, και επίσης στο γεγονός ότι οι ασθενείς μας έχουν πολύ στενή παρακολού-
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θηση και επί εμφάνισης συμπτωμάτων γίνεται έγκαιρη εισαγωγή στην κλινική για αντιμετώπι

ση. Αν και κατά τη στατιστική ανάλυση παρατηρήθηκαν πολύ ενδιαφέρουσες τάσεις συσχέτι- 

σης εργαστηριακών και κλινικών παραμέτρων, αυτές δεν ήταν πάντα στατιστικώς σημαντικές 

κυρίως λόγω του σχετικά μικρού αριθμού ασθενών που προκύπτει από τις υποκατηγοριο

ποιήσεις. Επιπλέον, θα πρέπει να σημειωθεί ότι η μελέτη της μεθυλίωσης έγινε σε δείγματα 

αναρρόφησης μυελού των οστών, όπου συμπεριλαμβάνονταν όλες οι κυτταρικές σειρές και 

όχι σ£ καθαρό πληθυσμό μυελωματικών κυττάρων, όπως θα μπορούσε να γίνει εάν είχε προ- 

ηγηθεί κυτταρικός διαχωρισμός (cell sorting). Έτσι στη μελέτη μας, δείγματα με χαμηλό πο

σοστό πλασματοκύττάρων θα μπορούσαν να δώσουν και ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα.

X
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Επίλογος

Η ζωή ενός κυττάρου είναι κυκλική. Το ανθρώπινο κύτταρο καταναλώνει το μεγαλύτερο μέ

ρος της ζωής του στο να εκτελέσει μία συγκεκριμένη λειτουργία. Όμως, για πολλά κύτταρα, 

όπως αυτά του δέρματος και του αίματος, έρχεται μία στιγμή που πρέπει να διαιρεθούν. Ο 

μηχανισμός της αντιγραφής κινητοποιείται, με σκοπό το διπλασιασμό του DNA, σχηματίζο

ντας ένα μοναδικό και πανομοιότυπο αντίγραφο. Κάθε θυγατρικό κύτταρο που προκύπτει θέ

τει το DNA του σε λειτουργία και επιστρέφει στη φυσιολογική του ζωή. Όλη αυτή η διαδικα

σία πρέπει να είναι «χορογραφημένη» στην εντέλεια, εξασφαλίζοντας ότι κάθε εργασία θα 

ολοκληρωθεί τη σωστή στιγμή και με τη σωστή σειρά. Αυτή είναι και η λειτουργία των κυκλι- 

νών. Τα επίπεδα τους αυξομειώνονται κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Όταν αυξά

νονται πυροδοτούν την έναρξη μίας λειτουργίας και όταν αυτή ολοκληρώνεται αποδομούνται, 

για να δώσουν τη θέση τους στην επόμενη λειτουργία. Η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου 

δεν είναι βέβαια τόσο απλή. Πολυάριθμες πρωτεΐνες ευοδώνουν ή αναστέλλουν τη λειτουργία 

των κυκλινών ανάλογα με τις εκάστοτε συνθήκες, σε ένα πολύπλοκο δίκτυο αλληλεπιδράσε

ων.

Η μελέτη της ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου στις αιματολογικές κακοήθειες είναι ιδιαίτερα 

σημαντική και μέχρι σήμερα έχουν αναγνωρισθεί πληθώρα γενετικών, αλλά και επιγενετικών 

αλλαγών που προκαλούν υπερδραστηριότητα των κυκλινών και των κινασών που εξαρτώνται 

από αυτές (CDK), ενώ αναστολή τους μπορεί να οδηγήσει σε παύση του κυτταρικού κύκλου 

και απόπτωση.

Η πλήρης κατανόηση του ρόλου των κυκλινών, των κινασών που εξαρτώνται από αυτές 

(CDK) και των ανασταλτών τους (CDKI) στις αιματολογικές κακοήθειες γίνεται όλο και πιο 

επιτακτική, αφού υπάρχουν ενδείξεις ότι έχουν παθογνωμονική αξία (όπως η κυκλίνη D στα 

λεμφώματα του μανδύα), προγνωστική αξία (TC ταξινόμηση στο πολλαπλό μυέλωμα) αλλά 

και θεραπευτική αξία. Έτσι, πρόσφατα αναπτύχθηκαν αναστολείς των CDK, που είτε είναι 

παγ-αναστολείς, αναστέλλοντας όλες ανεξαιρέτως τις CDK (όπως η flavopyridol), είτε ανα

στέλλουν εκλεκτικά ομάδες CDK (όπως η seleciclib).

Η συμβολή της μεθυλίωσης στην ογκογένεση μελετάται με ιδιαίτερα εντατικούς ρυθμούς τό

σο στους συμπαγείς όγκους όσο και στις αιματολογικές κακοήθειες. Εκτός από την ποιοτική 

μελέτη μεθυλίωσης γονιδίων με τη μέθοδο MSP, είναι πλέον εφικτή και η ποσοτική μέτρηση
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μεθυλίωσης γονιδίων (qMSP, quantitative MSP), ενώ έχουν επιπλέον σχεδιαστεί μικροσυστοι- 

χίες με τις οποίες είναι δυνατόν να μελετηθεί η κατάσταση μεθυλίωσης ως και 64 γενωμικών 

περιοχών (Epigenomics, methylation microarrays). Η αναγνώριση της σημασίας των επιγενε- 

τικών αλλαγών, έχει οδηγήσει επιπρόσθετα, στην όλο και πιο ευρεία χρήση των απομεθυλιω- 

τικών παραγόντων (Vidaza , Pharmion, Boulder, Colorado και Dacogentrade; SuperGen Inc, 

Dublin,California και MGI Pharma Inc, Bloomington, Minnesota), σε όλο το φάσμα των αιμα

τολογικών κακοηθειών. Στο μέλλον, ο καθορισμός, όχι μόνο του γονοτύπου, αλλά και του 

«μεθυλότυπου» του κάθε ασθενούς θα ανοίξει το δρόμο στην πλήρη στοχευμένη και εξατο- 

μικευμένη θεραπεία με μέγιστα οφέλη και τις λιγότερο δυνατές παρενέργειες.
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Συμπεράσματα

Στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε ότι κλινικοί παράμετροι όπως η οστική νόσος, το προ

χωρημένο στάδιο νόσου, η εξωμυελική νόσος και η σημαντική αναιμία σχετίζονται με αυξη

μένο κίνδυνο θανάτου, αν και οι διαφορές δεν ήταν στατιστικώς σημαντικές. Επίσης παρατη

ρήθηκε αυξημένη, σε σχέση με την αναφερόμενη στη βιβλιογραφία, επιβίωση (7,2 έτη έναντι 
*

3,5 έτη), και αυτό πιθανά να οφείλεται στο ότι συμπεριλήφθηκαν ασθενείς με καλύτερη κλι

νική κατάσταση (performance status), στο ότι στους ασθενείς μας χορηγήθηκαν και νεώτε- 

ρης γενιάς φάρμακα, που στο εξωτερικό κυρίως λόγω κόστους δίνονται μόνο σε εξαιρετικές 

περιπτώσεις, και επίσης στο ότι οι ασθενείς μας έχουν πολύ στενή παρακολούθηση και επί 

εμφάνισης συμπτωμάτων γίνεται έγκαιρη εισαγωγή στην κλινική γιο αντιμετώπιση.

Επιπλέον,

1. Επιβεβαιώθηκε ότι σε ασθενείς με ΠΜ παρατηρείται αυξημένη έκφραση των κυκλινών 

D l,  D2, D3.

2. Οι τιμές της κυκλίνης D1 ήταν στατιστικώς σημαντικό υψηλότερες σε σχέση με τις τ ι

μές της κυκλίνης D2 (ρ=0.01) και τ ις τιμές της D3 (ρ=0.004).

3. Στατιστική ανάλυση της σχέσης των κυκλινών με κλινικές παραμέτρους ανέδειξε ενδι

αφέρουσες τάσεις, χωρίς όμως να βρεθεί ιδιαίτερη προγνωστική αξία για κάποια από 

τις κυκλίνες τύπου D, επιβεβαιώνοντας τη θεωρία ότι δεν αποτελούν ισχυρά ογκογο- 

νίδια, αλλά απαιτούν την παρουσία και άλλων ογκογονιδίων για να οδηγήσουν σε υ

περπλασία της Β σειράς.

4. Επιβεβαιώθηκε η παρουσία μεθυλίωσης του ρ15 (CDKN2B) και ρ16 (CDKN2A) σε α

σθενείς με ΠΜ, σε ποσοστό 28% και 31% αντίστοιχα, παρόμοια με αυτά που αναφέ- 

ρονται διεθνώς.

5. Ασθενείς με μεθυλιωμένο το ρ16 είχαν την τάση να έχουν προχωρημένο στάδιο νό

σου και αναιμία κατά τη διάγνωση και ο κίνδυνος να καταλήξουν ήταν 1,9 φορές πιο 

μεγάλος, διαφορά όμως που δεν ήταν σημαντική. Η μεθυλίωση του ρ16 δε βρέθηκε 

να είναι προγνωστικός δείκτης ανάπτυξης οστικής ή εξωμυελικής νόσου.

*6, Ασθενείς με μεθυλιωμένο το ρ15 είχαν την τάση να έχουν αναιμία κατά τη διάγνωση, 

αλλά δε βρέθηκε συσχέτιση με την παρουσία εξωμυελικής ή οστικής νόσου ή τη συ

νολική επιβίωση.
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Τα νέα δεδομένα που προκύπτουν από την παρούσα διατριβή και δεν έχουν ανακοι

νωθεί από άλλους ερευνητές είναι τα ακόλουθα:

1. Η απουσία μεθυλίωσης του υποκινητή του ρ57 (CDKN1C) χαρακτηρίζει όχι μόνο τις 

μυελικές νεοπλασίες, αλλά και τις μονοκλωνικές γαμμαπάθειες, όπως το πολλαπλό 

μυέλωμα, η μακροσφαιριναιμία Waldenstrom και η μονοκλωνική γαμμαπάθεια αδιευ

κρίνιστης σημασίας.

2. Οι μονοκλωνικές γαμμαπάθειες, όπως το πολλαπλό μυέλωμα, η μακροσφαιριναιμία 

Waldenstrom και η μονοκλωνική γαμμαπάθεια αδιευκρίνιστης σημασίας δε χαρακτηρί

ζονται από μεθυλίωση του υποκινητή του ΤΡ73.

3. Μελετήθηκε για πρώτη φορά η μεθυλίωση του υποκινητή του VHL σε ένα τόσο μεγά

λο ποσοστό ασθενών. Το ποσοστό των ασθενών με ΠΜ που βρέθηκαν μεθυλιωμένοι 

ήταν 41%.

4. Αναφέρουμε για πρώτη φορά μεθυλίωση του υποκινητή του VHL σε ασθενείς με μα- 

κροσφαιριναιμία Waldenstrom.

5. Ασθενείς με πολλαπλό μυέλωμα και μεθυλιωμένο το VHL βρέθηκε να έχουν στατιστι- 

κώς σημαντικά αυξημένο κίνδυνο (κατά 6,5 φορές) εμφάνισης οστικής νόσου 

(ρ=0.018). Άρα η κατάσταση μεθυλίωσης του VHL μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως προ

γνωστικός δείκτης ανάπτυξης οστικής νόσου σε αυτούς τους ασθενείς.

6. Οι ασθενείς με μεθυλιωμένο υποκινητή του VHL είχαν μεγαλύτερο κίνδυνο να κατα

λήξουν (OR=1.3, ρ=0.6), να έχουν αναιμία (OR=2.0, ρ=0.2), να έχουν εξωμυελική 

νόσο (OR=2.3, ρ=0.228), ενώ δεν εμφάνιζαν πιο αυξημένο κίνδυνο να έχουν προχω

ρημένο στάδιο νόσου (O R = l. l,  ρ=0.82).

7. Αναφέρουμε για πρώτη φορά μεθυλίωση του snk/plk2 σε ασθενείς με πολλαπλό μυέ

λωμα. Μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου παρατηρήθηκε στο 60% αυτών των 

ασθενών.

8. Αναφέρουμε για πρώτη φορά μεθυλίωση του snk/plk2 σε ασθενείς με μακροσφαιρι- 

ναιμία Waldenstrom.

9. Αν και η κατάσταση μεθυλίωσης του snk/plk2 δεν ήταν προγνωστικός δείκτης της συ

νολικής επιβίωσης, ή άλλων σχετικών κλινικών παραμέτρων όπως η οστική νόσος, η 

αναιμία και η εξωμυελική νόσος σε ασθενείς με πολλαπλό μυέλωμα, το ποσοστό που 

αναφέρουμε είναι ιδιαίτερα υψηλό και χρήζει περαιτέρω διερεύνησης.

10. Οι μονοκλωνικές γαμμαπάθειες, όπως το πολλαπλό μυέλωμα και η MW, παρουσιάζουν 

μεθυλίωση γονιδίων που σχετίζονται με τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και του
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μικροπεριβάλλοντος. Ενδιαφέρουσες τάσεις συσχέτισης της κατάστασης μεθυλίωσης 

και κλινικοεργαστηριακών παραμέτρων χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης για να διευ

κρινιστεί και να καθοριστεί η προγνωστική τους αξία. Στο μέλλον, ο καθορισμός όχι 

μόνο του γονοτύπου, αλλά και του «μεθυλότυπου» του κάθε ασθενούς θα ανοίξει το 

δρόμο στην πλήρη στοχευμένη και εξατομικευμένη θεραπεία με μέγιστα οφέλη και τις 

λιγότερο δυνατές,παρενέργειες.
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Μελέτη της έκφρασης και της κλινικής σημασίας των κυκλινών και της μεθυλίω- 

σης των ανασταλτών τους στις αιματολογικές κακοήθειες

Ελευθερία Χατζημιχαήλ

Περίληψη
*

Βασική προϋπόθεση για την ανάπτυξη ενός νεοπλάσματος είναι η διαταραχή της ισορροπίας 

ανάμεσα στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, 

μέσω του μηχανισμού της απόπτωσης. Ειδικότερα, σε ένα δεδομένο κυτταρικό πληθυσμό ο 

αριθμός των ̂ κυττάρων που παράγονται υποσκελίζει τον αριθμό των κυττάρων που κατα- 

στρέφονται κατά την ίδια χρονική περίοδο. Ο κυτταρικός κύκλος ελέγχεται από μία σειρά 

ρυθμιστικών μηχανισμών, καθένας από τους οποίους εξαρτάται από την ολοκλήρωση μίας 

προηγούμενης διαδικασίας, με αποτέλεσμα η διαταραχή ενός μηχανισμού να οδηγήσει σε μία 

σειρά απορυθμίσεων του κυτταρικού κύκλου. Σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου παίζουν οι κυκλίνες, οι οποίες εξασφαλίζουν ότι κάθε εργασία θα ολοκληρωθεί τη σω

στή στιγμή και με τη σωστή σειρά. Η κατανόηση του ρυθμού ανάπτυξης και της κινητικής 

του κυττάρου έχει σποτελέσει τελευταία αντικείμενο εντατικής μελέτης στην Αιματολογία.

Η αυξημένη επίπτωση του καρκίνου με την πρόοδο της ηλικίας έχει από καιρό θεωρηθεί ότι 

οφείλεται σε πολλαπλές γενετικές αλλαγές, όπως μεταλλάξεις, μεταθέσεις ή αλλαγές στην 

πλοειδία, που πολλές φορές αφορούν σε γονίδια που εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρι

κού κύκλου. Η κλασσική γενετική ωστόσο από μόνη της δε μπορεί να εξηγήσει την πληθώρα 

των φαινοτύπων σε ένα δεδομένο πληθυσμό, ούτε γιατί οργανισμοί με πανομοιότυπες αλλη

λουχίες ΟΝΑ,όπως τα μονοζυγωτικά δίδυμα, παρουσιάζουν διαφορετικό φαινότυπο και δια

φορετική επιρρέπεια σε νόσους. Οι επιγενετικές αλλαγές (epigenetics) μπορούν να προσφέ

ρουν μια μερική εξήγηση αυτών των φαινομένων. Με τον όρο επιγενετική εννοούμε την κλη

ρονομικότητα πληροφορίας που βασίζεται σε αλλαγή της γονιδιακής έκφρασης χωρίς να συμ

βαίνει αλλαγή στη γονιδιακή αλληλουχία. Ο πιο συχνός επιγενετικός μηχανισμός στον άνθρω

πο ρίναι η μεθυλίωση του DNA, η οποία σχετίζεται με μεταγραφική αποσιώπηση των γονιδί

ων. Διαταραχές στο πρότυπο μεθυλίωσης του DNA έχει βρεθεί σε μία πλειάδα αιματολογικών 

κακοηθειών.

Σκοήός της παρούσος διατριβής ήταν να μελετηθούν γονίδια που συμμετέχουν στη ρύθμι

ση του κυτταρικού κύκλου, αλλά και οι επιγενετικές αλλαγές, μέσω μεθυλίωσης που αυτά 

μπορεί να έχουν υποστεί. Συγκεκριμένα μελετήθηκε η έκφραση και η κλινική σημασία των
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κυκλινών D l,  D2 και D3, ενώ επιπλέον μελετήθηκε και η μεθυλίωση γονιδίων που συμμετέ

χουν στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου (ρ15ΙΝΚ4Β, ρ16ΙΝΚ4Α, ρ57ΚΙΡ2, ΤΡ73, Snk/plk2, 

VHL) σε ασθενείς με μονοκλωνικές γαμμαπάθειες.

Ασθενείς και Μέθοδοι. Μελετήθηκαν 45 ασθενείς με πολλαπλό μυέλωμα (ΠΜ), 21 γυναίκες 

και 24 άνδρες με μέση ηλικία 66,4 έτη (μέση τιμή± σταθερά διακύμανσης, 66,4 ± 12,4), 4 

ασθενείς με Μακροσφαιριναιμία του Waldenstrom (MW), 2 άνδρες και 2 γυναίκες, με μέση 

ηλικία 68 έτη (μέση τιμή± σταθερά διακύμανσης, 68± 8,1) και 3 ασθενείς με μονοκλωνική 

γαμμαπάθεια αδιευκρίνιστης σημασίας (ΜΓΑΣ) που ήταν άνδρες ηλικίας 67, 80 και 69 ετών. Η 

σταδιοποίηση των ασθενών με ΠΜ σύμφωνα με το σύστημα Durie-Salmon είχε ως εξής: 

στάδιο ΙΑ 9/45 ασθενείς, στάδιο ΙΙΑ στάδιο ΙΙΑ 13/45, στάδιο ΙΙΙΑ 7/45 ασθενείς, ΙΙΙΒ 9/45 

ασθενείς και έρπον μυέλωμα 7/45 ασθενείς. Η σταδιοποίηση των ασθενών με το σύστημα 

ISS είχε ως εξής: στάδιο I 17/45, στάδιο II 14/45, στάδιο I I I 12/45. Η μελέτη της έκφρασης 

των κυκλινών τύπου D έγινε με τη μέθοδο RT-PCR, χρησιμοποιώντας ειδικούς ανιχνευτές για 

κάθε κυκλίνη, σε ολικό RNA που απομονώθηκε από βιοψίες μυελού των οστών χρησιμοποιώ

ντας το RecoverALL ™ kit (Ambion). Η μελέτη της μεθυλίωσης των υποκινητών των γονιδίων 

έγινε με MSP (methylation specific PCR). Αρχικά έγινε απομόνωση του γενωμικού DNA από 

μυελό των οστών με τη χρήση του QIAamp DNA mini kit (Qiagen, BioAnalytica, Athens 

Greece), το οποίο στη συνέχεια υπέστη χημική κατεργασία με NaS03, με τη χρήση του ΕΖ 

DNA Methylation kit (Zymo Research, CA, USA), και ακολουθούσε αντίδραση PCR με εκκινη- 

τές ειδικά σχεδιασμένους για τη μεθυλιωμένη και τη μη μεθυλιωμένη περιοχή. Σε κάθε πείρα

μα συμπεριλαμβανόταν ανθρώπινο DNA ολικά μεθυλιωμένο που διατίθεται στο εμπόριο 

(Intergen Company, Purchase, NY) ως θετικός μάρτυρας. Όλες οι αντιδράσεις πραγματο

ποιήθηκαν εις διπλούν. Η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR έγινε σε πηκτή αγαρόζης 

2% και πολυακρυλαμιδίου 14%, ανάλογα με το γονίδιο^ Για λόγους στατιστικής ανάλυσης 

ασθενείς με ΠΜ και στάδιο νόσου > ΙΙΑ κατά Durie και Salmon θεωρούνταν ότι έχουν προ

χωρημένο στάδιο νόσου ενώ ως αναιμία ορίστηκαν τιμές αιμοσφαιρίνης (Hb) < 10 g/dl. Για 

τη σύγκριση μέσων τιμών (βιοχημικών παραμέτρων και τιμών κυκλινών) μεταξύ υποομάδων 

των ασθενών χρησιμοποιήθηκε το μη-παραμετρικό στατιστικό τεστ Mann-Whitney. Λόγω του 

σχετικά μικρού δείγματος ασθενών χρησιμοποιήθηκε η ανάλυση απλής λογιστικής παλινδρό

μησης (simple logistic regression analysis), όπου η κατάσταση μεθυλίωσης του κάθε γονιδίου 

υπό μελέτη χρησιμοποιούνταν ως μοναδική προγνωστική μεταβλητή για να εκτιμηθεί η συ- 

σχέτιση με κλινικές παραμέτρους, όπως η αναιμία, το στάδιο νόσου, η παρουσία εξωμυελικής 

ή/και οστικής νόσου (εξαρτώμενες μεταβλητές). Οι καμπύλες εκτίμησης επιβίωσης έγιναν με 

τη χρήση της μεθόδου Kaplan Meier και η σύγκρισή τους με τη μέθοδο log-rank.
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Αποτελέσματα. Στους ασθενείς με πολλαπλό μυέλωμα παρατηρήθηκε αυξημένη έκφραση 

των κυκλινών D l, D2, D3. Οι τιμές της κυκλίνης D1 ήταν στατιστικώς σημαντικά υψηλότερες 

σε σχέση με τις τιμές της κυκλίνης D2 (ρ=0.01) και τις τιμές της D3 (ρ=0.004). Στατιστική 

ανάλυση της σχέσης των κυκλινών με κλινικές παραμέτρους ανέδειξε ενδιαφέρουσες τάσεις, 

χωρίς όμως να βρεθεί ιδιαίτερη προγνωστική αξία για κάποια από τις κυκλίνες τύπου D. Με- 

θυλίωση του ρ15 (CDKN2B) και ρ16 (CDKN2A) παρατηρήθηκε σε ασθενείς με ΠΜ, σε ποσο

στό 28% και 31% αντίστοιχα. Ασθενείς με μεθυλιωμένο το ρ16 είχαν την τάση να έχουν 

προχωρημένο στάδιο νόσου και αναιμία κατά τη διάγνωση και ο κίνδυνος να καταλήξουν ή

ταν 1,9 φορές πιο μεγάλος, διαφορά όμως στατιστικώς μη σημαντική. Η μεθυλίωση του ρ16 

δε βρέθηκε να είναι προγνωστικός δείκτης ανάπτυξης οστικής ή εξωμυελικής νόσου. Ασθενείς 

με μεθυλιωμένο το ρ15 είχαν την τάση να έχουν αναιμία κατά τη διάγνωση, αλλά δε βρέθηκε 

συσχέτιση με την παρουσία εξωμυελικής ή οστικής νόσου ή τη συνολική επιβίωση. Επιπλέον, 

για πρώτη φορά αναφέρουμε ότι η απουσία μεθυλίωσης του υποκινητή του ρ57 (CDKN1C) 

χαρακτηρίζει όχι μόνο τις μυελικές νεοπλασίες, αλλά και τις μονοκλωνικές γαμμαπάθειες, ό

πως το ΠΜ, η MW και η ΜΓΑΣ. Παρομοίως, το ΠΜ, η MW και η ΜΓΑΣ δε χαρακτηρίζονται από 

μεθυλίωση του υποκινητή του ΤΡ73. Επίσης, αναφέρουμε για πρώτη φορά μεθυλίωση του 

υποκινητή του VHL σε ασθενείς με MW και ΠΜ, Το ποσοστό των ασθενών με ΠΜ που βρέθκε 

να έχει μεθυλίωση για το VHL ήταν 41%. Οι ασθενείς με μεθυλιωμένο υποκινητή του VHL 

είχαν μεγαλύτερο κίνδυνο να καταλήξουν (HR=1.3, ρ=0.6), να έχουν αναιμία (OR=2.0, 

ρ=0.2), να έχουν εξωμυελική νόσο (OR=2.3, ρ=0.228), ενώ δεν εμφάνιζαν πιο αυξημένο 

κίνδυνο να έχουν προχωρημένο στάδιο νόσου (O R = l. l,  ρ=0.82). Ασθενείς με ΠΜ και μεθυ- 

λιωμένο το VHL βρέθηκε να έχουν στατιστικώς σημαντικά αυξημένο κίνδυνο (κατά 6,5 φο

ρές) εμφάνισης οστικής νόσου (ρ=0.018). Άρα η κατάσταση μεθυλίωσης του VHL μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως προγνωστικός δείκτης ανάπτυξης οστικής νόσου σε αυτούς τους ασθενείς. 

Περιγράφουμε επίσης, για πρώτη φορά μεθυλίωση του snk/plk2 σε ασθενείς με ΠΜ και MW. 

Μεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου παρατηρήθηκε στο 60% και 75% αυτών των ασθε

νών αντίστοιχα. Αν και η κατάσταση μεθυλίωσης του snk/plk2 δεν ήταν προγνωστικός δεί

κτης της συνολικής επιβίωσης, ή άλλων σχετικών κλινικών παραμέτρων όπως η οστική νόσος, 

η αναιμία και η εξωμυελική νόσος σε ασθενείς με ΠΜ, το ποσοστό που αναφέρουμε είναι ι

διαίτερα υψηλό και χρήζει περαιτέρω διερεύνησης.

Συμπεράσματα. Οιι κυκλίνες παρουσιάζουν υπερέκφραση στο πολλαπλό μυέλωμα, αλλά δεν 

παρουσιάζουν ιδιαίτερη προγνωστική αξία επιβεβαιώνοντας τη θεωρία ότι δεν αποτελούν ι

σχυρά ογκογονίδια, αλλά απαιτούν την παρουσία και άλλων ογκογονιδίων για να οδηγήσουν 

σε υπερπλασία της Β σειράς. Οι μονοκλωνικές γαμμαπάθειες, όπως το πολλαπλό μυέλωμα και
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η MW, παρουσιάζουν μεθυλίωση γονιδίων που σχετίζονται με τη ρύθμιση του κυτταρικού κύ

κλου και του μικροπεριβάλλοντος. Ενδιαφέρουσες τάσεις συσχέτισης της κατάστασης μεθυ- 

λίωσης και κλινικοεργαστηριακών παραμέτρων χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης για να διευ

κρινιστεί και να καθοριστεί η προγνωστική τους αξία. Στο μέλλον, ο καθορισμός όχι μόνο του 

γονοτύπου, αλλά και του «μεθυλότυπου» του κάθε ασθενούς θα ανοίξει το δρόμο στην πλή

ρη στοχευμένη και εξατομικευμένη θεραπεία με μέγιστα οφέλη και τις λιγότερο δυνατές πα

ρενέργειες.
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Study of the expression and clinical significance of cyclins and the methylation 

status of their inhibitors in haematological malignancies

Eleftheria Hatzimichael

Abstract

Background: Neoplasia is the result of a disruptive balance between cell proliferation and 

apoptosis. In particular, in a given cell population the number of proliferative cells exceeds 

the number of apoptotic cells within a certain time frame. The cell cycle is a critical regulator 

of the processes of cell proliferation and growth as well as of cell division after DNA damage. 

It must be choreographed to perfection, ensuring that each task occurs at the proper time 

and in the proper order, Key components o f cell cycle regulation are the cyclin proteins. The 

understanding of tumor growth and cell kinetics has recently become a major area of 

research in Haematology.

The increased incidence of cancer as a function of age has long been interpreted to suggest 

that multiple genetic changes -such as mutations, translocations or ploidy changes- affecting 

often cell cycle related genes are required for tumorigenesis. Classic genetics alone cannot 

explain the diversity of phenotypes within a population. Nor does classic genetics explain 

how, despite their identical DNA sequences, monozygotic twins or cloned animals can have 

different phenotypes and different susceptibilities to a disease. The concept o f epigenetics 

offers a partial explanation of these phenomena. Epigenetics is defined as heritable changes 

in gene expression that are not due to any alteration in the DNA sequence. The best-known 

epigenetic marker in humans is DNA methylation that leads to gene transcriptional silencing. 

A broad spectrum of alterations in DNA methylation patterns has been found in 

hematopoietic malignancies.

Aim of this study was to study the expression of type D cyclins and the methylation status of 

genes that are involved in cell cycle regulation pathways (p l5INK4B, p l6INK4A, p57KIP2, 

TP73, Snk/plk2, VHL) in patients with plasma cell dyscrasias.

Patients and methods: We studied 45 patients with multiple myeloma (MM), 21 female 

and 24 male, mean age 66.4 years (66.4 ± 12.4), 4 patients with Waldenstrom's 

macroglobulinemia (WM), 2 male and 2 female, mean age 68 years, and 3 patients with 

monbclonal gammopathy o f undetermined significance (MGUS), ages 67, 80 and 89 years. 

Using the Durie and Salmon staging system MM patients' disease stages were as follows: 

smoldering MM 7/45, IA 9/45, IIA 13/45 patients, IIIA 7/45 patients and IIIB 9/45 patients.
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Quantitative RT-PCR was employed for the cyclin expression, using sequence specific probes 

for each D type cyclin and GAPDH (PE applied Biosystems). Total cellular RNA was isolated 

from formalin-fixed, paraffin-embedded tissue using the RecoverAII™ kit (Ambion) with some 

modifications. Genomic DNA from bone marrow aspirates was isolated and bisulphate 

modification was performed using commercially available kits (QIAmp DNA mini kit, Qiagen 

and EZ DNA methylation kit, Zymo Research respectively). Methylation status of each gene 

was analysed by methylation-specific PCR (MSP), using specific probes for each gene 

promoter. Amplified products of MSP were resolved on 2.5% agarose or 14% polyacrylamide 

gels, stained with ethidium bromide and visualized under ultraviolet illumination (UV) 

directly. Control methylated (CpG Genome™ Universal Methylated, Chemicon International) 

and unmethylated genom ic DNAs were included in each experiment together with negative 

control DNA from donors with no haematological malignancies. For the statistical analysis, 

patients with Durie and Salmon (DS) stage diseased IIA were consider to have advanced 

stage disease and anemia was defined as patients with a hemoglobin (Hb) levels < 10 g/dl. 

Due to our limited sample size, a simple Logistic regression analysis where gene methylation 

status at diagnosis was used as a single predictor variable to measure associations with the 

development of anemia, advanced stage disease, extramedullary disease and bone disease 

(all as the dependent variables). Survival curves were generated using the method of 

Kaplan-Meier and compared with the log-rank test. In ah exploratory analysis the relative 

risk of death between various subgroups was estimated using Cox Proportional Hazard 

regression with only a single predictor variable remaining in the final model. All of the 

statistical analyses were performed using Stata, release 9.0 (Stata Corp., College Station, 

Texas, USA).

Results: Increased expression of D type cyclins was noted in MM patients. Cyclin D1 levels 

were significantly higher to cyclin D2 levels (p=0.01) and cyclin D3 (p=0.004). Interesting 

associations were noted between cyclin expression levels and relevant clinical parameters 

but no significant prognostic value was found. Methylation o f the p l5  (CDKN4B) and p l6  

(CDKN4A) was found in 28% and 31% of MM patients respectively. Patients methylated for 

p l6  were more likely to have advanced stage disease and anemia at diagnosis and had an 

increased risk of death, but p values did not reach significance. Methylation of p l6  was not 

found to be a predictor of bone or extramedullary disease. Patients methylated for the p l5  

promoter were more likely to have anemia at diagnosis (p>0.05). No association was found 

between p l5  methylation status and bone or extramedullary disease or overall survival. We 

report for the first time that absence of p57 (CDKN1C) promoter methylation in myeloid
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malignancies also characterizes plasma cell neoplasms. Similarly, we report absence of TP73 

methylation in plasma cell neoplasms. We also report for the first time methylation of the 

VHL promoter in patients with MM and WM. Methylation o f the VHL promoter was found in 

41% of MM patients. Patients methylated for VHL showed an increased risk o f death 

(HR=1.3, p=0.6), anemia (0R=2, p=0.2), extramedullary disease (OR=2.3, p=0.22), but not 

advanced stage disease (O R = l. l, p=0.82). The presence of the VHL promoter was 

significantly associated with the development of lytic bone disease (OR =6.5, p=0.029). We 

also demonstrate for the first time methylation of snk/plk2 in MM and WM. Snk/plk2 

methylation was noted in 60% and 75% of MM and WM patients respectively. Although no 

significant association was found between snk/plk2 methylation and clinical parameters, the 

increased frequency that we report merits additional study.

In summary, cyclins are overexpressed in MM, but they do not hold a significant prognostic 

value, confirming the theory that cyclins are not strong oncogenes, but rather need the 

presence o f other oncogenes in order to promote B cell proliferation. Genes involved in cell 

cycle regulation are found to be methylated in MM and WM. Several interesting trends were 

noted between the genes methylation status and relevant clinical parameters. These findings 

warrant further evaluation in a larger sample of patients in order to enhance our statistical 

power and better define the prognostic value o f each gene's methylation status in these 

diseases. In the future, defining not only the genotype but also the "methylotype" o f patients 

will lead the way to targeted and individualized therapy with maximum efficacy and minimal 

toxicity.
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