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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ (ABBREVIATIONS) 

 
ΑΜΜΟ: Αυτόλογη µεταµόσχευση µυελού των  οστών  
ASTA-Z-7557: Μαφοσφαµίδη 
ATP: Adenosine triphopshate 
BFU-E: Burst forming unit-erythroid 
BPD: Benzoporphyrin derivatives, παράγωγα βενζοπορφυρίνης 
BSO: DL-Βουθειονίνη-S,R- σουλφοξιµίνη 
BNP-7787: Dimesna 
CR1: 1η πλήρη ύφεση 
CFU-L: Colony forming unit-leukemia 
CFU-GM: Colony forming unit- granulocyte/macrophage 
CFU-C: Colony forming unit-cells 
CFU-E: Colony forming unit-erythroid 
CFU-Meg: Colony forming unit-megacaryocyte 
CFU-S: Colony forming unit-spleen 
CFU-F: Colony forming unit-fibroblast 
CFU-GEMM: Colony forming unit cell-granulocyte/ erythroid/ megacaryocyte/ 
macrophage 
CIK: Cytokine-induced killer cell 
CMV: Cytomegalovirus 
CD: Cluster differentiation 
DBP: Dibutyl phtalate 
DDTC: Disodium diethyl-dithio-carbamate 
DNA: Deoxyribonucleic acid 
DFS: disease free survival 
ET-18-OCH3: Εδελφοσίνη 
FACS: Fluorescence activated cell sorting 
FDA: Food & Drug Association , Αµερικανικός Οργανισµός Φαρµάκων 
GvHD: Graft versus host disease, αντίδραση µοσχεύµατος κατά ξενιστή 
GSH: Γλουταθειόνη, ανηγµένη µορφή 
GSSG:Γλουταθειόνη, οξειδωµένη µορφή 
G-CSF: Granulocyte- colony stimulating factor 
HLA: Human Leucocyte Antigen 
4-HC: 4-hydroxy-cyclophosphamide 
HPD: Hematoporphyrin derivatives, παράγωγα αιµατοπορφυρίνης 
HSV: Herpes simplex virus 
HTLV: Human T-cell leukemia virus 
HGPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase 
Ig: Immunoglobulin, Ανοσοσφαιρίνη 
IL: Ιντερλευκίνη 
ICRF-187: Dexrazoxane 
IFN: Interferon 
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LAK: Lymphokine activated killer cell 
Laser: Light amplification by stimulated emission of radiation 
LDL: Low-density-lipoprotein 
LDH: Lactic dehydrogenase 
Log: Λογάριθµος 
LTC-IC: Long term culture-initiating cells 
LFS: leukemia free survival 
MACS: Magnetic activated cell sorting 
MDR: Multiple drug resistance 
ΜΑ: Μονοκλωνικά αντισώµατα 
Μ∆Σ: Μυελοδυσπλαστικό σύνδροµο 
MHC: Major histocompatibility complex 
MIP-1a: Macrophage inhibitory protein-1a 
ΜΜΟ: Μεταµόσχευση µυελού των οστών 
MC 540: Merocyanine 540 
Mesna: 2-mercapto-ethane sulphonate sodium 
Mg+ ATPαση: ΑΤΡαση µαγνησίου 
MIF: Macrophage inhibition factor 
NHL: Non-Hodgkin Lymphoma 
NK: Natural killer 
Na+-K+ ATPαση: ΑΤΡ αση νατρίου-καλίου 
NM: Nitrogen mustard 
NSCLC: Non-small cell lung cancer cell 
ΟΛΛ: Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία 
ΟΛ: Ολιγονουκεοτίδια 
ΟΜΛ: Οξεία µυελογενής λευχαιµία 
OS: Overall survival, συνολική επιβίωση 
Ph+: κύτταρα θετικά για το χρωµόσωµα Philadelphia 
PCR: polymerase chain reaction 
PNA: peanut agglutinin 
PFS: progression free survival 
RCA: Ricin A 
RNA: Ribonucleic acid 
Rh-123: Rhodamine 123 
SBA: soybean agglutinin 
SE: Standard error, σταθερό σφάλµα 
STS: Sodium thiosulphate 
TGF : Transforming growth factor 
TCR: T-cell receptor 
TNF: Tumor necrosis factor 
VP-16: Ετοποσίδη 
Φ∆Θ: Φωτοδυναµική θεραπεία 
ΧΜΛ: Χρόνια µυελογενής λευχαιµία 
WR-2721: Αµιφοστίνη, προφάρµακο 



 12

WR-1065: Αµιφοστίνη, δραστικός µεταβολίτης 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
  

Η κάθαρση (purging) του µυελού των οστών κατά την αυτόλογη µεταµόσχευση , σε 

πολλές περιπτώσεις βελτιώνει την επιβίωση ασθενών µε αιµατολογικές κακοήθειες ή συµπαγείς 

όγκους, καθώς µειώνει την πιθανότητα υποτροπών από υπολειµµατικά νεοπλασµατικά κύτταρα 

στο µόσχευµα. Άλλοτε όµως έχει κατηγορηθεί για καθυστέρηση στην εγκατάσταση του µυελικού 

µοσχεύµατος ή ακόµη και αποτυχία της αιµοποιητικής αποκατάστασης του ασθενούς µετά την 

µεταµόσχευση. Η φωτοδυναµική θεραπεία, δηλαδή η χρήση φωτοευαισθητοποιού χρωστικής σε 

συνδυασµό µε φως, έχει χρησιµοποιηθεί την τελευταία εικοσαετία ως µέθοδος κάθαρσης, αλλά η 

µονοχρωµατική ακτινοβολία (Laser) έχει µελετηθεί σχετικά πρόσφατα και περιορισµένα. Η 

µέθοδος παρουσιάζει σχετική εκλεκτικότητα για τα κακοήθη κύτταρα, αλλά η ανάγκη για 

προστασία των φυσιολογικών προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων παραµένει. 

Πρόσφατα στη διδακτορική διατριβή της παιδίατρου αιµατολόγου/ογκολόγου Ε. Λυδάκη 

µελετήθηκε η ανθρώπινη λευκωµατίνη ως κυτταροπροστατευτική ουσία των φυσιολογικών 

αιµοποιητικών κυττάρων. ∆ιαπιστώθηκε όµως ότι η ανθρώπινη λευκωµατίνη προστατεύει τόσο 

τα φυσιολογικά όσο και τα λευχαιµικά κύτταρα από τη βλαπτική επίδραση της φωτοδυναµικής 

θεραπείας, καθιστώντας την ουσία αυτή ακατάλληλη για χρήση στην κάθαρση του µυελού. 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης αυτής αποτέλεσαν το έναυσµα για αξιολόγηση της 

επίδρασης της Αµιφοστίνης, (µιας κυτταροπροστατευτικής ουσίας που έχει χρησιµοποιηθεί 

ευρέως στη χηµειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία), στη φωτοδυναµική θεραπεία µε Μεροκυανίνη 

540 και µονοχρωµατική ακτινοβολία (Laser) σε κύτταρα λευχαιµικής σειράς, κακοήθη κύτταρα 

µυελού και περιφερικού αίµατος από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες και νευροβλάστωµα και σε 

φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση καθώς και από 

αντίστοιχης ηλικίας και φύλου φυσιολογικούς µάρτυρες. 

Η µελέτη πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Ιστικών Καλλιεργειών της Παιδιατρικής 

Κλινικής Αιµατολογίας/Ογκολογίας του Περιφερειακού Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου 

Ηρακλείου σε συνεργασία µε το Τµήµα Laser και Εφαρµογών του Ιδρύµατος Τεχνολογίας και 

Έρευνας . 

Στην ολοκλήρωση της έρευνας αυτής συµµετείχαν πολλοί συνεργάτες, τους οποίους θα 

ήθελα να ευχαριστήσω ξεχωριστά: Τον κ. Θεόδωρο Παπάζογλου φυσικό, για την πολύτιµη 

συνεισφορά του σε ότι αφορά τα Lasers και τους Γιώργο Φιλιππείδη και Γιάννη Ζαχαράκη, 

φυσικούς και µεταπτυχιακούς φοιτητές, για την συνέπεια και φιλότιµη προσφορά τους στο 

στάδιο της φωτοακτινοβόλησης. Tον Καθηγητή Φυσικής κ. Κωνσταντίνο Φωτάκη, διευθυντή 
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του Τµήµατος Laser και Εφαρµογών του Ιδρύµατος Τεχνολογίας και Έρευνας και µέλους της 

Τριµελούς Επιτροπής της διατριβής µου, για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε. Την κ. Ευαγγελία 

Λυδάκη παιδίατρο αιµατολόγο-ογκολόγο, για την ανεκτίµητη καθοδήγηση της, ιδιαίτερα στα 

πρώτα δύσκολα βήµατα και τις πολύτιµες συµβουλές της, ως επιστήµονας αλλά και ως φίλη. Την 

κ. Ελένη ∆ηµητρίου, Επίκουρη Καθηγήτρια Παιδιατρικής Αιµατολογίας Ογκολογίας, 

επιστηµονική υπεύθυνη του Εργαστηρίου Ιστικών Καλλιεργειών της Παιδιατρικής Κλινικής 

Αιµατολογίας-Ογκολογίας του Περιφερειακού Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου και 

µέλους της Τριµελούς Επιτροπής της διατριβής µου, για την συµπαράστασή της και την 

σηµαντική βοήθεια που µου πρόσφερε στις δύσκολες στιγµές. Ιδιαίτερα ευχαριστώ την κ. 

Ανδρονίκη Φασουλάκη, παρασκευάστρια, για τη συνεπή και φιλότιµη συµµετοχή της και την 

ιατρό–ερευνήτρια Χρυσούλα Περδικογιάννη  για την επίσης ανεκτίµητη προσφορά της σε 

στιγµές αδυναµίας. Ευχαριστώ και τον αγαπητό φίλο Σωτήρη Ιωαννίδη, µαθηµατικό και 

µεταπτυχιακό φοιτητή, για την συνεισφορά του ιδιαίτερα σε κάποιες δύσκολες και ατελείωτες 

ώρες µπροστά στον υπολογιστή και την ηθική του συµπαράσταση στις απογοητεύσεις µου. 

Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω τον αδελφό µου ∆ιονύση ∆ανηλάτο, πολιτικό µηχανικό, για 

την προθυµία του και την πολύτιµη βοήθεια του σε ότι αφορά τον υπολογιστή και θα ήθελα να 

αφιερώσω το έργο αυτό στην οικογένειά µου που πάντα µε στηρίζει µε αγάπη και υποµονή. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω ξεχωριστά την Καθηγήτρια Παιδιατρικής και ∆ιευθύντρια της 

Παιδιατρικής Κλινικής Αιµατολογίας/Ογκολογίας κ. Μαρία Καλµαντή, για την εµπιστοσύνη που 

µου έδειξε και µου ανέθεσε τη µελέτη αυτή, κατευθύνοντας µε οξυδέρκεια τον σχεδιασµό της. Ο 

δυναµισµός, η διορατικότητα και εµπειρία µε την οποία σχεδίασε αυτό το ερευνητικό έργο, η 

ηθική και υλική υποστήριξη που µου πρόσφερε και το ενδιαφέρον της, ήταν για µένα µία 

πολύτιµη εµπειρία µέσα από την οποία αποκόµισα σηµαντικές γνώσεις. 

Τελειώνοντας, ως επίλογο αισθάνοµαι την βαθιά ανάγκη να µιλήσω για τα παιδιά που 

συµµετείχαν στην παρούσα µελέτη. Για τα παιδιά αυτά, που αναγκάστηκαν να ωριµάσουν 

νωρίτερα από τα αντίστοιχα της ηλικίας τους, καθώς βρέθηκαν ξαφνικά αντιµέτωπα µε το 

θάνατο. Στην µάχη που δίνουν εύχοµαι να προσφέρω µία µικρή κονταριά. Ιδιαίτερα οι γονείς 

τους, βιώνουν αγωνίες και πόνο από τους πιο βαθείς της ανθρώπινης ψυχής. Συµπολεµιστές, 

γονείς και παιδιά, µε µοναδικό όπλο την Υποµονή και την Ελπίδα. Τους ευχαριστώ θερµά και 

εύχοµαι η µελέτη αυτή να αποτελέσει έστω και µία ελάχιστη συµβολή µελλοντικά στη θεραπεία 

κατά του καρκίνου στα παιδιά. 
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Α. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. ΜΕΤΑΜΟΣΧΕΥΣΗ ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ  

 
Η µεταµόσχευση µυελού των οστών (ΜΜΟ) και η µεγαθεραπεία µε επανέγχυση 

περιφερικών προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων αποτελούν εναλλακτικές 

θεραπευτικές προσεγγίσεις για πολλές αιµατολογικές κακοήθειες και συµπαγείς όγκους 

[1-4]. Η αλλογενής ΜΜΟ αποτελεί θεραπεία εκλογής και έχει βελτιώσει την επιβίωση 

από λευχαιµίες όπως η οξεία µυελογενής λευχαιµία (ΟΜΛ) στην 1η πλήρη ύφεση (CR1) 

και άλλες κακoήθειες. ∆υστυχώς, µόνο το ένα τρίτo των ασθενών αυτών έχουν έναν 

HLA-συµβατό δότη ή την κατάλληλη ηλικία (κάτω των 45 ετών). Επίσης, η αλλογενής 

ΜΜΟ έχει σοβαρές και δυνητικά θανατηφόρες επιπλοκές, όπως η αντίδραση 

µοσχεύµατος κατά του ξενιστή (graft versus host disease, GvHD), η βλάβη οργάνων και 

οι ιογενείς λοιµώξεις [1, 5-8]. Η αυτόλογη ΜΜΟ (ΑΜΜΟ) ξεπερνά το πρόβληµα 

εύρεσης συµβατού δότη, που είναι χρονοβόρο και έχει υψηλό κόστος, ενώ επίσης 

συµπεριλαµβάνει και µεγαλύτερους ασθενείς (έως 65 ετών) και είναι πιο καλά ανεκτή µε 

µικρότερη θνησιµότητα [7, 9, 10]. Το κύριο πρόβληµα µε την ΑΜΜΟ είναι ο υψηλός 

ρυθµός υποτροπών. Κυρίως ενοχοποιείται η έλλειψη της δράσης του µοσχεύµατος έναντι 

του όγκου (graft versus tumor effect). Έχει παρατηρηθεί ότι ο ρυθµός υποτροπών είναι 

σηµαντικά υψηλότερος σε µεταµόσχευση µυελού από µονοωογενή δίδυµα ή 

κεκαθαρµένων από Τ- κύτταρα (T-cell depleted) µοσχευµάτων σε ασθενείς µε 

αιµατολογικές κακοήθειες. Επίσης έχει παρατηρηθεί µικρότερος αριθµός υποτροπών σε 

ασθενείς που έλαβαν αλλογενή µοσχεύµατα και παρουσίασαν αντίδραση µοσχεύµατος 

κατά ξενιστή [11-14]. ∆ύο είναι οι πιθανές πηγές υπεύθυνες για την υποτροπή µετά από 
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ΑΜΜΟ: α) κακοήθη κλωνογονικά κύτταρα που επανεγχύονται µε το µόσχευµα, β) 

ελάχιστη υπολειπόµενη νόσος στον ξενιστή λόγω ανεπαρκούς εκρίζωσης της νόσου µε 

το προπαρασκευαστικό σχήµα θεραπείας. Είναι εξαιρετικά δύσκολο να εκτιµηθεί η πηγή 

της υποτροπής µε τις συνήθεις µεθόδους, για το λόγο αυτό πολλές προσπάθειες έχουν 

γίνει τόσο για in vivo, όσο και για ex vivo κάθαρση του µυελού από τα κακοήθη 

κύτταρα. 

 

1.1 ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΗΣ ΕΛΑΧΙΣΤΗΣ ΥΠΟΛΕΙΠΟΜΕΝΗΣ ΝΟΣΟΥ ΣΤΟ 

ΜΟΣΧΕΥΜΑ 

 

Υπάρχουν διάφορες µέθοδοι ανίχνευσης των κακοήθων κυττάρων στο µόσχευµα 

[15, 16]. Η ιστολογική εξέταση και η κυτταροµετρία ροής είναι χρήσιµες για διήθηση 

µεγαλύτερη  του 1 έως 5 % των κυττάρων. Η υβριδοποίηση αποτυπώµατος Southern 

(Southern blot hybridization) έχει το πλεονέκτηµα ότι απαιτεί µικρό αριθµό κυττάρων 

(περίπου 10 6) αλλά µπορεί να ανιχνεύσει µόνο 1 στα 100 κύτταρα. Έχει εφαρµοστεί 

στην γονοτυπική αναγνώριση των Τ- και Β-κυτταρικών λεµφωµάτων που δεν εκφράζουν 

επιφανειακή ή κυτταρική ανοσοσφαιρίνη (Ig). Σε µία µελέτη 104 ασθενών µε µη-

Hodgkin λέµφωµα (NHL), ανιχνεύτηκε η παρουσία κυκλοφορούντων κυττάρων 

λεµφώµατος στο περιφερικό αίµα. Η επίπτωση των θετικών αποτελεσµάτων κατά την 

διάγνωση ήταν 34% για τα χαµηλής κακοήθειας λεµφώµατα και µόνο 8% για τα 

ενδιάµεσης κακοήθειας, ενώ ήταν υψηλότερη (48%) κατά την υποτροπή. Παραδόξως, 

βρέθηκαν DNA αναδιατάξεις σε περίπου 10% των ασθενών κλινικά ελεύθερων νόσου 

και αυτή η ανίχνευση παρουσίαζε φτωχή συσχέτιση µε επακόλουθες υποτροπές. ∆εν 

είναι γνωστό εάν αυτό οφείλεται στον πολύ µικρό αριθµό καρκινικών κυττάρων ή στην 

ανάπτυξη κάποιου βαθµού ανοσολογικού ελέγχου από τον ξενιστή [17]. Η υβριδοποίηση 

in situ µε φθορισµό (fluorescence in situ hybridization, FISH) έχει περίπου 1% 

ευαισθησία, είναι γρήγορη, σχετικά απλή ποσοτική µέθοδος και µπορεί να ανιχνεύσει 

κύτταρα σε µεσόφαση (µη- διαιρούµενα κύτταρα) [15, 18]. Σε µία πρόσφατη µελέτη από 

23 ασθενείς µε πολλαπλούν µυέλωµα ανιχνεύτηκε τρισωµία 9 σε 81.8% των 

µοσχευµάτων περιφερικού αίµατος και συσχετίστηκε µε την υποτροπή µετά την 

µεταµόσχευση [19]. Σε µία άλλη µελέτη, 21 ασθενείς µε χρόνια µυελογενή λευχαιµία 
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µεταµοσχεύτηκαν µε αυτόλογα προγονικά κύτταρα περιφερικού αίµατος. Βρέθηκε µία 

άµεση συσχέτιση µεταξύ του ποσοστού των κυττάρων θετικών για το χρωµόσωµα 

Φιλαδέλφεια (Ph+), στο µόσχευµα πρίν και στον µυελό µετά την µεταµόσχευση, 

ενδεικτικό της επανέγχυσης κακοήθων κυττάρων υπεύθυνων για την υποτροπή [20]. Η 

µέθοδος fluorescence-activated cell sorter (FACS) βασίζεται στη χρήση αντι-ιδιοτυπικών 

αντισωµάτων που ανιχνεύουν φαινοτυπικά διαφορετικά καρκινικά κύτταρα, αλλά έχει 

µικρή ευαισθησία επειδή ένα µικρό ποσοστό φυσιολογικών λεµφοκυττάρων εκφράζει 

τους συγκεκριµένους ιδιότυπους. Η µέθοδος αυτή έχει χρησιµοποιηθεί κυρίως για την 

ανίχνευση κυττάρων λεµφώµατος και Β-κυτταρικής λευχαιµίας [15]. Οι 

ανοσοϊστοχηµικές τεχνικές χρησιµοποιούν επίσης αντισώµατα έναντι ειδικών 

επιθηλιακών αντιγόνων κυτταροσκελετού και µεµβράνης και εφαρµόζονται στην 

ανίχνευση µικροµεταστάσεων σε ασθενείς µε καρκίνους επιθηλιακής προέλευσης [21, 

22]. Οι λευχαιµικές καλλιέργειες (in vitro clonogenic assays, CFU-L) αποτελούν µία άλλη 

µέθοδο ανίχνευσης της ελάχιστης υπολειπόµενης νόσου. Οι αποικίες από λευχαιµικά 

βλαστικά κύτταρα έχουν τον ίδιο φαινότυπο µε τα κύτταρα του περιφερικού αίµατος και 

του µυελού των ασθενών [23]. Φαίνεται ότι τα λευχαιµικά κύτταρα αποτελούν ένα 

ετερογενή πληθυσµό µε ένα πολύ µικρό ποσοστό κυττάρων που έχουν υψηλό  

πολλαπλασιαστικό δυναµικό και που µπορεί να είναι υπεύθυνα για την διατήρηση των 

βλαστικών κυττάρων in vivo [24, 25]. Η ετερογένεια των λευχαιµικών κυττάρων 

αντανακλά σε διαφορετικές απαιτήσεις σε καλλιεργητικά υλικά και µπορεί να ερµηνευτεί 

από διαφορές στην ωρίµανση των λευχαιµικών κυττάρων ή στο επίπεδο διαφοροποίησης 

[26, 27]. Η ανάπτυξη των λευχαιµικών κλώνων γίνεται σύµφωνα µε ένα µοντέλο 

ανάλογο µε αυτό της φυσιολογικής αιµοποίησης. Έτσι υπάρχει µία ισορροπία µεταξύ 

των αυτοανανεούµενων και διαφοροποιούµενων κυττάρων [28]. Η παρουσία αυτών των 

κλωνογονικών λευχαιµικών κυττάρων στο µόσχευµα µπορεί να σχετίζεται µε την 

υποτροπή µετά την µεταµόσχευση. Παρόλο που είναι δύσκολες τεχνικά, οι λευχαιµικές 

καλλιέργειες παρέχουν την δυνατότητα να µελετηθούν η ικανότητα πολλαπλασιασµού, 

οι απαιτήσεις σε αυξητικούς παράγοντες και η ευαισθησία των λευχαιµικών κυττάρων 

στα φάρµακα [24, 29, 30]. Οι Miller και συν. συσχέτισαν την ευαισθησία των 

υπολειπόµενων CFU-L στην 4-υδροξυ-κυκλοφωσφαµίδη (4-HC) in vitro µε την κλινική 

απάντηση και την συχνότητα υποτροπής [29]. Υγρές καλλιέργειες για την αναγνώριση 
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υπολειµµατικής νόσου έχουν χρησιµοποιηθεί και σε άλλους τύπους καρκίνου, π.χ. του 

µαστού. Η µέθοδος φαίνεται να έχει µεγαλύτερη ευαισθησία από τις ανοσοϊστοχηµικές 

τεχνικές, εντούτοις η αναγνώριση της ικανότητας αυτών των κυττάρων για µετάσταση, 

θα πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω [31]. 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (polymerase chain reaction, PCR) έχει την 

ικανότητα να φτιάχνει πολλαπλά αντίγραφα αλληλουχιών DNA [32].  Έχει βελτιώσει την 

ευαισθησία ανίχνευσης σε 1 στα 10 6 κύτταρα [18]. Εντούτοις είναι τεχνικά δύσκολη, 

χρονοβόρα, µε φτωχά ποσοτικά και πολλά ψευδώς θετικά αποτελέσµατα. ∆εν είναι 

γνωστό, εάν τα υπολειµµατικά κακοήθη κύτταρα που ανιχνεύονται µε PCR, είναι 

κλωνογονικά και υπεύθυνα για την υποτροπή [32]. Οι Gribben και συν. έδειξαν ότι η 

παρουσία θετικής PCR στο µόσχευµα µετά από ανοσολογική κάθαρση σχετίζεται µε 

υψηλότερο ποσοστό υποτροπών και αντίθετα  αρνητική PCR, µε µεγαλύτερη επιβίωση 

ελεύθερης νόσου µετά από ΑΜΜΟ [36, 37]. Καθώς άλλες µελέτες απέτυχαν να 

αποδείξουν µία τέτοια συσχέτιση, περαιτέρω έρευνα χρειάζεται για να βελτιωθεί η 

ανίχνευση και να εκτιµηθεί η κλινική σηµασία της ελάχιστης υπολειπόµενης νόσου. 

Λαµβάνοντας υπόψιν ότι οι περισσότερες λευχαιµίες δεν έχουν ένα ειδικό δείκτη, 

οι τεχνικές γονιδιακής σήµανσης (gene-marking techniques) χρησιµοποιήθηκαν για την 

ανίχνευση της πηγής της υποτροπής. Με έκθεση  του µυελού πρίν την έγχυση σε ένα 

ρετροϊό -µεταφορέα του ειδικού γονιδίου δείκτη, δείχτηκε ότι η παρουσία 

υπολειµµατικών κυττάρων στο µόσχευµα µπορεί να ευθύνεται για την υποτροπή καθώς 

το γονίδιο δείκτης ανιχνεύτηκε κατά την υποτροπή [38-41]. Οι Kurh και συν. 

µεταβίβασαν ένα δείκτη στα λευχαιµικά κύτταρα µέσω ενός ρετροϊού ώστε να 

ανιχνεύσουν και να µετρήσουν µε ανταγωνιστική φωλιασµένη PCR (competitive nested 

PCR) τα υπολειµµατικά κύτταρα σε µοντέλα µεταµόσχευσης µυελού σε ποντίκια. Έγινε 

µε επιτυχία ανίχνευση 1 στα 10 5 κύτταρα in vivo [42]. Αυτές οι παρατηρήσεις 

αποτελούν µία ισχυρή ένδειξη ότι η εκρίζωση των κακόηθων κυττάρων από το µόσχευµα 

µπορεί να έχει µέγιστη κλινική σηµασία. 

 

1.2 ΚΑΘΑΡΣΗ ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ 
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Ο ρόλος της κάθαρσης έχει αµφισβητηθεί κυρίως  λόγω της έλλειψης µεγάλων 

προοπτικών τυχαιοποιηµένων µελετών. Το κύριο πρόβληµα είναι ο µεγάλος αριθµός 

ασθενών που απαιτείται για να αποκτηθούν στατιστικά σηµαντικά αποτελέσµατα. 

Επίσης, όπως ήδη αναφέρθηκε, είναι αδύνατον µε τις υπάρχουσες µεθόδους να 

διακριθούν ποιές από τις περιπτώσεις των υποτροπών οφείλονται σε υπολειπόµενη νόσο 

του ξενιστή και ποιες σε υπολειπόµενη νόσο του µοσχεύµατος. Η βιβλιογραφία σχετικά 

µε την κάθαρση του µυελού είναι τεράστια και ο ρόλος της έχει συζητηθεί εκτενώς σε 

πολλές ανασκοπήσεις [43-49]. Ένα τυπικό µόσχευµα µυελού περιέχει 10 10-10 11 

εµπύρηνα κύτταρα. Οι κλασσικές µέθοδοι ανίχνευσης υπολειµµατικών νεοπλασµατικών 

κυττάρων έχουν ως όριο ανίχνευσης ένα στα 100 κύτταρα, γεγονός που σηµαίνει ότι ένας 

µυελός που χαρακτηρίζεται σε ύφεση µπορεί να περιέχει 10 8 έως 10 9 νεοπλασµατικά 

κύτταρα [50]. 

Μερικοί ερευνητές ισχυρίζονται ότι η κάθαρση είναι µη αναγκαία, καθώς δεν 

βελτιώνει την επιβίωση και καθυστερεί την αιµοποιητική αποκατάσταση µετά την 

µεταµόσχευση [51, 52]. Οι Williams και συν. σε µία αναδροµική µελέτη ελέγχου ανά 

περίπτωση (case-matched) χρησιµοποίησαν δεδοµένα από το Ευρωπαϊκό Αρχείο 

Λεµφώµατος-Μεταµοσχεύσεων Μυελού (EBMT Lymphoma Registry). Μελετήθηκαν 

270 ασθενείς µε µη Hodgkin λέµφωµα (NHL) που έλαβαν καθαρµένο αυτόλογο 

µόσχευµα, ενώ 224 ασθενείς έλαβαν µη καθαρµένο µόσχευµα. ∆εν βρέθηκε καµία 

διαφορά στον χρόνο εγκατάστασης, στην απάντηση στην ΑΜΜΟ και στη θνησιµότητα 

από επιπλοκές της µεταµόσχευσης µεταξύ των δύο οµάδων. Η συνολική επιβίωση 

(overall survival, OS), η επιβίωση ελεύθερη προόδου της νόσου (progression free 

survival, PFS) και ο ρυθµός υποτροπών βρέθηκε παρόµοιος µεταξύ των δύο οµάδων 

[53]. Είναι ενδιαφέρον  ότι βρέθηκε µία σηµαντική βελτίωση της συνολικής επιβίωσης 

για τους ασθενείς µε χαµηλής κακοήθειας λέµφωµα που έλαβαν καθαρµένο µόσχευµα 

(p=0.001). Οι Chao και συν. σε µία µελέτη 50 ασθενών µε οξεία µη λεµφοβλαστική 

λευχαιµία, αναφέρουν πενταετή επιβίωση ελεύθερη νόσου (disease free survival, DFS) 

32% για την οµάδα που έλαβε µη καθαρµένο αυτόλογο µόσχευµα (n=20 ασθενείς) έναντι 

57% για την οµάδα µε καθαρµένο µυελό (n= 30 ασθενείς, p=0.36). Ο ρυθµός υποτροπής 

ήταν αντίστοιχα 62% και 28% (p=0.06) [54]. Παρατηρήθηκε µία βελτίωση στην DFS και 

τον ρυθµό υποτροπών αλλά τα αποτελέσµατα δεν ήταν στατιστικά σηµαντικά, πιθανώς 
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επειδή η σύγκριση έγινε µε ιστορική οµάδα ελέγχου και λόγω των διαφορετικών χρόνων 

παρακολούθησης. Οι Gorin και συν. αναφέρουν ότι η ΑΜΜΟ έχει καλύτερη έκβαση 

όταν πραγµατοποιείται εντός 150 ηµερών από την επίτευξη της πρώτης πλήρους ύφεσης 

και πρότειναν ότι η κάθαρση µε µαφοσφαµίδη µειώνει το ποσοστό υποτροπών σε αυτές 

τις περιπτώσεις [55]. Σε µία άλλη µελέτη µε 263 ασθενείς µε οξεία µυελογενή λευχαιµία 

(ΟΜΛ) σε CR1 που υποβλήθηκαν σε ΑΜΜΟ, η 4ετής επιβίωση ελεύθερη λευχαιµίας 

(leukemia free survival, LFS) ήταν σηµαντικά υψηλότερη στην οµάδα όπου έγινε 

κάθαρση του µυελού µε µαφοσφαµίδη (63% vs. 34%, p=0.05) και η πιθανότητα 

υποτροπών χαµηλότερη (23% vs. 55%, p=0.005). Τα αποτελέσµατα αυτά ήταν 

ευνοϊκότερα για τους ασθενείς που µεταµοσχεύτηκαν εντός 6µήνου από την επίτευξη της 

CR1. Παρόλα αυτά, ο χρόνος εγκατάστασης του µοσχεύµατος ήταν παρατεταµένος και ο 

αριθµός των λοιµώξεων αυξηµένος στην οµάδα µε κάθαρση του µυελού [56]. 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, οι Gribben και συν. σε µία µελέτη 114 

ασθενών µε NHL αναφέρουν ότι η ανίχνευση υπολειµµατικής νόσου στο µόσχευµα είναι 

σηµαντικός προγνωστικός παράγοντας στην πρόγνωση της υποτροπής [36]. Γενικά 

θεωρείται ότι υποτροπή σε προηγούµενη θέση του όγκου οφείλεται σε υπολειµµατική 

νόσο στον οργανισµό, ενώ παραµένοντα νεοπλασµατικά κύτταρα στο µόσχευµα τείνουν 

να υποτροπιάζουν σε νέες θέσεις. Αυτό βεβαίως δεν αποτελεί κανόνα , καθώς θα 

µπορούσε να υποτεθεί ότι το µικροπεριβάλλον και οι συνθήκες της εγκατάστασης 

(homing)  µπορεί να ευθύνονται για την εµφάνιση υποτροπών σε προηγούµενες θέσεις. 

Σε µία πρόσφατη αναφορά περιστατικού µη Hodgkin λεµφώµατος, έχει προταθεί, ότι η 

εµφάνιση πνευµονικής υποτροπής µετά από ΑΜΜΟ µπορεί να οφείλεται σε επανέγχυση 

κακοήθων κυττάρων [57]. Αντίθετα σε µία άλλη αναφορά περιστατικού ασθενούς µε Ph 

(+) ΟΛΛ που µεταµοσχεύτηκε στη δεύτερη ύφεση µε αυτόλογο µόσχευµα που περιείχε 

υπολειµµατικά κύτταρα, παρέµεινε κλινικά σε ύφεση για περισσότερο από 48 µήνες. 

Παρατηρήθηκε µάλιστα µία παράδοξη αρνητικοποίηση των κυττάρων του µυελού για 

την µετάθεση bcr/abl στην PCR ανάλυση, 30 µήνες µετά [58]. Μία πιθανή εξήγηση, θα 

µπορούσε να είναι η τοξικότητα του DMSO ή της κρυοκατάψυξης στα κακοήθη κύτταρα 

ή ακόµη και η επαγωγή της ανοσολογικής επιτήρησης της κακοήθειας από τον 

οργανισµό. 
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1.3. ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΘΑΡΣΗΣ: ΑΡΝΗΤΙΚΗ ΕΠΙΛΟΓΗ 
 
1.3.1. Φυσικές µέθοδοι 
 

Οι φυσικές µέθοδοι είναι απλές, µε σχετικά χαµηλό κόστος, αλλά καταστρέφουν 

µόνο ένα µικρό ποσοστό κακοήθων κυττάρων. Για το λόγο αυτό, συνήθως 

χρησιµοποιούνται σε συνδυασµό µε άλλες µεθόδους. Ο διαχωρισµός µε κλίση πυκνότητας 

(density gradient separation) βασίζεται στις διαφορετικές ιδιότητες µεταξύ 

νεοπλασµατικών και φυσιολογικών προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων. Πρόσφατα 

χρησιµοποιήθηκε για να µειώσει τον αριθµό των κυττάρων των προϊόντων 

λευκαφαίρεσης επιτυγχάνοντας ταυτόχρονα µείωση κατά 1 έως 2 log των 

νεοπλασµατικών κυττάρων [59]. Η µέθοδος αυτή µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε 

συνδυασµό µε άλλες µεθόδους κάθαρσης π.χ. ανοσοµαγνητικό διαχωρισµό ώστε να 

µειώσει το κόστος τους και να ενισχύσει την αποτελεσµατικότητα τους [59, 60]. Ο 

διαχωρισµός επίπλευσης αντιθέτου ροής ( counterflow elutriation) βασίζεται επίσης σε 

διαφορές µεγέθους και πυκνότητας των κυττάρων και παρουσιάζει εξαιρετική επιβίωση 

των κυττάρων που σχηµατίζουν αποικίες (colony-forming cells) [61]. Οι λεκτίνες, όπως η 

συγκολλητίνη σόγιας (soybean agglutinin, SBA) και φυστικιού (peanut agglutinin, PNA), 

συνδέονται µε ώριµα κύτταρα της ερυθράς, µυελικής και λεµφικής σειράς καθώς και µε 

µερικά κακοήθη κύτταρα αλλά όχι µε τα προγονικά κύτταρα της αιµοποίησης. Έχουν 

χρησιµοποιηθεί για εµπλουτισµό των CD34+ κυττάρων, σε προϊόντα µοσχεύµατος 

µυελού [62]. Σύνδεση της λεκτίνης PNA σε µία τοξίνη την ριτσίνη (ricin A chain, RCA) 

παρουσίασε µεγαλύτερη ευαισθησία έναντι κυττάρων του µυελώµατος [63]. 

Η κάθαρση µε υπερθερµία βασίζεται στην σχετικά µεγαλύτερη ευαισθησία των 

λευχαιµικών κυττάρων στην θερµότητα σε σχέση µε τα αρχέγονα αιµοποιητικά κύτταρα 

[64, 65]. Τα κύτταρα που βρίσκονται µέσα στον κυτταρικό κύκλο είναι πιο ευαίσθητα 

και υφίστανται µορφολογικές αλλαγές της δοµής τους, όπως αδρανοποίηση ενζύµων που 

είναι υπεύθυνα για τον θάνατο των νεοπλασµατικών κυττάρων κατά την υπερθερµία. 

Έχει επίσης υποτεθεί ότι η έκφραση ορισµένων πρωτεϊνών (heat shock protein) παίζει 

κάποιο ρόλο [65]. Η γολαρατίδη, ένας αναστολέας της S φάσης του κυτταρικού κύκλου 

των φυσιολογικών προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων, έχει χρησιµοποιηθεί σε 

συνδυασµό µε υπερθερµία, µε αποτέλεσµα 4 log µείωση των λευχαιµικών κυττάρων και 
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ταυτόχρονη προστασία κατά 1 log των φυσιολογικών προγονικών κυττάρων (CFU-GM) 

[66]. 

 

1.3.2 Φαρµακολογικές µέθοδοι 
 

Η χηµική κάθαρση του µυελού των οστών βασίζεται στην διαφορετική 

ευαισθησία των κακοήθων και φυσιολογικών προγονικών κυττάρων στα διάφορα 

φάρµακα. Σκοπός αυτών των µεθόδων είναι να εξαφανίσουν τα υπολειπόµενα 

νεοπλασµατικά κύτταρα, επιτρέποντας παράλληλα ικανοποιητική επιβίωση των 

φυσιολογικών αιµοποιητικών προβαθµίδων [67]. Τα παράγωγα κυκλοφωσφαµίδης, όπως 

η 4-υδροξυ-κυκλοφωσφαµίδη (4-HC) και η µαφοσφαµίδη (ASTA-Z-7557), είναι τα πιο 

ευρέως χρησιµοποιούµενα, κυρίως στην οξεία µυελογενή λευχαιµία [68-70]. Τα 

αρχέγονα µητρικά κύτταρα (stem cells) είναι πιο ανθεκτικά  στην δράση της 4-HC από 

τα δεσµευµένα προγονικά. Σε µια κλινική µελέτη φάσης Ι αποδείχτηκε ότι παρά την 

αναστολή των CFU-C επιτεύχτηκε ικανοποιητική αιµοποιητική αποκατάσταση [69]. Το 

περιεχόµενο του µυελού σε CFU-GM, µετά από κάθαρση µε 4-HC, σχετίζεται µε το 

χρόνο αιµοποιητικής αποκατάστασης µετά από ΑΜΜΟ [71]. Οι Douay και συν. 

µελέτησαν την ευαισθησία διαφόρων υποπληθυσµών των αρχέγονων κυττάρων στην 

µαφοσφαµίδη και βρήκαν ότι η διατήρηση 0-5% των όψιµων CFU-GM είναι 

ικανοποιητική και ισοδυναµεί µε περίπου το ήµισυ του πληθυσµού των αρχέγονων 

κυττάρων, που είναι απαραίτητα για την µακρόχρονη αιµοποιητική αποκατάσταση [72]. 

Είναι γνωστό ότι υπάρχει µία ετερογένεια στην ευαισθησία των προγονικών κυττάρων 

στην µαφοσφαµίδη µεταξύ των ασθενών. Προκειµένου να βελτιωθεί η αντιλευχαιµική 

δράση µε την καλύτερη επιβίωση των αιµοποιητικών  προγονικών κυττάρων για κάθε 

ασθενή, χρησιµοποιήθηκε µία εξατοµικευµένη δόση [70, 73]. Μερικές µελέτες 

αναφέρουν καθυστέρηση στην εγκατάσταση του µοσχεύµατος µετά από κάθαρση µε 

µαφοσφαµίδη και αυξηµένο αριθµό λοιµώξεων [56] ενώ άλλες υποστηρίζουν ότι αυτά 

οφείλονται εν µέρει στην τοξικότητα του προπαρα-σκευαστικού σχήµατος θεραπείας. Η 

χορήγηση χηµειοθεραπευτικών παραγόντων βλάπτει τα αιµοποιητικά κύτταρα και το 

µικροπεριβάλλον του µυελού των οστών, καθιστώντας αυτά τα κύτταρα πιο ευάλωτα 

στους παράγοντες κάθαρσης, µε επακόλουθη καθυστέρηση της εγκατάστασης [72, 74]. 
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Πρόσφατα έχει δειχτεί ότι η χρήση κυτταροκινών όπως  o tumor necrosis factor 

(TNF-α) και η ιντερλευκίνη 2 (IL-2) µπορεί να προστατεύσουν τα φυσιολογικά 

προγονικά κύτταρα από την κυτταροτοξικότητα της 4-HC, χωρίς να επηρεάσουν την 

αντιλευχαιµική της δράση σε λευχαιµικές κυτταρικές σειρές [75]. Επιπλέον οι 

ιντερλευκίνες 3 και 6  (IL-3, IL-6) ενισχύουν την αποτελεσµατικότητα της ex vivo 

κάθαρσης µε 4-HC επάγοντας την απόπτωση (προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος) 

[76]. 

Η ετοποσίδη (VP-16), ένα ηµισυνθετικό παράγωγο της ποδοφυλλοτοξίνης, έχει 

επίσης χρησιµοποιηθεί [77] αλλά φαίνεται λιγότερο αποτελεσµατική στην εκρίζωση των 

λευχαιµικών κυττάρων και είναι πιο τοξική για τα φυσιολογικά κύτταρα συγκριτικά µε 

την µαφοσφαµίδη [78]. Ο συνδυασµός VP-16 και µαφοσφαµίδης έχει µεγαλύτερη 

αποτελεσµατικότητα, µε 4 log µείωση των λευχαιµικών κυττάρων [79]. Πρόσφατα οι 

Motta και συν. συνέκριναν την δράση της µουστάρδας (ΝΜ) και της ετοποσίδης σε 

προϊόντα λευκαφαίρεσης µε την µαφοσφαµίδη [80]. Επιτεύχθηκε περισσότερο από 5 log 

θανάτωση λευχαιµικών κυτταρικών σειρών. Παρατήρησαν ότι οι προβαθµίδες της 

µεγακαρυο-κυτταρικής σειράς είναι πιο ευαίσθητες στην δράση  του συνδυασµού 

ΝΜ/VP-16  απο την µαφοσφαµίδη, καθιστώντας την τελευταία περισσότερο κατάλληλη 

και µε ευρύτερο θεραπευτικό παράθυρο. Τέλος δεν βρέθηκε καµία διαφορά στην 

ευαισθησία µεταξύ µυελού και προϊόντων αφαίρεσης παρά την διαφορετική κινητική και 

την κατάσταση του κυτταρικού κύκλου µεταξύ των δύο προϊόντων, γεγονός που 

επιτρέπει την εφαρµογή φαρµακολογικής κάθαρσης και στα προϊόντα αφαίρεσης. 

Το dibutyl phthalate (DBP) είναι ένας νέος παράγοντας που επάγει την απόπτωση 

των λευχαιµικών κυττάρων [81]. Τα αλκυλ-λυσοφωσφολιπίδια (ET-18-OCH3, 

εδελφοσίνη) έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί [82, 83] χωρίς σηµαντική καθυστέρηση στην 

αιµοποιητική αποκατάσταση [82]. Η κυτταροτοξική τους δράση έναντι των 

νεοπλασµατικών κυττάρων δεν είναι απολύτως γνωστή, αλλά φαίνεται ότι στόχος είναι η 

κυτταρική µεµβράνη. Τέλος η ειλατίνη, ένα νέο αλκαλοειδές, είναι αποτελεσµατικό 

έναντι λευχαιµικών κυττάρων [84]. 

 

1.3.3 Ανοσολογικές µέθοδοι 
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Τα µονοκλωνικά αντισώµατα (ΜΑ) έχουν χρησιµοποιηθεί στην αναγνώριση των 

επιφανειακών αντιγόνων των φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και κοκκιοκυττάρων και 

των προγονικών τους προβαθµίδων [85]. Μπορούν επίσης να ανιχνεύσουν µε ειδικότητα 

κύτταρα λευχαιµίας, λεµφώµατος και συµπαγών όγκων. Η χρήση τους στην κάθαρση του 

µυελού βασίζεται στην ειδική έκφραση επιφανειακών αντιγόνων στα κύτταρα του όγκου. 

Για παράδειγµα,  κύτταρα οξείας µυελογενούς λευχαιµίας εκφράζουν µερικά µυελοειδή 

αντιγόνα, τα οποία εκφράζονται επίσης σε µερικά φυσιολογικά δεσµευµένα κύτταρα της 

µυελικής σειράς, αλλά όχι στα αρχέγονα κύτταρα [86] επιτρέποντας στα τελευταία να 

εγκαταστήσουν αιµοποίηση µετά από ανοσολογική κάθαρση του µοσχεύµατος. 

Τα µονοκλωνικά αντισώµατα δεν είναι κυτταροτοξικά, για το λόγο αυτό  

χρησιµοποιούνται µε συµπλήρωµα [36, 87-95], ανοσοτοξίνες [96-98] ή ανοσοµαγνητικά 

σφαιρίδια [34, 89, 99-103] για να καταστρέψουν τα νεοπλασµατικά κύτταρα. Οι Gribben 

και συν. [36] χρησιµοποίησαν αντι-Β1 ( αντι-CD20), αντι-B5 και αντι-J5 (αντι-CD10) µε 

συµπλήρωµα και πέτυχαν µείωση κατά 3-6 log σε 114 ασθενείς µε µη Hodgkin 

λέµφωµα, παρότι αναφέρουν αποτελεσµατική κάθαρση µόνο στο ήµισυ των ασθενών. Οι 

Ball και συν. [87], σε µία κλινική µελέτη 30 ασθενών µε ΟΜΛ, χρησιµοποίησαν PM-81 

(αντι-CD15) και AML-2-23 (αντι-CD14) µε συµπλήρωµα. Τα αντισώµατα αυτά είναι 

αποτελεσµατικά, σε περισσότερο από το 95% των ασθενών µε ΟΜΛ. Αναφέρουν 

συνολική τριετή επιβίωση 23% και επιβίωση ελεύθερη υποτροπών 18% για τους 

ασθενείς που µεταµοσχεύτηκαν στην 2η και 3η ύφεση.  Σε µία άλλη κλινική µελέτη 75 

ασθενών µε υψηλού κινδύνου ΟΛΛ χρησιµοποιήθηκε µίγµα αντισωµάτων έναντι των  Β-

κύτταρων (CD9, CD10, CD19, CD20) και έναντι των Τ-κυττάρων (CD2, CD3, CD4, 

CD5, CD6, CD8). Παρατηρήθηκε καλύτερη επιβίωση ελεύθερη νόσου και µειωµένος 

ρυθµός υποτροπών  για την οµάδα που υπεβλήθη σε κάθαρση (52 ασθενείς) έναντι της 

άλλης οµάδας (23 ασθενείς), όταν η µεταµόσχευση έγινε στην 1η πλήρη ύφεση (p=0.04 

και p=0.005 αντίστοιχα) [88]. Το κύριο πρόβληµα στην ανοσολογική κάθαρση είναι η 

ετερογένεια των λευχαιµικών κυττάρων [97, 104-106]. Έχει προταθεί ότι επικρατεί 

κάποιου βαθµού ιεραρχία µεταξύ των λευχαιµικών βλαστών, παρόµοια µε αυτή που 

συµβαίνει στη φυσιολογική αιµοποίηση και που αντανακλά ένα επίπεδο 

διαφοροποίησης. Υπάρχει ποικιλότητα στην έκφραση των επιφανειακών αντιγόνων, όχι 

µόνο µεταξύ των ασθενών και των διαφορετικών υποτύπων των κακοηθειών, αλλά και 
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ενδοατοµική ετερογένεια. Αυτή η παρατήρηση αφορά κυρίως ασθενείς µε ΟΜΛ. Οι 

λευχαιµικοί βλάστες µπορεί να χάσουν ενίοτε την φαινοτυπική έκφραση µερικών 

αντιγόνων, αντιπροσωπεύοντας διάφορα στάδια στο µονοπάτι διαφοροποίησης. Για να 

αποφευχθεί αυτό το πρόβληµα, οι περισσότεροι ερευνητές χρησιµοποιούν µείγµα 

µονοκλωνικών αντισωµάτων [87-90, 92, 93, 99-101, 103] και πολλαπλούς κύκλους 

θεραπείας. 

Επιπρόσθετα, το συµπλήρωµα έχει µερικά µειονεκτήµατα, όπως η  µη ειδική 

λύση και η αναποτελεσµατικότητα έναντι µερικών νεοπλασµατικών κυττάρων [16, 100]. 

Τα αίτια της αποτυχίας του συµπληρώµατος µπορεί να είναι: α) τροποποίηση της δοµής 

µετά την σύνδεση του ΜΑ µε το επιφανειακό αντιγόνο µε επακόλουθο περιορισµό της 

λύσης του συµπληρώµατος, β) χαµηλή έκφραση του αντιγόνου από τα κύτταρα όγκου, γ) 

ενδογενής αντίσταση των κυττάρων όγκου [100, 107]. Αυτή η αντίσταση µπορεί να 

οφείλεται στην παρουσία ρυθµιστικών πρωτεϊνών του συµπληρώµατος, όπως ο παράγων 

επιτάχυνσης της διάσπασης του συµπληρώµατος (decay-accelerating factor),  ο οµόλογος 

περιοριστικός παράγων (homologous restriction factor) και η πρωτεΐνη συµπαράγοντας 

της µεµβράνης (membrane cofactor protein) [108]. 

Η συνδυασµένη χρήση των µονοκλωνικών αντισωµάτων µε µία τοξίνη, όπως η 

ριτσίνη, καταστρέφει τα λευχαιµικά κύτταρα µε ελάχιστη βλάβη των φυσιολογικών 

προγονικών κυττάρων [96]. Οι Uckun και συν. σε µία προκλινική µελέτη, µελέτησαν την 

δράση της ανοσοτοξίνης Β43-ΡΑΡ (pokeweed antiviral protein) έναντι των Β-κυττάρων  

στη κάθαρση φρέσκων λευχαιµικών κυττάρων από 10 ασθενείς µε Β-ΟΛΛ. Επιτεύχθηκε 

περισσότερο από 99.96% καταστροφή των λευχαιµικών κυττάρων µε ικανοποιητική 

επιβίωση των φυσιολογικών. Η µέθοδος αυτή προτάθηκε όχι µόνο για ex vivo αλλά και 

για  in vivo κάθαρση [97]. 

Η χρήση των ανοσοµαγνητικών σφαιριδίων έχει αποδειχτεί ανώτερη του 

συµπληρώµατος [100]. Τα ανοσοµαγνητικά σφαιρίδια συνδέονται είτε άµεσα µε το 

κύτταρο- στόχο [102] είτε µέσω ενός δεύτερου ΜΑ [99, 101, 103] και τα κύτταρα που 

σχηµατίζουν ροζέτες µπορούν να διαχωριστούν κατά την έκθεση του διαλύµατος σε 

µαγνητικό πεδίο. Οι Canals και συν. σε µία κλινική µελέτη 37 παιδιών µε ΟΛΛ 

πρόσφατα αναφέρουν µείωση κατά 2 log  για τα Β-ΟΛΛ και µείωση κατά 2.7 log  για τα 

Τ-ΟΛΛ κύτταρα. Παραταύτα, παρατήρησαν µία ποικίλη µη-ειδική κυτταρική απώλεια, 
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µεταξύ 1.7 και 40.5%. Η επιβίωση για τα φυσιολογικά προγονικά κύτταρα ήταν 45.4% 

για τα µονοπύρηνα κύτταρα, 65% για τα CFU-GM και 58.4% για τα CD34+ κύτταρα. 

Παρατηρήθηκε µία εκλεκτική απώλεια των πιο ώριµων κυττάρων [103]. Οι Atta και συν. 

αναφέρουν σε µία άλλη µελέτη µε 14 ασθενείς, µείωση κατά 3 log των bcr-abl + ΟΛΛ 

κυττάρων µε ανοσοµαγνητική κάθαρση [34]. Η µείωση που επιτυγχάνεται µε την 

ανοσοµαγνητική κάθαρση των φρέσκων λευχαιµικών κυττάρων (2 log) είναι πολύ 

µικρότερη από αυτή που παρατηρείται στις λευχαιµικές κυτταρικές σειρές (5 log) και η 

διαφορά αυτή µπορεί να εξηγείται από την ετερογένεια και την φαινοτυπική ποικιλότητα 

των λευχαιµικών βλαστών [101]. Προκειµένου να ενισχυθεί η καταστροφή των 

καρκινικών κυττάρων χρησιµοποιήθηκε και διπλή κάθαρση µε ανοσοµαγνητικό 

διαχωρισµό και συµπλήρωµα [108]. Η ανοσοµαγνητική κάθαρση είναι εύκολη, πιο 

ειδική, χαµηλού κόστους και έχει το πλεονέκτηµα ότι αποµακρύνει κύτταρα χωρίς να τα 

λύει, αποφεύγοντας έτσι την καταστροφική γειτνίαση ζώντων φυσιολογικών κυττάρων 

µε νεκρά υπολείµµατα και προσφέροντας τη δυνατότητα να µελετηθεί το αποµακρυνθέν 

κυτταρικό διάλυµα.  

 

 

 

 

1.3.4 Ολιγονουκλεοτίδια αντιθέτου σηµασίας (antisense oligonucleotides) 

 

Συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (ΟΛ) που είναι συµπληρωµατικά (antisense) σε 

ειδικές ανώµαλες αλληλουχίες DNA, έχουν χρησιµοποιηθεί ως παράγοντες κάθαρσης. 

Το φωσφοροθειοϊκό OL1p53 έχει χρησιµοποιηθεί κατά την ex vivo κάθαρση µυελού από 

9 ασθενείς µε ΟΜΛ και µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο (Μ∆Σ) [109]. Το p53 είναι ένα 

ογκοκατασταλτικό γονίδιο µε λειτουργίες όπως η διαφοροποίηση, ο πολλαπλασιασµός 

και η απόπτωση. Η τεχνική αυτή έχει ελάχιστη τοξική δράση στα φυσιολογικά 

προγονικά κύτταρα. Ολιγονουκλεοτίδια αντιθέτου σηµασίας έχουν παραχθεί έναντι των 

γονιδίων bcr-abl, c-myb, c-myc και bcl-2. Η µετάθεση Φιλαδέλφεια (Ph, bcr-abl) είναι 

συχνή στην χρόνια µυελογενή λευχαιµία και έχει αδρανοποιηθεί από ΟΛ [68, 110, 111]. 

∆υνητικά προβλήµατα µε αυτή τη µέθοδο είναι η γρήγορη αποδόµηση των ΟΛ από 
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ενδογενείς νουκλεάσες και η περιορισµένη ενσωµάτωση στα κύτταρα-στόχους. Η 

στρεπτολυσίνη-Ο έχει χρησιµοποιηθεί για τη διευκόλυνση της ενσωµάτωσης των ΟΛ 

στα κύτταρα [111]. Ένα σηµαντικό πρόβληµα αποτελεί η ετερογένεια έκφρασης του 

παθολογικού γονιδίου µεταξύ των νεοπλασµατικών κυττάρων. Τα ριβοζύµια αποτελούν 

µία άλλη µέθοδο σήµανσης του RNA [112, 113]. ∆ιαθέτουν ενζυµική δράση και 

αδρανοποιούν τον στόχο RNA διασπώντας τον. Οι φορείς-αδενοϊοί βελτίωσαν την 

αποτελεσµατικότητα και εκλεκτικότητα µεταφοράς γονιδίων στα κύτταρα- στόχους [114, 

115]. 

 

1.3.5 Μακράς διάρκειας καλλιέργειες µυελού      
 
Οι µακράς διάρκειας καλλιέργειες µυελού (long-term bone marrow cultures) 

εκµεταλλεύονται τις βιολογικές διαφορές µεταξύ των φυσιολογικών αρχέγονων 

κυττάρων και των λευχαιµικών βλαστών, ώστε να καταστρέψουν τα υπολειπόµενα 

νεοπλασµατικά κύτταρα. Παρουσία των κυττάρων του στρώµατος, τα φυσιολογικά 

προγονικά κύτταρα µπορούν να πολλαπλασιαστούν και να διαφοροποιηθούν εις βάρος 

των λευχαιµικών. Τα κύτταρα στρώµατος (adherent cells) µπορούν να επάγουν και να 

διατηρήσουν µακροχρόνια αιµοποίηση χωρίς την προσθήκη εξωγενών αυξητικών 

παραγόντων. Τα κύτταρα µυελού υφίστανται απόπτωση απουσία αυξητικών 

παραγόντων. Αυτό σηµαίνει ότι τα κύτταρα του στρώµατος µπορεί να παρέχουν τις 

απαραίτητες κυτταροκίνες και µόρια προσκόλλησης για την αιµοποίηση. Κάτω από 

αυτές τις συνθήκες τα λευχαιµικά κύτταρα δεν µπορούν να επιβιώσουν επειδή 

χρειάζονται την προσθήκη εξωγενών παραγόντων [116, 117]. Η πρώτη κλινική 

εφαρµογή καλλιεργειών µακράς διαρκείας αφορούσε 20 ασθενείς µε χρόνια µυελογενή 

λευχαιµία . Οι Eaves και συν. µεταµόσχευσαν επιτυχώς τους ασθενείς αυτούς µε 

αυτοµοσχεύµατα Ph(-), παρόλο που µερικοί ασθενείς υποτροπίασαν αργότερα [118].  

Έχει προταθεί ότι µπορεί να προκύψουν τελικώς διαφοροποιηµένα κύτταρα από 

λευχαιµικά [119]. Εκτεταµένη έρευνα γίνεται ώστε να διευκρινιστεί η βιολογία των 

φυσιολογικών και λευχαιµικών κυττάρων. Οι Coutinho και συν. µεταµόσχευσαν 9 

ασθενείς µε χρόνια µυελογενή λευχαιµία (ΧΜΛ) µε αυτοµοσχεύµατα µετά από κάθαρση 

µε long-term culture-initiating cells [120]. Η χρήση αρνητικών ρυθµιστών της 

αιµοποίησης όπως η ανασταλτική πρωτεΐνη των µακροφάγων (macrophage inhibitory 



 28

protein-1α, MIP-1α) έχει επίσης χρησιµοποιηθεί για να ενισχύσει την καταστροφή  Ph + 

κυττάρων ΧΜΛ [121]. Η κατάσταση του κυτταρικού κύκλου των αρχέγονων 

προγονικών κυττάρων µε υψηλό πολλαπλασιαστικό δυναµικό µπορεί να µπλοκαριστεί 

από κυτταροκίνες όπως η MIP-1α και TGF-β αλλά δεν συµβαίνει το ίδιο µε τα 

αντίστοιχα ταχέως πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα. Η χρήση των αναστολέων της 

αιµοποίησης (MIP-1α , TGF-β , TNF-α) αποτελεί µία νέα ιδέα στην προστασία των 

φυσιολογικών αρχέγονων κυττάρων στην κάθαρση του µυελού [122,123].  

 

1.3.6 Επαγωγή της ανοσολογικής ρύθµισης   

 

Έχει παρατηρηθεί ότι ο ρυθµός των υποτροπών είναι µεγαλύτερος µετά από Τ-κυτταρική 

αφαίρεση από τα αλλογενή µοσχεύµατα µυελού καθώς και µετά από µεταµόσχευση 

µυελού από µονοωογενή δίδυµα, σε σχέση µε αλλογενή µεταµόσχευση στην οποία 

εµφανίζεται αντίδραση µοσχεύµατος κατά ξενιστή. Επίσης, ασθενείς που έλαβαν 

αλλοµόσχευµα χωρίς Τ-κυτταρική αφαίρεση και παρουσιάζουν GvHD έχουν µικρότερη 

πιθανότητα υποτροπής συγκριτικά µε αυτούς που δεν παρουσιάζουν. Η σοβαρότητα του 

GvHD σχετίζεται θετικά µε την αντιλευχαιµική δράση και η παρουσία ταυτόχρονα οξέως 

και χρόνιου GvHD ενέχει το µικρότερο ποσοστό υποτροπής [12, 13].  Αυτή η 

αντιλευχαιµική δράση του αλλογενούς µοσχεύµατος είναι γνωστή ως δράση 

µοσχεύµατος κατά της λευχαιµίας (graft versus leukemia) και οφείλεται εν µέρει στα Τ-

λεµφοκύτταρα που έχουν µία άµεση κυτταρολυτική δράση και επάγουν την παραγωγή 

κυτταροκινών όπως IL-2, TNF-α και IFN-γ [124]. Ο ρόλος του ανοσολογικού 

συστήµατος στην αντίσταση κατά της νεοπλασίας δεν είναι πλήρως διευκρινισµένος. 

Έχει προταθεί η υπόθεση ότι η υποτροπή µετά από αλλογενή µεταµόσχευση µπορεί 

ενίοτε να οφείλεται σε διαφυγή απο την ανοσολογική επιτήρηση του οργανισµού [125].  

Η έρευνα έχει στραφεί στην εκµετάλλευση του ανοσολογικού συστήµατος, καθώς 

φαίνεται ότι παίζει ένα ρόλο-κλειδί στην εξάλειψη των λευχαιµικών κυττάρων [126]. Η 

χρήση των κυτταροκινών και δραστικών κυττάρων (effector cells) σε λογικό αριθµό θα 

µπορούσε να επιτεύξει δράση του µοσχεύµατος έναντι του όγκου [127]. Είναι γνωστό ότι 

η IL-2 έχει αντιλευχαιµική δράση. Η χορήγηση της in vivo σε ασθενείς που έχουν 

υποβληθεί σε αλλογενή µεταµόσχευση µε αφαίρεση των Τ-λεµφοκυττάρων διεγείρει τα 
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περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα του αίµατος έναντι των λευχαιµικών, µέσω παραγωγής 

κυττάρων-φυσικών φονέων (natural killer, NK) [128]. Με τον ίδιο τρόπο, επώαση µε IL-

2 περιφερικών µονοπυρήνων κυττάρων από ασθενείς µε ΧΜΛ µετά από αλλογενή ΜΜΟ 

ενεργοποιεί τα ΝΚ-κύτταρα και µειώνει την πιθανότητα υποτροπής [129]. Τα ΝΚ-

κύτταρα είναι µη περιορισµένα από το µείζον σύµπλεγµα ιστοσυµβατότητας (ΜHC) και 

µπορούν να ασκήσουν την λυτική τους δράση, χωρίς την συµµετοχή του υποδοχέα των 

Τ-λεµφοκυττάρων (TCR). Επώαση µε IL-2 ενεργοποιεί επίσης  ένα υποπληθυσµό των 

ΝΚ-κυττάρων, τα κύτταρα φονείς-ενεργοποιηµένα από τα λεµφοκύτταρα (lymphokine-

activated killer cells, LAK). Αναστέλλουν ένα µικρό ποσοστό των φυσιολογικών 

προγονικών κυττάρων αλλά η δράση τους είναι πιο εκσεσηµασµένη έναντι των 

λευχαιµικών [130]. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η δράση των LAK-κυττάρων που επάγονται 

µέσω της IL-2, είναι αποτελεσµατική και έναντι χηµειοανθεκτικών κυτταρικών 

νεοπλασµατικών σειρών [131]. 

Οι Beaujean και συν. µεταµόσχευσαν 5 ασθενείς µε φτωχής πρόγνωσης ΟΛΛ µετά από 

επώαση του αυτοµοσχεύµατος µε IL-2 για 10 ηµέρες, µε ικανοποιητική αιµοποιητική 

αποκατάσταση. Όλοι οι ασθενείς υποτροπίασαν, πιθανώς λόγω των φτωχών 

προγνωστικών παραγόντων της νόσου τους [132]. Σε µία άλλη κλινική µελέτη φάσης Ι, 

επώαση µε IL-2, µυελού των οστών και περιφερικών προγονικών κυττάρων για 24 ώρες, 

από ασθενείς µε αιµατολογικές κακοήθειες, δεν επηρέασε το αιµοποιητικό δυναµικό τους 

[133]. Οι Silva και συν. [134], πέτυχαν την παραγωγή ΝΚ-κυττάρων µετά από κάθαρση 

του µυελού µε IL-2 και 4-HC, παρά την τοξική δράση της τελευταίας στα ΝΚ-κύτταρα 

[135]. Αυτή η παρατήρηση είναι σηµαντική καθώς ο συνδυασµός της φαρµακευτικής 

κάθαρσης και της ανοσοθεραπείας θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν µελλοντικά.  

Από την άλλη πλευρά, τα νεοπλασµατικά κύτταρα παρουσιάζουν µία ετερογένεια στην 

ευαισθησία τους στην λυτική δράση των ΝΚ και LAK κυττάρων [129, 130]. Έχει 

αναγνωριστεί ένας νέος πληθυσµός µε µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα, τα κύτταρα-

φονείς επαγώµενα από κυτταροκίνες (cytokine-induced killer, CIK). Οι Scheffold και 

συν. κατάφεραν να επάγουν CIK κύτταρα, από περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα 

ασθενών µε ΧΜΛ, µετά από επώαση µε IFN-γ την ηµέρα 0,IL-1, IL-2 και ΜΑ έναντι του 

CD3 την ηµέρα 1. Αποµονώθηκε ένας πληθυσµός, CD56+ CD3+, αντιπροσωπευτικός 

των CIK κυττάρων. Η κυτταροτοξική δράση των κυττάρων αυτών εκτείνεται και στα 
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LAK-ανθεκτικά ΧΜΛ κύτταρα. Κατάφεραν να µειώσουν κατά 3 τάξεις µεγέθους τα 

Κ562 και ΧΜΛ κύτταρα [136]. CIK κύτταρα, έχουν επίσης παραχθεί µε την χρήση 

διπλοειδικών αντισωµάτων και παρουσιάζουν ενισχυµένη δράση, µετά από επώαση µε 

IL-2. ∆ιπλοειδικά αντισώµατα έναντι του CD3 (TCR) και ενός επιφανειακού αντιγόνου 

που εκφράζεται από το κύτταρο-στόχο (π.χ. CD10 ή CD13) ενεργοποιεί τα Τ-

κυτταροτοξικά λεµφοκύτταρα έναντι των κυττάρων του όγκου [137]. 

Πρόσφατα προτάθηκε µία ενδιαφέρουσα νέα µέθοδος που εκµεταλλεύεται τα 

πλεονεκτήµατα και της αλλογενούς και της αυτόλογης µεταµόσχευσης [138]. Μίγµα 

αυτόλογου µυελού και HLA συµβατού µυελού µεταµοσχεύτηκε σε ασθενείς µε 

αιµατολογικές κακοήθειες. Αναφέρεται χαµηλή επίπτωση GvHD, αποκατάσταση µε 

µερικό µικτό χιµαιρισµό και χαµηλό ρυθµό υποτροπής. 

Η χρήση των κυτταροκινών, κυρίως in vivo έχει µερικά µειονεκτήµατα. Έχουν µικρό 

χρόνο ηµιζωής στην κυκλοφορία καθώς και αρκετές παρενέργειες, όπως πυρετό, 

εξάνθηµα, υπόταση, ενώ έχει ενοχοποιηθεί και για καθυστέρηση της αιµοποιητικής 

αποκατάστασης [139]. Οι Tam και συν. µετέφεραν το γονίδιο της IL-2 σε προγονικά 

κύτταρα και µελέτησαν την αντιλευχαιµική της δράση σε αυτοµεταµοσχευµένα ποντίκια 

µετά από θανατηφόρο ακτινοβολία. Παρατήρησαν αντιλευχαιµική δράση στο 50% των 

ποντικών, στα οποία εγχύθηκαν λευχαιµικά κύτταρα, αλλά ταυτόχρονη αναστολή της 

αιµοποιητικής αποκατάστασης [140]. Τέλος, µία διαφορετική µέθοδος είναι ο 

συνδυασµός µιας κυτταροκίνης (π.χ. IL-6) µε µία τοξίνη (π.χ. εξωτοξίνη της 

Ψευδοµονάδος). Με τη µέθοδο αυτή καταστρέφονται εκλεκτικά όλα τα κακοήθη 

κύτταρα που εκφράζουν τον αντίστοιχο υποδοχέα κυτταροκίνης και θα µπορούσε να 

χρησιµοποιηθεί για τις χηµειοανθεκτικές περιπτώσεις [141]. 

Πρόσφατα, τα µονοκλωνικά αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν στην in vivo 

κάθαρση κυττάρων µυελογενούς λευχαιµίας και λεµφώµατος [142-145]. 

Χρησιµοποιούνται είτε ως ασύζευκτα είτε ως συνεζευγµένα µε φάρµακα, ανοσοτοξίνες 

και ραδιονουκλίδια. Tα αντι-CD33 και αντι-CD45 είναι τα πιο ευρέως χρησιµοποιηµένα 

στην ΟΜΛ. Τα ασύζευκτα ΜΑ δρούν επάγοντας την κυτταρική κυτταροτοξικότητα 

εξαρτώµενη από αντισωµατική απάντηση ή άµεσα µέσω ενδοκυτταρικών σηµάτων που 

επάγουν την απόπτωση και αναστολή της ανάπτυξης ή διαφοροποίησης [142]. Η 

σύζευξη του αντι-CD33 ΜΑ µε ένα αντιβιοτικό που προκαλεί διάσπαση της διπλής 
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έλικας του DNA, την καλικεαµυκίνη, αποµάκρυνε επιτυχώς τα ΟΜΛ βλαστικά κύτταρα 

από το µυελό και το περιφερικό αίµα σε 8 από τους 40 ασθενείς που µελετήθηκαν [146]. 

Παρόλο που, το αντιγόνο CD33 εκφράζεται επίσης στα φυσιολογικά BFU-E και CFU-

GM, η χρήση του αντι-CD33 µε την ανοσοτοξίνη ριτσίνη διατήρησε την ικανότητα των 

CD34 θετικών κυττάρων να εγκαταστήσουν µακροχρόνια πολυδύναµη αιµοποίηση [98]. 

Μια άλλη τεχνική, είναι η χρήση ΜΑ σηµασµένων µε ραδιενεργό ιώδιο (131 Ι) ώστε να 

µεταφερθούν µεγαλύτερες δόσεις ακτινοβολίας στους αιµοποιητικούς ιστούς και να 

εκριζωθούν τα κακοήθη κύτταρα in vivo [142-145, 147]. Το αντίσωµα αντι-CD20 

(Rituxan, Rituximab) είναι ένα χιµαιρικό αντίσωµα ποντικού/ανθρώπου, που έχει 

χρησιµοποιηθεί στη θεραπεία των Β-κυτταρικών λεµφωµάτων [139]. 

CAMPATH-1 (CD52) αντισώµατα έχουν χρησιµοποιηθεί για την κάθαρση από Τ-

λεµφοκύτταρα και την ελάττωση του GvHD. Το CD52, είναι µία επιφανειακή κυτταρική 

γλυκοπρωτεΐνη, που εκφράζεται στα φυσιολογικά και κακοήθη λεµφοκύτταρα. Τα CD52 

αντισώµατα είναι αποτελεσµατικά στην θεραπεία της χρόνιας λεµφοκυτταρικής 

λευχαιµίας [139, 148-150]. 
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1.4 ΘΕΤΙΚΗ ΕΠΙΛΟΓΗ 

 

Τα τελευταία χρόνια έχει γίνει εκτεταµένη µελέτη για την αναγνώριση του αρχέγονου 

αιµοποιητικού κυττάρου που διατηρεί την µακρόχρονη αιµοποίηση, εντούτοις δεν έχει 

γίνει εφικτή η ακριβής αναγνώρισή του. Το CD34 αντιγόνο, είναι µία γλυκοζυλιωµένη 

διαµεµβρανική πρωτεΐνη, που εκφράζεται σε περίπου 1.5% των µονοπυρήνων κυττάρων 

µυελού και λιγότερο του 0.1% των περιφερικών κυττάρων του αίµατος. Η λειτουργία του 

δεν είναι απολύτως γνωστή. Πιστεύεται ότι συµµετέχει στην προσκόλληση των 

αρχέγονων κυττάρων στο στρώµα και στην εγκατάσταση (homing) στο µυελό, ενώ η 

φωσφορυλίωση από τη πρωτεϊνική κινάση, ενεργοποιεί ένα σήµα «καταρράκτη» για την 

επακόλουθη µεταφορά σηµάτων στο κυτταρόπλασµα. Πιθανώς να συµµετέχει στην 

αρνητική ρύθµιση γονιδίων που ελέγχουν τον πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση 

κατά την αιµοποίηση, διατηρώντας µε αυτό τον τρόπο τα αρχέγονα κύτταρα σε 

κατάσταση ηρεµίας [151, 152]. Έχει προταθεί ότι υπάρχει ένα πιο αρχέγονο CD34 

αρνητικό κύτταρο που µπορεί να διατηρήσει την αιµοποίηση  in vivo [153]. 

Την τελευταία δεκαετία, η κινητοποίηση περιφερικών προγονικών κυττάρων 

χρησιµοποιείται όλο και περισσότερο στη θέση της αυτόλογης µεταµόσχευσης µυελού 

[2, 154-156]. Παρουσιάζει ορισµένα πλεονεκτήµατα: α) δεν απαιτείται γενική 

αναισθησία, β) είναι εφαρµόσιµη σε ασθενείς που έχουν ακτινοβοληθεί ή υπάρχει 

πιθανότητα διήθησης του µυελού µε καρκινικά κύτταρα, γ) γρηγορότερη κινητική 

εγκατάστασης του  µοσχεύµατος [157], και δ) µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε βοηθητικά 

κύτταρα όπως τα LAK κύτταρα συγκριτικά µε του µυελού [158]. Ο ρόλος αυτών των 

κυττάρων στην δράση του µοσχεύµατος κατά του ξενιστή είναι γνωστός. Επίσης, 

υπάρχει θεωρητικά µικρότερος κίνδυνος για διήθηση συγκριτικά µε το µυελό [159], αν 

και έχει παρατηρηθεί κινητοποίηση καρκινικών κυττάρων στο περιφερικό αίµα [160-

162]. Εντούτοις, σε ένα πειραµατικό µοντέλο, η κινητοποίηση κλωνογονικών κυττάρων 

λεµφώµατος στο αίµα ήταν ελάχιστη και ανίκανη να προκαλέσει νόσο στους ξενιστές 

[163]. 

Υπάρχουν φυσικές µέθοδοι που εκµεταλλεύονται τις διαφορές στο µέγεθος και την 

πυκνότητα, µεταξύ των ώριµων και αρχέγονων κυττάρων [59, 164, 165]. Χρησιµοποιούν 

υλικά µε κλίση πυκνότητας για να µειώσουν τον αριθµό λευκοκυττάρων από τα 
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µοσχεύµατα και ταυτόχρονα να αυξήσουν την περιεκτικότητα τους σε CD34+ κύτταρα. 

Συνήθως χρησιµοποιούνται σε συνδυασµό µε άλλες µεθόδους, όπως ανοσολογικές. 

Με στόχο τη βέλτιστη ποιότητα των περιφερικών µοσχευµάτων έχουν χρησιµοποιηθεί 

διάφορες µέθοδοι. Η Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) χρησιµοποιεί ένα 

αντίσωµα συνεζευγµένο µε φλουοροχρώµιο και παρέχει κυτταρικά διαλύµατα υψηλής 

καθαρότητας και απόδοσης (recovery), αλλά µπορεί να επεξεργαστεί µόνο µικρό αριθµό 

κυττάρων και γι’ αυτό δεν είναι κατάλληλη για κλινική χρήση [152, 164]. Η στήλη 

αβιδίνης (avidin-column, CEPRATE SC Stem Cell concentration) , είναι µία συσκευή 

εγκεκριµένη από τον Αµερικανικό Οργανισµό Φαρµάκων (FDA), που περιέχει σφαιρίδια 

πολυακρυλαµίδης καλυµένα µε  αβιδίνη, που κατακρατούν τα σηµασµένα µε 

βιοτυνιλιωµένο αντίσωµα CD34+ κύτταρα. Τα CD34+ κύτταρα απελευθερώνονται από 

την στήλη, µε ήπια ανακίνηση των σφαιριδίων [152, 160]. Έχει αναφερθεί, καταστροφή 

κυττάρων πολλαπλούν µυελώµατος κατά 3 log, µε την µέθοδο αυτή [160]. Μία 

αντίστοιχη µέθοδος  χρησιµοποιεί σωµατίδια σιδήρου-δεξτράνης για σήµανση 

(µικροσφαιρίδια) και ισχυρό µαγνητικό πεδίο για κυτταρικό διαχωρισµό (Magnetic 

Activated Cell Sorting, MACS) [152, 166, 167]. Το νεώτερο σύστηµα Miltenyi 

χρησιµοποιεί MACS υπερ-παραµαγνητικά µικροσφαιρίδια, τα οποία έχουν το 

πλεονέκτηµα ότι είναι πολύ µικρά και βιοδιασπώµενα, και συνεπώς δεν διαταράσσουν 

την κυτταρική λειτουργία. Η τεχνολογία MACS έχει άριστη καθαρότητα και απόδοση 

κυτταρικού διαχωρισµού, είναι πολύ γρήγορη, αλλά και ακριβή. Η σήµανση των 

κυττάρων µπορεί να είναι άµεση ή έµµεση.  Οι άµεσες µέθοδοι χρησιµοποιούν αντίσωµα 

που συνδέεται µε το κύτταρο-στόχο και το υλικό, π.χ. τα κύτταρα καλυµένα µε αβιδίνη. 

Οι άµεσες µέθοδοι έχουν µεγαλύτερη ειδικότητα στην επιλογή. Οι έµµεσες µέθοδοι 

χρησιµοποιούν ένα δεύτερο αντίσωµα που µεσολαβεί στη σύνδεση των σηµασµένων 

κυττάρων στο υλικό. 

Μία άλλη έµµεση µέθοδος ανοσοπροσρόφησης, είναι ο ανοσοµαγνητικός διαχωρισµός µε 

ISOLEX (Baxter) [168, 169]. Χρησιµοποιεί παραµαγνητικά σωµατίδια (Dynabeads) και 

αντι-ανθρώπινο αντίσωµα ποντικού που συνδέεται µε τα CD34+ κύτταρα. Ένα δεύτερο 

αντίσωµα προβάτου έναντι του ποντικού (sheep antimouse IgG) που καλύπτει τα 

σφαιρίδια συνδέεται µε τα CD34+ κύτταρα. Τα µη σηµασµένα κύτταρα αποµακρύνονται 



 34

µε την έκθεση σε µαγνητικό πεδίο. Τέλος, τα CD34+ κύτταρα απελευθερώνονται από τα 

σφαιρίδια µε την χρήση ενός παράγοντα (peptide-releasing agent). 

Έχει αναφερθεί υψηλή καθαρότητα των CD34+ κυττάρων µε την µέθοδο αυτή (85.9%) 

µε µέση απόδοση (yield) 48.1% [168] και διορθωµένη απόδοση κάθαρσης 2.3 log για 

κύτταρα πολλαπλούν µυελώµατος και συµπαγών όγκων. Σε µία άλλη µελέτη 

επιτεύχθηκε µείωση κατά 2.9 log κυττάρων καρκίνου του µαστού [169]. Πρόσφατα, 

κατασκευάστηκε µία συσκευή δεύτερης γενιάς ISOLEX 300i (Nexell Therapeutics) µε 

βελτιωµένη απόδοση µετά από αλλαγές στο λογισµικό και το διαθέσιµο σετ υλικών, που 

εγκρίθηκε από τον FDA. Αυτό το σύστηµα έχει επίσης το πλεονέκτηµα της δυνατότητας 

ταυτόχρονης αρνητικής και θετικής επιλογής.  

Υπάρχει µία σχετική ανησυχία για την έκφραση CD34+ κυττάρων σε µερικές κακοήθειες 

π.χ. λευχαιµίες [152, 155], καθώς επίσης έχει δειχθεί κάποιος βαθµός αλληλεπίδρασης 

των CD34+ και καρκινικών κυττάρων και σύνδεσης µεταξύ τους [168]. Πάντως η 

επιλογή CD34+ κυττάρων δεν έχει αποδειχτεί ότι επηρεάζει την επιβίωση ελεύθερη 

νόσου ούτε θετικά ούτε αρνητικά [139]. 

Παρόλα αυτά τα προβλήµατα, η θετική επιλογή είναι µία υποσχόµενη τεχνική µε 

αποτελεσµατικότητα στον εµπλουτισµό των αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων και 

ικανοποιητική κάθαρση των νεοπλασµατικών κυττάρων. Το προϊόν έχει µικρό όγκο και 

λιγότερες επιπλοκές από την τοξικότητα του υλικού συντήρησης (DMSO), καθιστώντας 

το κατάλληλο κυρίως για τα παιδιά [152, 168]. 

Είναι γενικά αποδεκτό ότι η µέτρηση των CFU-GM και CD 34+ κυττάρων στα 

περιφερικά µοσχεύµατα αντανακλά το αιµοποιητικό δυναµικό. Η µέτρηση των CD 34+ 

κυττάρων µε κυτταροµετρία ροής [170], είναι µία σταθερή, γρήγορη µέθοδος και 

σχετίζεται θετικά µε τον αριθµό των CFU-GM. Θεωρητικά ένα αιµοποιητικό αρχέγονο 

κύτταρο µπορεί να υποστηρίξει την µακρόχρονη αιµοποίηση µετά από µεταµόσχευση. 

Πολλοί παράγοντες, όπως οι συνθήκες του “homing”, η ισορροπία µεταξύ αυτο-

ανανέωσης και διαφοροποίησης των αρχέγονων κυττάρων και πιθανώς η δράση της 

προηγηθείσας χηµειοθεραπείας καθιστούν αυτή την θεωρία ανέφικτη [171]. Πρόσφατα 

το όριο των 15-20 x 10 4 CFU-GM/kg και 1-2 x 10 6 CD34+/kg έχει καθιερωθεί ως το 

κατώτερο όριο κάτω από το οποίο µη αποδεκτή καθυστέρηση εγκατάστασης του 

µοσχεύµατος µπορεί να συµβεί. Υπάρχει µία δοσοεξαρτώµενη σχέση µε τον χρόνο 
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αιµοποιητικής αποκατάστασης. Τέλος έχει προταθεί ότι η µέτρηση µε κυτταροµετρία 

ροής των µονοπυρήνων κυττάρων του αίµατος, που βρίσκονται σε κατάσταση σύνθεσης 

του DNA, αντανακλά τον πληθυσµό των αυτοανανεούµενων αρχέγονων κυττάρων και 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί εναλλακτικά [172]. 

 

1.5 EX VIVO ΕΚΠΤΥΞΗ (EXPANSION) 

 

Πολλά προβλήµατα εξακολουθούν να υπάρχουν ακόµη και µε τα περιφερικά 

µοσχεύµατα και την επιλογή CD34+ κυττάρων. Σε µερικούς ασθενείς η κινητοποίηση 

προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων παρουσιάζει δυσκολίες, ιδιαίτερα σε αυτούς που 

έχουν υποβληθεί σε χηµειοθεραπεία ή/και ακτινοθεραπεία [154]. Υπάρχει επίσης πάντα 

ο κίνδυνος της συµµετοχής καρκινικών κυττάρων. Ανεξάρτητα από τον αριθµό των 

CD34+ κυττάρων που εγχύονται, υπάρχει πάντα µία καθυστέρηση, τουλάχιστον 7 έως 10 

ηµερών, της εγκατάστασης του µοσχεύµατος. Για την αποφυγή αυτών των 

προβληµάτων, οι νέες ερευνητικές προσπάθειες κατευθύνονται στην έκπτυξη της 

αιµοποιητικής ικανότητας του µοσχεύµατος. Έχουν χρησιµοποιηθεί διάφορες µέθοδοι 

όπως οι καλλιέργειες ελεύθερες στρώµατος µε την προσθήκη κυτταροκινών [173] και 

βιοαντιδραστικά συστήµατα (bioreactors) [174] µε συνεχή έγχυση φρέσκου υλικού και 

κυτταροκινών παρουσία αλλογενούς στρώµατος. Υπάρχει ένδειξη ότι τα νεοπλασµατικά 

κύτταρα καταστρέφονται µε αυτές τις µεθόδους. ∆ιάφοροι βαθµοί έκπτυξης των 

προγονικών κυττάρων έχουν επιτευχθεί, αλλά ο αριθµός των CD34+ κυττάρων µειώνεται 

µε την πάροδο του χρόνου. Τα πιο ώριµα δεσµευµένα προγονικά κύτταρα, που είναι 

απαραίτητα για την πρώιµη αποκατάσταση της αιµοποίησης, έχουν εκπτυχθεί , αλλά όχι 

τα πιο αρχέγονα µητρικά κύτταρα. Χρειάζεται περαιτέρω έρευνα για να κατανοηθεί η 

βιολογία των κυττάρων αυτών ώστε να πολλαπλασιαστούν [175]. 

 

1.6 ΕΠΑΓΩΓΗ ∆ΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗΣ 

 

Είναι γνωστό ότι ένα ποσοστό λευχαιµικών βλαστών, το οποίο δεν πολλαπλασιάζεται και 

βρίσκεται σε κατάσταση ηρεµίας (quiescence), είναι ανθεκτικό στην κυτταροτοξική 

θεραπεία. Ιδιαίτερα στην οξεία µυελογενή λευχαιµία (ΟΜΛ), η παθογενετική βλάβη 
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εντοπίζεται σε ένα πρώιµο στάδιο ανάπτυξης του αρχέγονου αιµοποιητικού κυττάρου, 

που οδηγεί σε ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό και διακοπή της διαφοροποίησης [104]. 

Παρόλα αυτά µπορεί να συµβεί κάποιος βαθµός διαφοροποίησης, κυρίως παρουσία 

συγκεκριµένων κυτοκινών. Σε καλλιέργειες µακράς διάρκειας, ένα ποσοστό λευχαιµικών 

βλαστών διαφοροποιήθηκε σε ώριµα κοκκιοκύτταρα [119]. Οι διάφοροι αυξητικοί 

αιµοποιητικοί παράγοντες, όπως οι IL-1, IL-3, GM-CSF και G-CSF µπορούν να 

αυξήσουν το ποσοστό των πολλαπλασιαζόµενων ΟΜΛ βλαστών [176]. Η 1,25- 

διυδροξυ- βιταµίνη D3 και το ρετινοϊκό οξύ µπορούν επίσης, να επάγουν τη 

διαφοροποίηση σε κύτταρα οξείας µυελογενούς λευχαιµίας και µυελοδυσπλαστικού 

συνδρόµου [177, 178]. Ο συνδυασµός ρετινοϊκού οξέος και γ-ιντερφερόνης έχουν έντονη 

ανασταλτική δράση στην αυτο-ανανέωση των ΟΜΛ-CFU-L [179]. Οι παράγοντες αυτοί 

µπορεί να χρησιµοποιηθούν κατά την ex vivo κάθαρση του µυελού, ιδιαίτερα σε 

συνδυασµό µε ανοσολογικές τεχνικές. Οι διαφοροποιητικοί παράγοντες µπορεί να 

υπερπηδήσουν το πρόβληµα της χαµηλής αντιγονικής έκφρασης στους όγκους, καθώς 

έχουν την ικανότητα να οδηγήσουν τα λευχαιµικά κύτταρα στο διαφοροποιητικό 

µονοπάτι. Με τον τρόπο αυτό, τα κακοήθη κύτταρα υπόκεινται σε επιθυµητές 

φαινοτυπικές αλλαγές, και γίνονται ευαίσθητα στην ανοσολογική σήµανση και θεραπεία 

[180]. 

 

1.7 ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΟΙ ΜΕΘΟ∆ΩΝ ΚΑΘΑΡΣΗΣ 

 

 Από τις παραπάνω µελέτες προκύπτει ότι διάφορα προβλήµατα πρέπει να 

αντιµετωπιστούν. Η τοξικότητα έναντι των φυσιολογικών αιµοποιητικών κυττάρων 

µπορεί να ελαχιστοποιηθεί µε τη χρήση συνδυασµού µεθόδων κάθαρσης, που έχουν 

αθροιστική δράση στην καταστροφή των νεοπλασµατικών κυττάρων. Με αυτό τον τρόπο 

µπορεί να αποφευχθεί η δοσοεξαρτώµενη τοξικότητα διαφόρων παραγόντων στο 

αιµοποιητικό δυναµικό του µοσχεύµατος. Για παράδειγµα, ο συνδυασµός 4-HC και 

µονοκλωνικών αντισωµάτων αποφεύγει αποτελεσµατικά την υπερβολική τοξικότητα 

έναντι των LAK κυττάρων που παρατηρείται από την 4-HC, ενώ επιτυγχάνεται 

ικανοποιητική αντιλευχαιµική δράση [135]. Επίσης σε µία προκλινική µελέτη, 

επιτεύχθηκε εκρίζωση όλων των λευχαιµικών κυττάρων από 12 ασθενείς µε Τ-ΟΛΛ 



 37

[181]. Επιπλέον, είναι αποτελεσµατική στην αντιµετώπιση ανθεκτικών στη 

χηµειοθεραπεία (MDR) κυττάρων [182]. Σε µία άλλη µελέτη, η συνδυασµένη χρήση 

ετοποσίδης, κυτοσίνης-αραβινοσίδης και αντι-CD33  µε συµπλήρωµα είχε συνεργική 

δράση στην καταστροφή HL-60 και K562 κυττάρων λευχαιµικών σειρών, ενώ επιβίωσε 

ικανοποιητικός αριθµός προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων από ασθενείς µε οξεία µη-

λεµφοκυτταρική λευχαιµία [183]. 

 Έχει επίσης χρησιµοποιηθεί ο συνδυασµός δύο χηµειοθεραπευτικών παραγόντων 

[79, 80, 184] ή φυσικών µεθόδων (π.χ. υπερθερµία) µε άλλα φάρµακα [185, 186]. Μία 

ενδιαφέρουσα µελέτη, συνδύασε τη χρήση µη τοξικών δόσεων του αλκυλ-λυσοφωσφο-

λιπιδίου ET-18-OCH3 µε µη θανατηφόρα θερµότητα. Το ET-18-OCH3 έχει ανοσο-

ρυθµιστική δράση, καθώς επάγει τη έκφραση πρωτεϊνών (heat shock protein) στα 

ανθεκτικά Κ562 κύτταρα αυξάνοντας την ευαισθησία τους στη λύση από ΝΚ κύτταρα 

[186]. 

Τέλος, ο συνδυασµός µίας θετικής και µίας αρνητικής µεθόδου επιλογής βελτιώνει την 

καταστροφή των καρκινικών κυττάρων από το µόσχευµα [187-189]. ∆ιαχωρισµός µε 

κλίση πυκνότητας των CD34 κυττάρων από προϊόντα αφαίρεσης µαζί µε θεραπεία µε 

µονοκλωνικά αντισώµατα εκριζώνει τα κακοήθη κύτταρα από ασθενείς µε NHL χωρίς να 

επηρεάζει την αιµατολογική αποκατάσταση [187]. ∆ιπλός θετικός και αρνητικός 

ανοσοµαγνητικός διαχωρισµός οδήγησε σε κάθαρση κατά 4.7 log κυττάρων καρκίνου 

του µαστού [188]. Πρόσφατα, ένας συνδυασµός CD34 ανοσοµαγνητικού διαχωρισµού 

και µόλυνσης κυττάρων καρκίνου του µαστού µε το γονίδιο αυτοκτονίας-αδενοϊού GAL-

TEK πέτυχε καταστροφή των κακοήθων κυττάρων κατά 5 έως 7 log µε περισσότερο από 

70% επιβίωση των φυσιολογικών αιµοποιητικών κυττάρων [190]. 
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2. ΦΩΤΟ∆ΥΝΑΜΙΚΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ 

 

Η φωτοδυναµική θεραπεία (Φ∆Θ) στηρίζεται στη χορήγηση φωτο-ευαισθητοποιών 

χρωστικών, είτε in vitro είτε in vivo, που δεν είναι τοξικές για τα φυσιολογικά κύτταρα. 

Οι ουσίες αυτές προσλαµβάνονται εκλεκτικά από τα κακοήθη κύτταρα και παρουσία 

οξυγόνου εκτείθενται σε φως κατάλληλου µήκους κύµατος που διεγείρει τα µόρια της 

χρωστικής µε αποτέλεσµα την επαγωγή µιας ποικιλίας φωτοχηµικών αντιδράσεων που 

οδηγούν σε κυτταρική καταστροφή [191-193]. Η Φ∆Θ έχει χρησιµοποιηθεί ευρύτατα 

στην θεραπεία του καρκίνου και αποτελεί µία εντυπωσιακή εναλλακτική λύση στο 

οπλοστάσιο κατά του καρκίνου. 

Η φωτοθεραπεία και φωτοχηµειοθεραπεία είναι είδη θεραπευτικής που χρονολογούνται 

από τα αρχαία χρόνια. Οι ρίζες της φωτοθεραπείας ξεκινούν από την προϊστορική 

περίοδο. Πολλοί πρωτόγονοι πολιτισµοί είχαν αναγνωρίσει τις ζωογόνες ιδιότητες του 

φωτός και λάτρευαν τον ήλιο ως θεότητα. Ο Ιπποκράτης µελέτησε την ηλιοθεραπεία στα 

ταξίδια του στην Αίγυπτο και την εισήγαγε εµπειρικά στο θεραπευτήριο της Κω [194]. 

Στην Ευρώπη η φωτοθεραπεία επανακαλύφθηκε στα τέλη του 19ου αιώνα από το ∆ανό 

ιατρό Niels Ryberg Finsen, που χρησιµοποίησε υπεριώδες φως στη θεραπεία της κοινής 

πέµφιγος, για την οποία τιµήθηκε και µε το βραβείο Νόµπελ Ιατρικής. 

Οι φωτοευαισθητοποιητές βρίσκονται σε αφθονία στη φύση. Πολλές παραδοσιακές 

µορφές θεραπευτικής εκµεταλλεύονται τις αντιµυκητιασικές και βακτηριοστατικές 

ιδιότητες ουσιών που βρίσκονται σε εκχυλίσµατα φυτών. Οι αρχαίοι Αιγύπτιοι 

χρησιµοποιούσαν το ηλιακό φως, σε συνδυασµό µε φύλλα ενός φυτού που συγγενεύει µε 

το µαϊντανό, (που περιέχουν τη χρωστική 8-µεθοξυ ψωραλένιο), στη θεραπεία της 

λεύκης [195]. Σε κείµενα του 13ου αιώνα του Ibn El Bitar υπάρχουν απλές οδηγίες 

δοσιµετρίας φωτός. Το 1947, ο El Mofty επανέφερε τη φωτοθεραπεία στη ∆υτική 

Ιατρική. Στις αρχές του 1970 ο συνδυασµός υπεριώδους ακτινοβολίας Α (UV-A) και  8-

µεθοξυ ψωραλένιου (PUVA) άρχισε να εφαρµόζεται στη θεραπεία της λεύκης, της 

ψωρίασης, της ακµής, του µικροβιακού εκζέµατος και άλλων δερµατικών παθήσεων. 

Στις αρχές του προηγούµενου αιώνα, ο Raab µελέτησε την αδρανοποίηση του 

παραµηκυλλίου, από το συνδυασµό των χρωστικών ηωσίνης και ακριδίνης µε φώς. Η 

Φ∆Θ ερπητικών, δερµατικών και οφθαλµικών λοιµώξεων µε ακριδίνη, προφλαβίνη και 
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κυανούν του µεθυλενίου, αρχικά προκάλεσε ενθουσιασµό, αλλά αργότερα τα 

αποτελέσµατα δεν ήταν τόσο ενθαρρυντικά. 

Η εφαρµογή της Φ∆Θ στους συµπαγείς όγκους ξεκίνησε στις αρχές του προηγούµενου 

αιώνα µε την εφαρµογή ηωσίνης σε δερµατικούς καρκίνους [196]. Το 1924 οι Policard 

και συν. παρατήρησαν για πρώτη φορά κακοήθεις ιστούς που φθόριζαν λόγω ενδογενών 

πορφυρινών. Το 1942 οι Αuler και Banzer παρατήρησαν ότι οι όγκοι από πειραµατόζωα 

φθορίζουν µετά από συστηµατική χορήγηση αιµατοπορφυρίνης (ΗΡ). Το 1960, οι Lipson 

και συν. παρασκεύασαν ένα µίγµα πορφυρινών µε βελτιωµένες ιδιότητες, τα παράγωγα 

αιµατοπορφυρίνης (HPD) και κατάφεραν να πραγµατοποιήσουν ενδοσκοπική διάγνωση 

καρκίνων του αναπνευστικού και του ανώτερου πεπτικού.  Με την ανάπτυξη 

κατάλληλων Laser και οπτικών ινών ως συστηµάτων µεταφοράς το ενδιαφέρον για 

εφαρµογή της Φ∆Θ τόσο στη διάγνωση όσο και στη θεραπεία του καρκίνου εντάθηκε. 

Οι Dougherty και συν. στα τέλη του 1970 έκαναν τις πρώτες κλινικές µελέτες. Έως 

σήµερα χιλιάδες ασθενείς µε καρκίνο έχουν υποβληθεί σε Φ∆Θ. Τα πλεονεκτήµατα της 

µεθόδου αυτής είναι ότι έχει καλύτερα λειτουργικά και αισθητικά αποτελέσµατα καθώς 

είναι λιγότερο ακρωτηριαστική από τη χειρουργική και µπορεί να αποτελέσει 

εναλλακτική λύση σε περιπτώσεις που η χειρουργική θεραπεία δε µπορεί να 

εφαρµοστεί.. Επίσης καθώς η τοξικότητα της δεν είναι αθροιστική, µπορεί να 

εφαρµοστεί σε επαναληπτικές δόσεις. Παρουσιάζει εκλεκτικότητα και περιορισµένες 

συστηµατικές παρενέργειες. Έχει σχετικά χαµηλό κόστος. Ένα άλλο σηµαντικό 

πλεονέκτηµα είναι η αποτελεσµατικότητα έναντι πολυανθεκτικών καρκινικών κυττάρων 

(multi-drug resistant) που εκφράζουν το γονίδιο της  P-γλυκοπρωτεΐνης [197, 198]. 

Τέλος, η εξωσωµατική φωτοχηµειοθεραπεία  (PUVA), εφαρµόστηκε αρχικά από τον 

Edelson και συν. το 1987, στη θεραπεία του δερµατικού Τ-κυτταρικού λεµφώµατος 

[199]. Η θεραπεία αυτή φαίνεται να είναι πολλά υποσχόµενη και στην αντιµετώπιση 

άλλων νοσηµάτων όπως κοινή πέµφιγα, συστηµατική σκλήρυνση, ρευµατοειδής 

αρθρίτιδα και πρόληψη απόρριψης του µοσχεύµατος [194]. 

 Η Φ∆Θ στη µεταµόσχευση του µυελού των οστών έχει τουλάχιστον πέντε εφαρµογές: 1) 

αδρανοποίηση (κάθαρση) καρκινικών κυττάρων από το µόσχευµα [191], 2) προφύλαξη 

από GvHD στην αλλογενή µεταµόσχευση, 3) θεραπεία οξέος και χρόνιου GvHD [200],  

4) πρόληψη αλλο-ευαισθητοποίησης και απόρριψης µοσχεύµατος [201] σε ασθενείς µε 
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πολλαπλές µεταγγίσεις αίµατος [202], 5) πρόληψη λοιµώξεων που σχετίζονται µε 

µεταγγίσεις σε ανοσοκατεσταλµένους ασθενείς [194]. 

 

2.1 ΦΩΤΟΕΥΑΙΣΘΗΤΟΠΟΙΗΤΕΣ 

 

Οι φωτοευαισθητοποιητές είναι ουσίες που έχουν την ιδιότητα να απορροφούν ενέργεια 

µε τη µορφή φωτονίων, όταν διεγερθούν από φως κατάλληλου µήκους κύµατος και να 

µεταφέρουν αυτή την ενέργεια σε µόρια οξυγόνου. Με τον τρόπο αυτό παράγονται 

τοξικά προϊόντα, όπως µονήρες οξυγόνο (singlet oxygen, 1O2) και ελεύθερες ρίζες. Τα 

µόρια αυτά προκαλούν βλάβη σε κυτταρικά συστατικά, όπως λιπίδια, πρωτεΐνες και 

νουκλεϊκά οξέα [196]. 

Φωτοευαισθητοποιητές βρίσκονται διαδεδοµένοι στη φύση, όπως για παράδειγµα η 

αιµοσφαιρίνη και η χλωροφύλλη. Στη Φ∆Θ ο φωτοευαισθητοποιητής χορηγείται στον 

ασθενή ενδοφλέβια και µετά από κατάλληλο χρόνο, ακτινοβολείται η πάσχουσα περιοχή. 

Τα χαρακτηριστικά ενός ιδανικού φωτοευαισθητοποιητή [193] είναι τα ακόλουθα:  

1) Η χρωστική πρέπει να διαλύεται και να παραµένει σταθερή στα  υδατικά διαλύµατα, 

σε φυσιολογικό pΗ, ώστε να επιτρέπεται η κυκλοφορία του και η εκλεκτική 

συγκέντρωσή του στα κύτταρα. Χρωστικές, όπως τα παράγωγα αιµατοπορφυρίνης, οι 

ροδαµίνες και η µεροκυανίνη 540 είναι διαλυτές σε υδατικά διαλύµατα. 

2) Είναι σηµαντικό να προσλαµβάνεται και να κατακρατείται εκλεκτικά από τα κακοήθη 

κύτταρα. Βέβαια, είναι ουτοπικό να ψάχνει κανείς µία ουσία που να προσλαµ-βάνεται 

αποκλειστικά και µόνο από νεοπλασµατικά κύτταρα. Για παράδειγµα, µία ουσία που 

χρησιµοποιείται ευρέως στη θεραπεία των συµπαγών όγκων, η φωτοφρίνη, 

προσλαµβάνεται τόσο από τους καρκινικούς ιστούς, όσο και από το ήπαρ, σπλήνα 

,νεφρούς και άλλους φυσιολογικούς ιστούς [203]. Συνήθως, παρατηρείται πιο έντονη 

κατακράτηση σε ιστούς πλούσιους σε κύτταρα του δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος 

[204]. Με την επίδραση ακτινοβολίας όµως, παρατηρείται εκλεκτική καταστροφή των 

καρκινικών ιστών. Ο µηχανισµός αυτής της εκλεκτικής απάντησης, δεν έχει πλήρως 

κατανοηθεί. Σε µερικές περιπτώσεις, εξηγείται από τη σχετικά υψηλότερη συγκέντρωση 

της χρωστικής στους καρκινικούς ιστούς σε σχέση µε τους περιβάλλοντες υγιείς ιστούς. 

Μία άλλη θεωρία, προτείνει ότι στη περιοχή του όγκου παρατηρείται διαφυγή της 
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χρωστικής από τα κατεστραµµένα αγγεία και τη φτωχή λεµφική παροχέτευση. Ένας πιο 

ειδικός µηχανισµός πρόσληψης είναι µέσω λιποπρωτεΐνης. Έχει παρατηρηθεί αυξηµένη 

ενδοκύττωση της χρωστικής από τα νεοπλασµατικά κύτταρα µέσω του υποδοχέα LDL 

(low-density lipoprotein). Εκείνο που διαφέρει ανάµεσα στους διάφορους ιστούς, είναι ο 

χρόνος που επιτυγχάνεται η µέγιστη συγκέντρωση της χρωστικής. Για παράδειγµα η 

ροδαµίνη 123 (Rh-123) µεταβολίζεται γρήγορα από τους φυσιολογικούς ιστούς και µε 

βραδύτερο ρυθµό από τους καρκινικούς. Έτσι υπάρχει ένα “χρονικό παράθυρο” στο 

οποίο µπορεί να εφαρµοστεί µε ασφάλεια φωτοδυναµική θεραπεία [193]. 

3) Πρέπει να υπάρχει κάποιος ενδοκυτταρικός στόχος και κάποια µορφή παθητικής ή 

ενεργητικής µεταφοράς της χρωστικής µέσα στο κύτταρο. 

4) Για τη µέγιστη αποτελεσµατικότητα, το φάσµα απορρόφησης της χρωστικής θα 

πρέπει να συµπίπτει µε το µήκος κύµατος της µονοχρωµατικής ακτινοβολίας που 

εφαρµόζεται. 

5) ∆εν πρέπει να έχει σηµαντική συστηµατική τοξικότητα. 

6) Ουσίες που έχουν υψηλή απόδοση ενέργειας όταν διεγερθούν (quantum yield), είναι 

κατάλληλες για Φ∆Θ, ενώ ουσίες µε υψηλή ενέργεια φθορισµού (fluorescence yield) 

είναι πιο κατάλληλες για διαγνωστική απεικόνιση. 

Η ταυτόχρονη έκθεση των κυττάρων στη χρωστική και σε φως κατάλληλου µήκους 

κύµατος, έχει ως αποτέλεσµα τη σταδιακή αύξηση του όγκου του κυττάρου. 

Παρατηρούνται µικρές προσεκβολές στην επιφάνεια και τα κύτταρα χάνουν την 

ικανότητα πολλαπλασιασµού [205]. Η διαδικασία είναι οξυγονοεξαρτώµενη. Με την 

απορρόφηση ενέργειας, ο φωτο-ευαισθητοποιητής περνά από τη βασική κατάσταση 

ηρεµίας σε ένα πρώτο επίπεδο διέγερσης (singlet state) και ακολούθως µετά από µια 

υψηλή κβαντική απόδοση, µεταπίπτει στη διεγερµένη κατάσταση (triplet state) [196, 

206]. Η διεγερµένη µορφή µπορεί να πάρει µέρος σε δύο τύπους αντιδράσεων: α) µπορεί 

να αντιδράσει απευθείας µε κάποιο υπόστρωµα και να µεταφέρει ηλεκτρόνια µε 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία ριζών και ιόντων, που αλληλεπιδρούν µε το οξυγόνο και 

σχηµατίζουν οξειδωτικά προϊόντα (αντιδράσεις τύπου Ι), β) µπορεί να µεταφέρει 

ενέργεια απευθείας στο οξυγόνο και να σχηµατίσει µονήρες οξυγόνο, το οποίο µε τη 

σειρά του αντιδρά µε υποστρώµατα πλούσια σε ηλεκτρόνια, όπως πρωτεΐνες, λιπίδια και 

νουκλεϊκά οξέα, προκαλώντας κυτταρική βλάβη και θάνατο (αντιδράσεις τύπου ΙΙ). Το 
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µονήρες οξυγόνο έχει πολύ µικρό χρόνο ηµίσειας ζωής ( της τάξης των 10 –6 sec), και 

συνεπώς µπορεί να προκαλέσει βλάβη µόνο στις δοµές µε τις οποίες γειτνιάζει. 

Στο κυτταρικό επίπεδο, ως στόχοι της φωτοδυναµικής θεραπείας έχουν αναφερθεί η 

πλασµατική µεµβράνη, τα µιτοχόνδρια, ο πυρήνας και τα λυσοσώµατα [207-209] καθώς 

και ενδοκυτταρικά ένζυµα [210]. Όµως, in vivo µελέτες δείχνουν ότι η αγγείωση του 

όγκου αποτελεί κύριο στόχο της Φ∆Θ µε επακόλουθο τη νέκρωση. 

Τα παρασκευάσµατα αιµατοπορφυρίνης (hematoporphyrin derivatives, HPD) είναι από 

τους γνωστότερους και πιο συχνά χρησιµοποιούµενους φωτοευαισθητοποιητές. 

Πρόκειται για µίγµα µονοµερών, διµερών και ολιγοµερών εστέρων και αιθέρων της 

αιµατοπορφυρίνης. Το νεώτερο µίγµα Photofrin II περιέχει το πιο ενεργό συστατικό 

αιθέρα της διαιµατοπορφυρίνης [192, 211, 212]. Παρουσιάζει πέντε κύµατα 

απορρόφησης φωτός στα 402, 507, 540, 573 και 624 nm και από αυτή την άποψη 

αποτελεί ιδανικό παράγοντα για την in vivo Φ∆Θ όγκων, αφού το µέγιστο µήκος 

κύµατος διεισδύει ικανοποιητικά τους ιστούς. 

Ο µηχανισµός σύνδεσης των πορφυρινών στους καρκινικούς ιστούς δεν είναι γνωστός. 

Πιθανώς να ευθύνεται κάποιου βαθµού ισορροπία ανάµεσα στα υδρόφιλα και υδρόφοβα 

τµήµατα των χρωστικών [213]. Τα συσταστικά HPD µε τη µικρότερη πολικότητα και 

συνεπώς τα πιο υδρόφοβα, προσλαµβάνονται πιο έντονα από τα κύτταρα [214]. 

Προτείνονται δύο µηχανισµοί εισόδου στα κύτταρα, είτε µε παθητική διάχυση είτε µε 

πινοκύττωση από τα µακροφάγα [215]. Ο ρόλος των µακροφάγων του όγκου στη 

πρόσληψη των φωτοευαισθητοποιητών φαίνεται να είναι σηµαντικός. Λευχαιµικά 

κύτταρα, που έχουν διαφοροποιηθεί προς µακροφάγα, προσλαµβάνουν πιο έντονα 

χρωστικές [216]. 

Το φωτοδυναµικό φαινόµενο και η θανάτωση των κυττάρων in vitro και in vivo, 

εξαρτώνται από τη συγκέντρωση του φωτοευαισθητοποιητή, τη δόση ακτινοβολίας και 

την επαρκή συγκέντρωση ενδοκυτταρικού οξυγόνου [217]. Όταν η φωτοφρίνη επωάζεται 

µε τα κύτταρα για µικρό χρονικό διάστηµα, συνδέεται χαλαρά µε τη κυτταρική µεµβράνη 

και µε δοµές σε γειτνίαση µε το κυτταρόπλασµα, ενώ πιο µεγάλοι χρόνοι έκθεσης 

επιτρέπουν στη χρωστική να εισέλθει µέσα στα λιπίδια. Στη δεύτερη περίπτωση, το 

φωτοδυναµικό φαινόµενο είναι ταχύτερο και απαιτεί µικρότερη συγκέντρωση οξυγόνου 

καθώς η διαλυτότητα και η διάχυση του οξυγόνου στα λιπίδια είναι καλύτερη [218]. Η 
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σύνθεση των λιπιδίων της µεµβράνης και κυρίως η χοληστερόλη παίζουν ρόλο στη 

σύνδεση της χρωστικής [219]. Κατά τη φωτοακτινοβόληση παράγεται µονήρες οξυγόνο 

[220] που προσβάλλει την κυτταρική µεµβράνη [221], τα µιτοχόνδρια [222], τα 

µικροσώµατα, τα υπεροξεισώµατα [210] και το DNA [208]. Η φωτοφρίνη επιδρά στον 

ενεργειακό µεταβολισµό των κυττάρων παρουσία ή απουσία φωτός. Έχει παρατηρηθεί, 

µείωση της δραστηριότητας του κυτοχρώµατος C και αυξηµένη γλυκόλυση παρουσία 

φωτοφρίνης στο σκοτάδι, που θα µπορούσε να είναι µία αντισταθµιστική απάντηση στην 

αναστολή της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης των µιτοχονδρίων. Μελέτες µε ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο, δείχνουν ότι η φωτοφρίνη επηρεάζει τη δοµή των µιτοχονδρίων. 

Ακτινοβόληση µε φως, αναστέλλει και τα δύο ενεργειακά µονοπάτια, τη γλυκόλυση και 

την οξειδωτική φωσφορυλίωση, οδηγώντας σε µειωµένη παραγωγή ΑΤΡ, που σχετίζεται 

µε την απώλεια της βιωσιµότητας του κυττάρου. Επίσης η παρουσία ανασταλτών του 

ενεργειακού µεταβολισµού, ενισχύει τη κυτταροτοξική δράση της φωτοφρίνης, γεγονός 

που στηρίζει την υπόθεση ότι το ενεργειακό έλλειµµα µπορεί να είναι υπεύθυνο για την 

παρατηρούµενη κυτταροτοξικότητα [223]. 

 Έχουν γίνει πολλές in vitro και in vivo µελέτες, σε φυσιολογικούς και καρκινικούς 

ιστούς για την µελέτη της κατανοµής και της συµπεριφοράς της φωτοφρίνης κατά τη 

φωτοακτινοβόληση [203, 213, 222, 224- 226]. Κλινικές δοκιµές φάσης ΙΙΙ βρίσκονται σε 

εξέλιξη για διάφορους τύπους συµπαγών όγκων όπως, κύστεως, µαστού, εγκεφάλου, 

γαστρεντερικού σωλήνα, κεφαλής/τραχήλου, πνεύµονα, δέρµατος και άλλων [192, 196, 

206, 227, 228]. ∆εν παρουσιάζει σηµαντική τοξικότητα και µεταλλαξιογόνο δράση [229] 

εκτός από µία παρατεταµένη φωτοευαισθησία [203]. 

Άλλες ουσίες που έχουν χρησιµοποιηθεί στη Φ∆Θ είναι τα παράγωγα βενζοπορφυ-ρίνης 

(BPD, βερτεπορφίνη) [192], οι φθαλοκυανίνες [230-234], οι χλωρίνες [235, 236], τα 

παράγωγα ροδαµίνης [237], λιπαρά οξέα που περιέχουν πυρένια {π.χ. 12-(1-πυρένιο) 

δωδεκανοϊκό οξύ, Ρ12} [238]. O συνδυασµός φθαλοκυανινών µε λιποσώµατα που έχουν 

σηµανθεί µε αντισώµατα αυξάνει την ευαισθησία της µεθόδου [239]. Η µεροκυανίνη 540 

έχει χρησιµοποιηθεί στην ex vivo κάθαρση του µυελού από νεοπλασµατικά κύτταρα. 
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2.2 ΜΕΡΟΚΥΑΝΙΝΗ 540 (MC540)  

 

Η µεροκυανίνη 540 (5-[(3-σουλφοπρόπυλ-2(3Η)-βενζοξαζολυδίνη)-2-βουτενυλιδίνιο]-

1,2-διβουτυλ-2-θειοβαρβιτουρικό οξύ) είναι ένα αρνητικά φορτισµένο ετεροκυκλικό 

χρωµοφόρο µε µοριακό βάρος 570 daltons. Αρχικά, χρησιµοποιήθηκε ως πρόσθετο σε 

φωτογραφικά διαλύµατα. Στα µέσα της δεκαετίας του ’70 άρχισε να χρησιµοποιείται για 

την καταγραφή διαµεµβρανικών δυναµικών σε κύτταρα και λιποσώµατα [240, 241]. 

Η MC540 σχηµατίζει συσσωµατώµατα στο νερό και σε µη πολικούς διαλύτες. Στην 

µεθανόλη και άλλους οργανικούς διαλύτες µε µέτρια πολικότητα, η MC540 υπάρχει ως 

µονοµερές. 

Η ιδιότητα που έχει αυτή η χρωστική, όσον αφορά τη διαφορετική συγγένεια και 

εκλεκτική φωτοτοξικότητα στους διάφορους τύπους φυσιολογικών και καρκινικών 

κυττάρων και ιών, έχει χρησιµοποιηθεί στις ακόλουθες βιοϊατρικές εφαρµογές: 1) 

αναγνώριση λευχαιµικών κυττάρων στο περιφερικό αίµα, 2) ανάλυση των ιδιοτήτων της 

κυτταρικής µεµβράνης, 3) εξωσωµατική κάθαρση αυτοµοσχευµάτων µυελού των οστών 

σε ύφεση και 4) αδρανοποίηση ιών [240]. 

Απουσία πλάσµατος, ορού ή πρωτεϊνών  του ορού, όπως η αλβουµίνη, η ΜC540 

συνδέεται µε όλους τους τύπους κυττάρων [242]. Λόγω του αρνητικού φορτίου της δεν 

µπορεί να διαπεράσει την ακέραιη κυτταρική µεµβράνη. Αρχικά συνδέεται µε την 

εξωτερική στιβάδα της λιπιδικής διπλοστιβάδας της µεµβράνης. Η παρουσία πρωτεϊνών 

του ορού στο υλικό των κυττάρων, επιτρέπει ένα διαχωρισµό σε κύτταρα µε θέσεις 

σύνδεσης υψηλής και χαµηλής συγγένειας, πιθανώς λόγω της παρουσίας υδρόφοβων 

θέσεων σύνδεσης που δρουν ανταγωνιστικά. Έτσι συνδέεται µε µεγάλη συγγένεια µε 

ηλεκτρικά διεγειρόµενα κύτταρα, όπως νευρικά και µυικά [205], µερικά ανώριµα 

φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα, λευχαιµικά και κύτταρα λεµφώµατος [240, 243]. 

Μη διεγειρόµενα κύτταρα, όπως οι ινοβλάστες, µυοβλάστες και ηπατοκύτταρα, καθώς 

και τα ώριµα περιφερικά κύτταρα του αίµατος, παρουσιάζουν χαµηλή συγγένεια για την 

ΜC540. Επίσης τα διεγερµένα λεµφοκύτταρα, κοκκιοκύτταρα, µονοκύτταρα και 

αιµοπετάλια συνδέουν πιο έντονα τη χρωστική από τα αντίστοιχα µη διεγερµένα. 

Ερυθροκύτταρα µολυσµένα µε το πλασµώδιο της ελονοσίας, επίσης συνδέουν 
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περισσότερο χρωστική, ενώ κύτταρα “ghosts” από τα δρεπανοκύτταρα συνδέουν 

λιγότερο χρωστική από τα αντίστοιχα φυσιολογικά ερυθροκύτταρα [240]. 

Έχουν βρεθεί διαφορές στις ιδιότητες της κυτταρικής µεµβράνης µεταξύ φυσιολογικών 

και καρκινικών κυττάρων, όπως διαφορές σε γλυκοπρωτεΐνες, υποδοχείς, ανοσολογικούς 

και αντιγονικούς δείκτες, στη µεταφορά φαρµάκων, στην παθητική διαβατότητα ουσιών 

και σε επίπεδα ενζύµων. Η σύνδεση της ΜC540 στα λευχαιµικά κύτταρα είναι 

διαφορετική από αυτή των ηλεκτρικά διεγέρσιµων κυττάρων και πιθανώς αντανακλά µία 

αποτυχία ωρίµανσης της µεµβράνης [243]. 

Η κατανοµή της χρωστικής στα κύτταρα µπορεί να είναι είτε οµοιόµορφη είτε στικτή. Σε 

µερικά κύτταρα όπως ηλεκτρικά κύτταρα του χελιού ή πρόδροµα κύτταρα της ερυθράς 

σειράς στη φάση απώλειας του πυρήνα (προερυθροβλάστης), η κατανοµή της χρωστικής 

είναι ασύµµετρη. 

Οι Valinsky, Easton και Reich, το 1978, ήταν οι πρώτοι ερευνητές που προσπάθησαν να 

χρησιµοποιήσουν αυτή τη χρωστική για τη διάγνωση της λευχαιµίας από κύτταρα του 

περιφερικού αίµατος. Παρατήρησαν ότι η κλινική υποτροπή της νόσου µπορούσε να 

ανιχνευθεί στο αίµα έως 15 εβδοµάδες πριν την εµφάνιση των πρώτων συµπτωµάτων 

[243]. Παρόλα αυτά η µέθοδος δεν βρήκε κλινική εφαρµογή γιατί παρουσιάζει κλινικές 

δυσκολίες. Πρόσφατα, οι Pyatt και συν. [244] χρησιµοποίησαν την MC540, σε 

συνδυασµό µε κυτταροµετρία ροής, για την αναγνώριση των αρχέγονων προγονικών 

αιµοποιητικών κυττάρων. Πρότειναν ότι κάποια σχέση πρέπει να υπάρχει ανάµεσα στη 

δοµή της µεµβράνης του αιµοποιητικού κυττάρου και το στάδιο ωρίµανσης. Η ΜC540 

συνδέεται µε τη λιπιδική διπλοστιβάδα µε δύο πιθανούς προσανατολισµούς: ένα 

παράλληλο και ένα κάθετο στο επίπεδο της µεµβράνης. Τα µόρια που έχουν παράλληλη 

τοποθέτηση σχηµατίζουν διµερή [241, 245].  Παρατήρησαν πιο έντονη χρώση των 

κυττάρων στα οποία µονοµερή της ΜC540 έχουν προσανατολισµό κάθετο στη µεµβράνη 

σε αντίθεση µε κύτταρα χαµηλού φθορισµού όπου µονοµερή ή διµερή χρωστικής έχουν 

προσανατολισµό παράλληλο µε το επίπεδο της µεµβράνης. Για να επιτύχει 

προσανατολισµό κάθετο στο επίπεδο της διπλοστιβάδας, η ΜC540 πρέπει να έχει 

πρόσβαση στο εσωτερικό της, κάτι που ευνοείται από τα λιπίδια µε χαλαρή δοµή.  

Ο µηχανισµός σύνδεσης της MC 540, εκλεκτικά σε ορισµένα κύτταρα, δεν έχει πλήρως 

κατανοηθεί. Μελέτες σε µονόστιβα κυστίδια δείχνουν τη χρωστική να εντοπίζεται στην 
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υδρόφιλη περιοχή (πολική κεφαλή) των φωσφολιπιδίων της µεµβράνης [246]. 

Πειράµατα κατανοµής δύο φάσεων, δείχνουν ότι η χρωστική σχηµατίζει στοιχειοµετρικά 

σύµπλοκα µε φωσφολιπίδια και ασβέστιο [205]. Επίσης βρέθηκαν οµοιότητες µεταξύ 

των ιδιοτήτων σύνδεσης της MC540 και της Ν-ε-dansyl-L-lysine (φθορίζων ανιχνευτής 

µεµβρανών, probe), οπότε η MC540 πιθανώς συνδέεται µε τµήµατα της µεµβράνης 

ελεύθερα χοληστερόλης [247, 248]. Η χοληστερόλη, δε φαίνεται να επηρεάζει τις 

φωτοφυσικές ιδιότητες της MC540, αλλά πρέπει να παίζει ένα έµµεσο ρόλο στο 

φωτοδυναµικό φαινόµενο καθώς επηρεάζει τη σύνδεση της χρωστικής µε το κύτταρο 

[246]. Επίσης οι λιποπρωτεΐνες του ορού φαίνεται να παίζουν κάποιο ρόλο. Παρουσία 

LDL (low-density lipoprotein) αυξάνεται η πρόσληψη της MC540, τόσο από τα 

φυσιολογικά όσο και από τα νεοπλασµατικά κύτταρα, αν και η πρόσληψη αυτή δεν 

φαίνεται να µεσολαβείται απευθείας από τους LDL υποδοχείς [249]. Πειράµατα µε 

λιποσώµατα, έχουν αποδείξει ότι η χρωστική προτιµά λιποσώµατα µε ακόρεστα λιπίδια, 

καθώς και τα λιποσώµατα µικρότερου µεγέθους. Τέλος, έχει προταθεί η υπόθεση ότι η 

χρωστική προτιµά διαταραγµένα τµήµατα της λιπιδικής διπλοστιβάδας. Πολλές µελέτες 

τονίζουν τη σηµασία των λιπιδίων της εξωτερικής στιβάδας της µεµβράνης για τη 

σύνδεση της MC540. Φυσιολογικά τα φωσφολιπίδια στην ερυθροκυτταρική µεµβράνη 

κατανέµονται ασύµµετρα, µε τη φωσφατιδυλ-χολίνη και σφιγγοµυελίνη κατανεµηµένες 

στην εξωτερική στιβάδα  και την φωσφατιδυλ-σερίνη και αιθανολαµίνη στην εσωτερική. 

Αυτή η ασυµµετρία διατηρείται µε µία ΑΤΡ-εξαρτώµενη αµινοφωσφολιπιδική 

τρανσλοκάση (flippase), µαζί µε την αλληλεπίδραση της σπεκτρίνης µε τα ανιονικά 

φωσφολιπίδια της εσωτερικής στιβάδας. Επειδή τα λιπαρά οξέα της φωσφατιδυλ-χολίνης 

και σφιγγοµυελίνης είναι πιο κορεσµένα από τις αντίστοιχες ακυλ-αλυσίδες της 

φωσφατιδυλ-σερίνης και αιθανολαµίνης, η εξωτερική στιβάδα είναι πιο σφιχτά δοµηµένη 

από την εσωτερική. Έτσι, επεξεργασία των ερυθροκυττάρων µε χηµικούς παράγοντες 

που διαταράσσουν αυτή την ασυµµετρία, όπως η χλωροπροµαζίνη και η νευραµινιδάση, 

οδηγούν σε αυξηµένη σύνδεση της MC540 στα κύτταρα αυτά [250]. Είναι πολύ πιθανό 

ότι το ίδιο ισχύει και για τα λευχαιµικά κύτταρα, αν και συγκεκριµένα πειραµατικά 

δεδοµένα δεν υπάρχουν ακόµη. Για παράδειγµα η αύξηση του περιεχοµένου 

πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, σε κύτταρα της λευχαιµικής σειράς L1210, δεν 

επηρέασε σηµαντικά τη σύνδεσή τους µε την MC540. Αυτό δεν αποκλείει το ρόλο των 
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πολυακόρεστων λιπαρών οξέων στη ρύθµιση της σύνδεσης. Πιθανώς η κατανοµή των 

λιπιδίων στη κυτταρική µεµβράνη να είναι πιο σηµαντική από τη σύνθεσή τους  [248]. 

Σε µία µελέτη πάντως, έγινε προσπάθεια να µελετηθεί ο ρόλος του φορτίου, της 

ρευστότητας και της υδροφοβικότητας της µεµβράνης στη σύνδεση της χρωστικής και 

στην ευαισθησία των κυττάρων στη φωτοακτινοβόληση. Βρέθηκε ότι τα κύτταρα των 

συµπαγών όγκων είναι πιο ευαίσθητα στη φωτοακτινοβόληση όσο πιο ηλεκτραρνητικά 

είναι. Το ίδιο όµως δεν ισχύει και για τα κύτταρα λεµφώµατος και λευχαιµίας. Επίσης, η 

µεταβολή της ρευστότητας και υδροφοβικότητας της µεµβράνης δεν επηρεάζει καθόλου 

τις ιδιότητες σύνδεσης, κάτι που επίσης δεν ισχύει στις µελέτες µε τα λιποσώµατα [251]. 

Πιθανώς λοιπόν, να ενέχονται διαφορετικοί µηχανισµοί σύνδεσης µεταξύ των διαφόρων 

τύπων κυττάρων. Η διαφορετική ευαισθησία των κυττάρων στη δράση της Φ∆Θ πρέπει 

να οφείλεται σε συνδυασµό παραγόντων, όπως οι διαφορές στην πυκνότητα και την 

κατανοµή των θέσεων σύνδεσης υψηλής συγγένειας για τον φωτοευαισθητοποιητή, 

καθώς και διαφορές της ενδογενούς ευαισθησίας στα φωτοτοξικά προϊόντα που 

παράγονται από τα διεγερµένα µόρια της χρωστικής [252]. 

Μία άλλη χρήση της φωτοακτινοβόλησης µε MC540 είναι η αδρανοποίηση ιών που 

φέρουν κάψα, όπως ο ιός του απλού έρπητα-1 (HSV-1), ο κυτταροµεγαλοϊός (CMV), ο 

ανθρώπινος ιός της Τ-κυτταρικής λευχαιµίας-λεµφώµατος (HTLV-1), ο ιός της 

ανοσολογικής ανεπάρκειας (HIV-1) και ο ιός Friend της ερυθρολευχαιµίας [253-256]. Η 

φωτοαδρανο-ποίηση των ιών γίνεται µέσω αναστολής της προσκόλλησης και διείσδυσης 

του ιού στο κύτταρο, καθώς και βλαβών στις πρωτεΐνες της κάψας και τον πυρήνα [254]. 

Η MC540 έχει επίσης αντιµικροβιακή δράση έναντι Gram (+) και Gram (-) βακτηριδίων 

[257]. Έχει χρησιµοποιηθεί σε προκλινικές µελέτες για την αποστείρωση παραγώγων του 

αίµατος [194]. Τα αρχέγονα προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα, τα ερυθροκύτταρα, ο 

παράγων VIII και ο παράγων von Willebrand δεν καταστρέφονται [254], αλλά τα 

αιµοπετάλια είναι ευαίσθητα στη φωτοακτινοβόληση [194]. Επίσης, ερυθροκύτταρα 

µολυσµένα µε το πλασµώδιο της ελονοσίας καταστρέφονται µε MC540 φωτόλυση [258]. 

Η MC540, µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε σχετική ασφάλεια, καθώς δεν παρουσιάζει 

σηµαντική µεταλλαξιογόνο δράση [259] και συστηµατική τοξικότητα [194]. 
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          2.3 ΦΩΤΟΧΗΜΙΚΕΣ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΕΙΣ 

 

Οι µηχανισµοί φωτοοξείδωσης της MC540, περιλαµβάνουν κυρίως αντιδράσεις τύπου ΙΙ 

[260-262]. To µονήρες οξυγόνο ανιχνεύεται δύσκολα στα κυτταρικά συστήµατα, καθώς 

αντιδρά πολύ γρήγορα µε τα βιολογικά συστατικά. Οι Kalyanaraman και συν., 

χρησιµοποιώντας οξυµετρία σήµανσης spin, παρατήρησαν κατανάλωση οξυγόνου κατά 

τη MC540 φωτοακτινοβόληση σε ακόρεστα λιποσώµατα, όχι όµως και σε κορεσµένα 

[260]. Αυτή η παρατήρηση προτείνει την υπεροξείδωση των ακόρεστων λιπιδίων ως 

πιθανό παθογενετικό µηχανισµό κατά τη καταστροφή της µεµβράνης. Η αναστολή από 

αζίδιο και η ενίσχυση της κατανάλωσης οξυγόνου από οξείδιο του δευτερίου (D2O), 

σηµαίνει ότι το µονήρες οξυγόνο αποτελεί το κύριο µεσάζοντα στην υπεροξείδωση των 

λιπιδίων. Οι αντιδράσεις αυτές συµµετέχουν στην αδρανοποίηση µεµβρανικών ενζύµων, 

όπως η Na+-K+ ΑΤΡαση, Mg+2 –ΑΤΡαση, 5�-νουκλεοτιδάση σε λευχαιµικά κύτταρα 

[261]. Αντίθετα ενδοκυτταρικά ένζυµα, όπως η γαλακτική αφυδρογονάση (LDH) και η 

µαλεϊκή αφυδρογονάση δεν επηρεάζονται ακόµη και όταν η µεµβράνη έχει καταστραφεί. 

Συνεπώς η µεµβράνη αποτελεί κύριο στόχο της φωτοδυναµικής θεραπείας. Άλλοι 

συγγραφείς προτείνουν ότι η βλάβη από το µονήρες οξυγόνο µπορεί να µη περιορίζεται 

στη µεµβράνη, αλλά να δρα και σε κυτταροπλασµατικούς ή εξωκυτταρικούς στόχους 

[262]. 

Οι Davila και συν. [245] πρότειναν δύο εναλλακτικούς µηχανισµούς για τη δράση της 

φωτοακτινοβόλησης µε MC540: α) παραγωγή τοξινών από τη χρωστική που προκύπτουν 

από την επίδραση του µονήρους οξυγόνου στην MC540, β) παραγωγή θερµικής 

ενέργειας από την trans-cis φωτοϊσοµερίωση της χρωστικής γύρω από τον κεντρικό 

διπλό δεσµό [263]. Οι δοµικές αλλαγές, που συµβαίνουν κατά τη φωτοϊσοµερίωση, 

προκαλούν διάσπαση της µεµβράνης, επιτρέποντας τη διέλευση ιόντων και τη θανάτωση 

του κυττάρου. Η συµµετοχή της θερµικής ενέργειας όµως, φαίνεται να µην είναι τόσο 

σηµαντική. Η φωτοαδρανοποίηση των κυττάρων µε MC540 απαιτεί µια λανθάνουσα 

περίοδο, γεγονός που είναι συµβατό µε µηχανισµό πολλαπλών βλαβών. ∆ηλαδή, η 

διαδικασία θανάτωσης των κυττάρων, συµβαίνει µέσω διαφορετικών µηχανισµών και 

σταδίων. 
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Όπως αναφέρθηκε ήδη, δύο τύποι αντιδράσεων µπορούν να λάβουν χώρα κατά το 

φωτοδυναµικό φαινόµενο. Οι αντιδράσεις τύπου Ι και ΙΙ µπορεί να συµβούν ταυτόχρονα, 

και ο βαθµός στον οποίο συµβαίνουν, εξαρτάται από τον φωτοευαισθητοποιητή, το 

υπόστρωµα και τη συγκέντρωση οξυγόνου. Σε συνθήκες σχετικής υποξίας καθώς και  

παρουσία αναγωγικών ουσιών, όπως είναι οι θειόλες [255, 264] και το ασκορβικό οξύ 

[262] ευνοούνται οι αντιδράσεις τύπου Ι (µέσω ελεύθερων ριζών).  

Η δράση της MC540 φωτοαδρανοποίησης των κυττάρων φαίνεται να είναι ανεξάρτητη 

από τον κυτταρικό κύκλο και έτσι µπορεί να συµπληρώσει άλλες µεθόδους κάθαρσης, 

όπως φάρµακα, αντισώµατα και λεκτίνες. Εξάλλου οι λεκτίνες και τα αντισώµατα 

αντιδρούν µε πρωτεΐνες και υδατάνθρακες, ενώ η MC540 µε τη λιπιδική διπλοστιβάδα 

της µεµβράνης, επιτρέποντας το συνδυασµό των µεθόδων αυτών, εφόσον δρουν σε 

διαφορετικά επίπεδα [252]. 

Πρόσφατα έχει δειχθεί ότι η MC540 Φ∆Θ επάγει την απόπτωση σε λευχαιµικά και άλλα 

κακοήθη κύτταρα [265-267]. Καθώς όµως άλλες κυτταρικές σειρές δεν παρουσιάζουν 

ενδείξεις απόπτωσης, φαίνεται ότι ο αποπτωτικός µηχαµισµός δεν είναι ο αποκλειστικός 

µηχανισµός πρόκλησης βλάβης στην MC540 φωτοακτινοβόληση των κυττάρων. 

 

Ενίσχυση του φωτοδυναµικού φαινοµένου  

 

Γνωρίζοντας τη συµµετοχή των οξειδωτικών διαδικασιών στο φωτοδυναµικό φαινόµενο, 

πολλές προσπάθειες έχουν γίνει µε στόχο την ενίσχυση της κυτταροτοξικότητας της 

µεθόδου έναντι των λευχαιµικών κυττάρων. Είναι γνωστή η συµµετοχή του σιδήρου στις 

οξειδωτικές διαδικασίες. Ο σίδηρος είναι σηµαντικός για τον ενεργειακό µεταβολισµό 

και τη σύνθεση DNA σε όλα τα κύτταρα. Αποθηκεύεται στη φερριτίνη, µία πολυµερή 

πρωτεΐνη που µπορεί να δεσµεύσει έως 4500 ιόντα σιδήρου στη µορφή τρισθενούς 

σιδήρου. Η φερριτίνη έχει δύο σηµαντικές λειτουργίες: α) παρέχει σίδηρο για ζωτικές 

λειτουργίες και β) συνδέει Fe+3 και είναι χηλωτικός παράγοντας, καταστέλλοντας την 

παραγωγή βλαπτικών ελεύθερων ριζών που καταλύεται µέσω του σιδήρου. 

Χορήγηση εξωγενούς σιδήρου σε λευχαιµικά κύτταρα ενισχύει την ευαισθησία τους 

στην MC540 φωτοακτινοβόληση. Επίδραση όµως του σιδήρου για µεγαλύτερο χρονικό 

διάστηµα, καθιστά τα κύτταρα ανθεκτικά, πιθανώς µέσω επαγωγής της σύνθεσης της 
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φερριτίνης, η οποία δεσµεύει το σίδηρο [268]. Παρόµοια, έκθεση των κυττάρων για 

µικρό  χρονικό διάστηµα σε αιµίνη (σιδηρο-πρωτοπορφυρίνη ΙΧ), που αποτελεί πηγή 

σιδήρου, οδηγεί σε µείωση της αντίστασης ενώ µακρόχρονη έκθεση επάγει την 

αντίσταση των κυττάρων στη Φ∆Θ [269]. Η παρατήρηση αυτή είναι σηµαντική, διότι 

µπορεί να επηρεάσει την αποτελεσµατικότητα της µεθόδου κατά την ex vivo κάθαρση 

του µυελού από κακοήθη κύτταρα. Χρόνια λύση ερυθροκυττάρων στο µυελό, λόγω 

οξειδωτικού στρες, µπορεί να εφοδιάζουν τα υπολειπόµενα καρκινικά κύτταρα µε µία 

αποθήκη αιµίνης, που ρυθµίζει θετικά την παραγωγή φερριτίνης και τα καθιστά 

ανθεκτικά στη θεραπεία.  

Άλλες ουσίες που φαίνεται να ενισχύουν τη Φ∆Θ είναι τα σαλικυλικά [270, 271]. Το 

φαινόµενο αυτό εκ πρώτης όψεως είναι παράδοξο, καθώς τα σαλικυλικά ως 

αντιοξειδωτικές ουσίες, θα περίµενε κανείς να έχουν κυτταροπροστατευτική δράση. Ο 

µηχανισµός που δρούν δεν είναι ακριβώς γνωστός. Πιθανώς προκαλούν διαταραχές στη 

ροή ιόντων, αλλαγές στις φυσικές ιδιότητες της µεµβράνης, αύξηση της 

γλυκονεογένεσης, αποσύζευξη της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και διαταραχή της 

λειτουργίας των µιτοχονδρίων, µε συνέπεια κατανάλωση Ο2, ΑΤΡ και παραγωγή 

γαλακτικού [271]. Άλλος πιθανός µηχανισµός είναι η αποµάκρυνση της MC540 από τα 

µόρια αλβουµίνης του ορού, αυξάνοντας µε αυτό τον τρόπο τη συγκέντρωση του 

ελεύθερου φαρµάκου για σύνδεση τόσο µε τα καρκινικά όσο και µε τα φυσιολογικά 

αιµοποιητικά κύτταρα. Από αυτή την άποψη, δεν βελτιώνουν σηµαντικά το θεραπευτικό 

δείκτη της MC540, καθώς δεν έχουν εκλεκτική δράση [270]. Άλλοι ερευνητές 

προτείνουν ότι τα σαλικυλικά αυξάνουν τη συγγένεια των κυττάρων για τα µόρια της 

χρωστικής γιατί αυξάνουν το διαµεµβρανικό δυναµικό και συνεπώς τη συγγένεια των 

κυττάρων για αρνητικά φορτισµένα µόρια χρωστικής [271]. 

Όλα τα αερόβια κύτταρα, ακόµη και τα καρκινικά, διαθέτουν µηχανισµούς προστασίας 

έναντι των οξειδωτικών συστηµάτων [272]. Ο ρόλος της γλουταθειόνης στην ευαισθησία 

των καρκινικών κυττάρων στις ελεύθερες ρίζες έχει µελετηθεί [273]. Το γλουταθείο 

µεταπίπτει κυκλικά από την ανηγµένη µορφή GSH στην οξειδωµένη µορφή GSSG στην 

οποία τα δύο τριπεπτίδια συνδέονται µε δισουλφιδικό δεσµό. Το γλουταθείο παίζει ένα 

ρόλο κλειδί στην αποτοξίνωση από το υπεροξείδιο του υδρογόνου και τα οργανικά 

υπεροξείδια, που επίσης παράγονται στη φωτοδυναµική διαδικασία. 
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2 GSH + ROOH � GSSG + H2O + ROH 

 

H αντίδραση αυτή καταλύεται από την υπεροξειδάση του γλουταθείου, που φέρει 

συνδεδεµένο οµοιοπολικά ένα άτοµο σεληνίου [274]. Κύτταρα που στερούνται 

γλουταθειόνης ή σεληνίου είναι πιο ευαίσθητα στη Φ∆Θ, λόγω καταστροφής της Να+Κ+-

ΑΤΡασης [275, 276]. Έτσι, στέρηση των λευχαιµικών κυττάρων από σελήνιο µε επώαση 

σε κατάλληλο υλικό ή χρήση ανασταλτών σύνθεσης του γλουταθείου, όπως BSO (DL-

βουθειονίνη-S,R-σουλφοξιµίνη) µπορεί να βελτιώσει το θεραπευτικό αποτέλεσµα της 

Φ∆Θ. 

Τα ένζυµα που συµµετέχουν στους µηχανισµούς επιδιόρθωσης εξαρτώνται από τη 

θερµοκρασία. Επίδραση χαµηλής θερµοκρασίας µετά τη Φ∆Θ, ενισχύει τη φωτο-

αδρανοποίηση κυττάρων λευχαιµικών σειρών και των προγονικών κυττάρων CFU-GM 

[277, 278]. Όµως η δράση αυτή δεν είναι κοινή για όλες τις λευχαιµικές κυτταρικές 

σειρές. Έτσι, ενώ ενισχύεται η αδρανοποίηση των L1210, στα K562 η χαµηλή 

θερµοκρασία παραδόξως µειώνει τη σύνδεση της MC540 στα κύτταρα. 

 

 2.4 ΦΩΣ ΚΑΙ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ∆ΙΑΝΟΜΗΣ 

 

 Ένα σηµαντικό τµήµα στη Φ∆Θ είναι το φως κατάλληλου µήκους κύµατος που 

θα ενεργοποιήσει το φωτοευαισθητοποιητή. Η ροή φωτός µέσα στους ιστούς µειώνεται 

εκθετικά µε την απόσταση, καθώς απορροφάται από ενδογενή χρωµοφόρα, όπως η 

αιµοσφαιρίνη και σκεδάζεται µέσα στους ιστούς [204]. Έχει παρατηρηθεί ότι το µήκος 

κύµατος φωτός µε τη µεγαλύτερη διεισδυτικότητα βρίσκεται µεταξύ 600 και 900 nm 

[193]. Κατά µέσο όρο η διεισδυτικότητα είναι 1 έως 3 mm στα 630 nm, µήκος κύµατος 

που χρησιµοποιείται κατά τη Φ∆Θ µε φωτοφρίνη. 

 Το πρόβληµα αυτό δεν αφορά την ex vivo κάθαρση µυελού των οστών, αφού η 

Φ∆Θ γίνεται απευθείας στα κύτταρα και από το µόσχευµα έχουν αποµακρυνθεί τα 

ερυθροκύτταρα που περιέχουν αιµοσφαιρίνη. Έτσι η MC540 που έχει χρησιµοποιηθεί 

κυρίως για το σκοπό αυτό, έχει δύο κύµατα απορρόφησης, ένα µικρότερο στα 502 nm 
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και ένα µεγαλύτερο στα 532 nm και για την ενεργοποίησή της έχουν χρησιµοποιηθεί είτε 

λευκό φως είτε Argon Laser [193]. 

 Αρχικά χρησιµοποιήθηκε λευκό φως και απλές πηγές φωτός, όπως προβολέας 

διαφανειών και λυχνίες τόξων αερίου ξένου. Τα τελευταία χρόνια όµως άρχισε να 

διαδίδεται η χρήση του Laser χρωστικής αντλούµενου από Laser αργού [279]. Ο όρος 

Laser προκύπτει από τα αρχικά των λέξεων light amplification by stimulated emission of 

radiation. 

 Τα πλεονεκτήµατα της µονοχρωµατικής ακτινοβολίας είναι ότι µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί το κατάλληλο µήκος κύµατος ώστε να αποφευχθεί η µη ειδική ενέργεια 

που παράγεται από την ακτινοβολία ευρέως φάσµατος. Είναι γνωστό ότι η χρήση λευκού 

ή πράσινου φωτός υψηλής έντασης είναι µεταλλαξιογόνος [259]. Οι ιδιότητες του Laser 

έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως στη χειρουργική καθώς διαθέτουν δέσµη πολύ συνεκτική 

που µπορεί να κατευθυνθεί στα σηµεία που ενδιαφέρουν ή να εστιαστεί σε πολύ µικρή 

δέσµη µέσω φακών ή µικροσκοπίων. Επιπλέον µε τη χρήση εύκαµπτων οπτικών ινών, η 

δέσµη του Laser µπορεί να κατευθυνθεί ακόµη και σε σηµεία µακρυά από την επιφάνεια, 

όπως για παράδειγµα ο γαστρεντερικός σωλήνας [193, 228]. 

 Η επίδραση της µονοχρωµατικής ακτινοβολίας στους ιστούς περιλαµβάνει 

θερµικά φαινόµενα όπως πήξη (µετουσίωση πρωτεϊνών σε υψηλές θερµοκρασίες, 

περίπου 60� C) και ατµοποίηση (στους 100� C) και µη θερµικά φαινόµενα, δηλαδή 

φωτοχηµικά και φωτοµηχανικά φαινόµενα. 

Μερικά µειονεκτήµατα της χρήσης Laser είναι το υψηλό κόστος, το µεγάλο µέγεθος τους 

και οι δυσκολίες συντήρησης των συστηµάτων [193, 280]. 

Το Laser αργού (Argon pumped dye Laser) είναι το πιο συχνά χρησιµοποιούµενο Laser 

στην ιατρική. Έχει χρησιµοποιηθεί για τη διέγερση της αιµατοπορφυρίνης σε κύµα 

εκποµπής 630 nm. Το Argon Laser 514 nm χρησιµοποιείται για τη διέγερση ροδαµίνης 

123 (511 nm) και µεροκυανίνης 540 (532 nm) [193]. 

 

∆οσιµετρία φωτός 

 

Ως δοσιµετρία αναφέρεται ο υπολογισµός της βέλτιστης ποσότητας φωτός που 

µεταφέρεται στη πάσχουσα περιοχή [228]. Ο απαιτούµενος χρόνος έκθεσης για 
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καταστροφή του όγκου εξαρτάται από την ισχύ του Laser σε Watts, το ρυθµό δόσης που 

µετριέται σε Watts/cm2 και τη δόση φωτός σε Joule /cm2. Η σχέση εκφράζεται από την 

ακόλουθη εξίσωση: 

Χρόνος έκθεσης (Sec) =  
δόση φωτός ( J/cm 2) 

                           ρυθµός δόσης (W/cm 2) 

 

 
           2.5 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ Φ∆Θ ΣΤΟΥΣ ΣΥΜΠΑΓΕΙΣ ΟΓΚΟΥΣ 

 

Η χρήση των φωτευαισθητοποιητών στην ογκολογία έχει δύο βασικές εφαρµογές: τη 

φωτοδιαγνωστική απεικόνιση και τη φωτοδυναµική θεραπεία. 

 

2.5.1 Φωτοδιαγνωστική απεικόνιση [193] 

 

1α) Φασµατοσκοπία Laser 

Η ανάπτυξη στη σύγχρονη τεχνολογία Laser και τη σπεκτροσκοπία έχει κάνει δυνατή 

την αναγνώριση χηµικών και φυσικών ιδιοτήτων των ιστών. Η µονοχρωµατική 

ακτινοβολία χαµηλής ισχύος επάγει φθορισµό στους ιστούς, χωρίς να προκαλεί βλάβη 

(Laser induced fluorescence spectroscopy, LIF). ∆ιαφορές στο φάσµα φθορισµού µεταξύ 

των φυσιολογικών και καρκινικών ιστών έχουν χρησιµοποιηθεί στην ανίχνευση 

καρκίνου του πνεύµονος και του µαστού. 

 

 1β) Φθορισµός Laser χρωστικών (Laser dyes fluorescence) 

Χρωστικές όπως τα παράγωγα αιµατοπορφυρίνης και η ροδαµίνη 123 συνδέονται 

εκλεκτικά µε καρκινικά κύτταρα και φθορίζουν επιτρέποντας την ανίχνευσή τους. 

 

 1γ) Σηµασµένα µονοκλωνικά αντισώµατα 

Μονοκλωνικά αντισώµατα έναντι καρκινικών δεικτών, σηµασµένα µε χρωστική, 

διεγείρονται από µονοχρωµατική ακτινοβολία κατάλληλου µήκους κύµατος, 

επιτρέποντας την εντόπιση ακόµη και µικρού αριθµού καρκινικών κυττάρων σε 

αποµακρυσµένα σηµεία (µικροµεταστάσεις). 
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2.5.2 Φωτοδυναµική θεραπεία 

 

∆έρµα 

Κακοήθειες όπως το βασικοκυτταρικό καρκίνωµα του δέρµατος, το ακανθοκυτταρικό 

επιθηλίωµα, το κακόηθες µελάνωµα, το σάρκωµα Kaposi και η σπογγοειδής µυκητίαση 

έχουν αντιµετωπιστεί µε Φ∆Θ µε ενθαρρυντικά αποτελέσµατα [228]. Επίσης έχει 

εφαρµοστεί σε δερµατικές µεταστάσεις. Σε µερικές περιπτώσεις επιφανειακών βλαβών, ο 

φωτοευαισθητο-ποιητής µπορεί να εφαρµοστεί τοπικά [196]. 

 

Βροχγοπνευµονικοί όγκοι 

Ενδοσκοπική Φ∆Θ για τη θεραπεία βρογχικού καρκινώµατος εφαρµόστηκε για πρώτη 

φορά στην Ιαπωνία το 1980. Η Φ∆Θ έχει εφαρµοστεί µε επιτυχία στην παρηγορητική 

αντιµετώπιση προχωρηµένου καρκίνου που αποφράσει µεγάλους βρόγχους µε σχετική 

επιτυχία [196, 228, 281]. 

 

Γαστρεντερικό σύστηµα 

Φ∆Θ έχει εφαρµοστεί σε καρκίνο οισοφάγου και πρώιµο γαστρικό καρκίνωµα [196, 282, 

283] µε πολύ καλά αποτελέσµατα. Στη θεραπεία του καρκίνου του ορθού οι ενδείξεις 

είναι προς το παρόν περιορισµένες και τα αποτελέσµατα όχι και τόσο ενθαρρυντικά 

[196]. Πάντως σε µία προκλινική µελέτη, διαπιστώθηκε ότι τα παράγωγα 

αιµατοπορφυρίνης κατά τη Φ∆Θ µειώνουν την προσκολλητικότητα των καρκινικών 

κυττάρων, γεγονός πολύ σηµαντικό όσον αφορά την ικανότητά τους για µετάσταση 

[284]. 

 

Ουροποιητικό σύστηµα  

Στο πεδίο αυτό η Φ∆Θ έχει δώσει τα πιο θεαµατικά αποτελέσµατα. Έχει αναφερθεί για 

το µη διηθητικό καρκίνωµα in situ της ουροδόχου κύστης πλήρης ίαση σε ποσοστά 47-

83% [206]. 

 

Γυναικολογία 
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Έχει εφαρµοστεί σε ενδοεπιθηλιακό καρκίνωµα του τραχήλου και του κόλπου . Πλήρης 

ίαση έχει αναφερθεί σε ποσοστό 33-58% [196, 206]. 

 

Κεφαλή και τράχηλος 

Αρχικά εφαρµόστηκε για παρηγορητική θεραπεία σε περιπτώσεις που δεν απαντούσαν 

στη κλασσική θεραπεία. Λόγω της φτωχής διείσδυσης των ιστών µε την επιφανειακή 

ακτινοβόληση, εφαρµόστηκε εµφύτευση οπτικών ινών µέσα στον όγκο. Πολύ καλά 

αποτελέσµατα επιτεύχθηκαν στην αντιµετώπιση πρώιµου καρκίνου των βλεννογόνων και 

του λάρυγγος, ιδιαίτερα στην παπιλλωµάτωση του λάρυγγος [196, 228, 285]. 

 

 

Οφθαλµός  

Το κακόηθες µελάνωµα του χοριοειδούς και το ρετινοβλάστωµα έχουν απαντήσει καλά 

στη Φ∆Θ [196]. Μία άλλη εφαρµογή είναι ο έλεγχος της επιθηλιακής υπερπλασίας του 

φακού µετά από εγχείρηση καταρράκτη, ενώ τελευταία έχει χρησιµοποιηθεί στην 

αντιµετώπιση της εκφύλισης της ωχράς κηλίδος [286]. 

 

Εγκέφαλος 

Κλινικές µελέτες που αφορούν ασθενείς µε όγκους του εγκεφάλου, όπως 

γλοιοβλάστωµα, αστροκύτωµα και µεταστατικοί όγκοι, έχουν αναφερθεί είτε µε 

φωτοακτινοβόληση επιφανειακή είτε µε εµφύτευση οπτικών ινών στερεοτακτικά ή 

χειρουργικά. Ο φωτοευαισθητοποιητής µπορεί να χορηγηθεί τοπικά ή ενδοφλέβια [196, 

206]. 
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2.6 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ Φ∆Θ ΣΤΗΝ ΚΑΘΑΡΣΗ ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ 

 

2.6.1 Προκλινικά δεδοµένα 

 

Η MC540, είναι ο φωτοευαισθητοποιητής, που έχει µελετηθεί εκτενώς σε προκλινικά 

µοντέλα. Αρχικά χρησιµοποιήθηκαν λάµπες λευκού φωτός ως πηγή ακτινοβολίας. 

Παρατηρήθηκε εκσεσηµασµένη διαφορά ανάµεσα στην επιβίωση λευχαιµικών και 

κυττάρων λεµφώµατος από κυτταρικές σειρές και τα φυσιολογικά προγονικά 

αιµοποιητικά κύτταρα. Κυτταρικές σειρές λευχαιµικών και κυττάρων λεµφώµατος είναι 

εξαιρετικά ευαίσθητες στην MC540 φωτοακτινοβόληση και µειώνονται κατά 4-8 log 

[50, 287-291] ενώ τα φυσιολογικά προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα επιβιώνουν 

ικανοποιητικά. Στον ποντικό, παρατηρούνται διαφορετικές ευαισθησίες στις διάφορες 

τάξεις των προγονικών κυττάρων που σχετίζονται µε το αναπτυξιακό τους στάδιο [292]. 

Έτσι τα όψιµα προγονικά κύτταρα της ερυθράς σειράς (CFU-E) είναι τα πιο ευαίσθητα 

κύτταρα και ακολουθούν τα πρώιµα BFU-E, τα προγονικά κύτταρα των 

µεγακαρυοκυττάρων (CFU-Meg), τα κύτταρα που σχηµατίζουν αποικίες στο σπλήνα 

ποντικού την 7η ηµέρα  (7-day-CFU-S), τα προγονικά κύτταρα της κοκκιο-

κυτταρικής/µακροφαγικής σειράς (CFU-GM) και τα κύτταρα που σχηµατίζουν αποικίες 

στο σπλήνα ποντικού την 11η ηµέρα (11-day-CFU-S). Αυτές οι διαφορετικές 

ευαισθησίες στη Φ∆Θ, µπορεί να αντανακλούν διαφορετική συγγένεια ή ικανότητα 

σύνδεσης µε τη χρωστική ή ακόµη και διαφορές στην ενδογενή ευαισθησία στη δράση 

των τοξικών παραγώγων του οξυγόνου.  

Πειράµατα σε ποντίκια στα οποία είχε χορηγηθεί θανατηφόρος δόση ακτινοβολίας, και 

έγινε διάσωση µε µυελό, ο οποίος περιείχε λευχαιµικά κύτταρα σε ποσοστό 1 έως 10%, 

έδειξαν ότι αν στο µυελό είχε προηγηθεί κάθαρση µε MC540 φωτοακτινοβόληση, τα 

ποντίκια επιβίωναν και παρέµεναν ελεύθερα νόσου. Αντίθετα τα πειραµατόζωα στα 

οποία χορηγήθηκε µυελός χωρίς κάθαρση κατέληξαν από την πάθηση [252]. 

Τα κύτταρα των συµπαγών όγκων είναι λιγότερο ευαίσθητα στη Φ∆Θ µε MC540. 

Εξαίρεση αποτελούν τα κύτταρα του νευροβλαστώµατος καθώς παρουσιάζουν κοινές 

ιδιότητες στη µεµβράνη τους µε τα νευρωνικά κύτταρα. Όπως είναι γνωστό, η MC540 

συνδέεται µε τα ηλεκτρικά διεγειρόµενα κύτταρα, όπως τα νευρωνικά κύτταρα [205]. 
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Μελέτες σε κύτταρα νευροβλαστώµατος ποντικού [293] και ανθρώπου [294, 295] 

έδειξαν µεγαλύτερη ευαισθησία, συγκριτικά µε τα φυσιολογικά προγονικά αιµοποιητικά 

κύτταρα. Μεταµόσχευση ακτινοβοληµένων ποντικών µε µίγµατα φυσιολογικών 

κυττάρων µυελού και νευροβλαστώµατος αφού είχαν υποβληθεί σε συνδυασµό MC540 

και ακτινοβόληση µε λευκό φως, οδήγησε σε επιβίωση των πειραµατοζώων, ελεύθερων 

νόσου [293]. Σε µία συγκριτική µελέτη, η αποτελεσµατικότητα της κάθαρσης του 

µυελού µε MC540 και λευκό φως είναι ανάλογη µε τη χρήση µαφοσφαµίδης [289]. 

Αξίζει να σηµειωθεί, ότι η Φ∆Θ φαίνεται να πλεονεκτεί έναντι των καρκινικών 

κυττάρων που εκφράζουν πολυφαρµακευτική αντοχή (γονίδιο MDR) [197, 198]. 

Πρόσφατα µελετήθηκε η επίδραση της Φ∆Θ στην ικανότητα των κυττάρων του µυελού 

να εγκαταστήσουν και να διατηρήσουν καλλιέργειες µακράς διαρκείας (τύπου Dexter) 

[296]. Παρατηρήθηκε εξαφάνιση των λιποκυττάρων από το στρώµα καθώς και µείωση 

των κυττάρων που σχηµατίζουν αποικίες ινοβλαστών (CFU-F) κατά 2 log σε αντίθεση µε 

τα CFU-GM και BFU-E που είναι λιγότερο ευαίσθητα. ∆εν είναι γνωστό αν αυτή η 

µείωση οφείλεται σε βλάβη των αρχέγονων κυττάρων (stem cell) ή των κυττάρων του 

στρώµατος. 

Σε µία άλλη προκλινική µελέτη µελετήθηκε η επίδραση της Φ∆Θ στη δραστηριότητα 

των Τ και Β-λεµφοκυττάρων καθώς αυτά τα κύτταρα είναι σηµαντικά στην αιµοποιητική 

και λεµφοποιητική αποκατάσταση κατά τη µεταµόσχευση του µυελού. Παρατηρήθηκε 

σχετική αναστολή των Τ και Β λεµφοκυττάρων, γεγονός που µπορεί να επηρεάσει την 

ανοσολογική αποκατάσταση κατά την αυτόλογη µεταµόσχευση µυελού των οστών [297].  

Στα τέλη της δεκαετίας του ’80 ξεκίνησε η χρήση της µονοχρωµατικής ακτινοβολίας 

(Laser) µε σκοπό να εξαλειφθεί η µη ειδική θερµική βλάβη που προκαλείται στα 

φυσιολογικά προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα από το λευκό φως. Έχει βρεθεί ότι η 

έκθεση των κυττάρων σε λευκό φως χωρίς φωτοευαισθητοποιητή αναστέλλει τα 

προγονικά κύτταρα της ερυθράς σειράς [292] και τα κύτταρα νευροβλαστώµατος κατά 

25-65% [294]. Ο µηχανισµός αυτού του φωτοτοξικού φαινοµένου είναι ανεξάρτητος από 

τη χρωστική και µπορεί να οφείλεται σε µικρές ποσότητες υπεριώδους ακτινοβολίας που 

εκπέµπεται από τις πηγές λευκού φωτός. Είναι γνωστό ότι το φως µπορεί να προκαλέσει 

φωτοτοξικά προϊόντα σε υλικά καλλιέργειας ιστών και να προκαλέσει γρήγορα µη 

αναστρέψιµη βλάβη. 
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Οι Gulliya και συν. [298], πρώτοι χρησιµοποίησαν Argon Laser 514 nm σε συνδυασµό 

µε MC540 και αναφέρουν 99.9999% θανάτωση λευχαιµικών κυττάρων HL-60, ενώ τα 

φυσιολογικά κύτταρα µυελού επιβιώνουν σε ποσοστό 55%. Παρουσία ανθρώπινης 

λευκωµατίνης επιτεύχθηκε καλύτερη επιβίωση των φυσιολογικών προγονικών 

αιµοποιητικών κυττάρων, αλλά παράλληλα απαιτήθηκε µεγαλύτερη δόση ακτινοβολίας 

για να θανατωθούν τα λευχαιµικά κύτταρα [299]. Οι Λυδάκη και συν. µελέτησαν 

κύτταρα µυελού από παιδιά µε οξεία λευχαιµία στην αρχική διάγνωση, οξεία λευχαιµία 

σε ύφεση, νευροβλάστωµα και φυσιολογικά παιδιά και διαπίστωσαν και αυτοί την 

προστατευτική δράση της λευκωµατίνης τόσο στα φυσιολογικά όσο και στα 

νεοπλασµατικά κύτταρα [300,301].  

Οι Gulliya και συν. επίσης µελέτησαν τη δράση της ιντερφερόνης σε λευχαιµικά κύτταρα 

και κύτταρα λεµφώµατος που υποβλήθηκαν σε Φ∆Θ µε MC540 και Laser [302]. Η 

ιντερφερόνη σε µικρές δόσεις βελτίωσε την επιβίωση τόσο των λευχαιµικών όσο και των 

φυσιολογικών κυττάρων του µυελού, ενώ σε µεγαλύτερες δόσεις δεν την επηρεάζει. 

Επίσης δεν επηρεάζει την επιβίωση των κυττάρων λεµφώµατος. Μία πιθανή εξήγηση για 

τη δράση αυτή, είναι ότι αλλάζει τη συγκέντρωση των γλυκοπρωτεϊνών και τη 

ρευστότητα της κυτταρικής µεµβράνης. 

Όπως αναφέρθηκε προηγούµενως, η Φ∆Θ µε λευκό φως επηρεάζει την ανοσολογική 

κατάσταση του µοσχεύµατος. Η δράση αυτή είναι πολύ σηµαντική γιατί η µεταµόσχευση 

µυελού γίνεται σε ασθενείς που είναι ανοσοκατεσταλµένοι λόγω της προηγηθείσας 

χηµειοθεραπείας και ακτινοθεραπείας. Σε µία µελέτη της δράσης του Argon Laser 514 

nm, χωρίς τη παρουσία φωτοευαισθητοποιητή, στην αναστολή µετανάστευσης 

µακροφάγων (macrophage migration inhibition assay) και στην απάντηση στον 

παράγοντα αναστολής µετανάστευσης µακροφάγων (macrophage inhibition factor, MIF) 

σε κύτταρα µυελού, φαίνεται ότι δεν επηρεάζονται σηµαντικά [303]. Η δοκιµασία 

αναστολής µετανάστευσης των µακροφάγων χρησιµοποιήθηκε ως τεστ κυτταρικής 

ανοσίας και ο MIF πιστεύεται ότι κατευθύνει τα µακροφάγα στο σηµείο φλεγµονής in 

vivo. Από αυτή την άποψη η χρήση του Laser πιθανώς υπερτερεί του λευκού φωτός. 

Μία παραλλαγή της µεθόδου, περιλαµβάνει τη χορήγηση προενεργοποιηµένης MC540 

σε καρκινικά κύτταρα, δηλαδή αφού πρώτα ακτινοβοληθεί [256, 304-306]. 

Παρατηρήθηκε αναστολή των καρκινικών κυττάρων από διάφορες κυτταρικές σειρές 
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κατά 70-90%, µε 85% επιβίωση των φυσιολογικών µονοπυρήνων κυττάρων του µυελού 

και 41% επιβίωση των προγονικών CFU-GM. Αυξάνοντας τη συγκέντρωση της 

χρωστικής µπορεί να επιτευχθεί έως 99.9% θανάτωση των HL-60 λευχαιµικών 

κυττάρων. Η προενεργοποιηµένη MC540 είναι σταθερή και διατηρεί την κυτταροτοξική 

της δραστηριότητα, για τουλάχιστον 30 ηµέρες, όταν αποθηκεύεται στους –135�C. 

Ένα πλεονέκτηµα, της προενεργοποιηµένης MC540, είναι η δυνατότητα για 

συστηµατική χορήγηση και επαναληπτικές δόσεις. Ο µηχανισµός δράσης είναι 

οξυγονοεξαρτώµενος και µεσολαβείται µέσω σχηµατισµού δραστικών ριζών οξυγόνου, 

αν και δεν πρέπει να αποτελούν αποκλειστικούς µεσολαβητές, καθώς το µονήρες 

οξυγόνο έχει πολύ µικρό χρόνο ζωής (της τάξης των 10-9-10-6 sec). Τα κύτταρα που 

επωάζονται µε την προενεργοποιηµένη MC540, παρουσιάζουν στοιχεία, ενδεικτικά 

απόπτωσης [307, 308]. Η µέθοδος αυτή έχει µελετηθεί και µε άλλους 

φωτοευαισθητοποιητές µε παρόµοια αποτελέσµατα. 

 

2.6.2 Κλινικά δεδοµένα: 

 

Η MC540 άρχισε να χρησιµοποιείται ως παράγοντας κάθαρσης του µυελού σε κλινικές 

µελέτες φάσης Ι το 1986. 21 ασθενείς µε οξεία λεµφοκυτταρική και µη-λεµφοκυτταρική 

λευχαιµία, νόσο Hodgkin και λέµφωµα µη-Hodgkin συµµετείχαν αρχικά στη µελέτη. 

Από αυτούς οι εννέα πέθαναν πρώιµα από υποτροπή ή βαρειά λοίµωξη, ηπατική 

φλεβοαποφρακτική νόσο ή οξεία καρδιακή ανεπάρκεια. Οι περισσότεροι από τους 

ασθενείς παρουσίασαν καθυστέρηση εγκατάστασης του µοσχεύµατος (απόλυτος αριθµός 

πολυµορφοπυρήνων > 500/µl την 23η εως 67η ηµέρα). Τρεις από τους ασθενείς έλαβαν 

και δεύτερη έγχυση µε µη καθαρµένο µυελό. ∆εν παρατηρήθηκε καµία ανεπιθύµητη 

ενέργεια από τη χορήγηση του καθαρµένου µυελού. Η καθυστέρηση στην εγκατάσταση 

του µοσχεύµατος πιθανώς να µην οφείλεται σε τοξικότητα της Φ∆Θ, αλλά σε κακή 

ποιότητα του µοσχεύµατος από τη προηγηθείσα χηµειοθεραπεία [194, 309]. 
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3. ΚΥΤΤΑΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑ 

 

Η αντικαρκινική χηµειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία έχουν εξελιχθεί τα τελευταία 

χρόνια και η επιβίωση των ασθενών έχει βελτιωθεί σηµαντικά. Παρόλα αυτά, η θεραπεία 

του καρκίνου συχνά υπόκειται σε σηµαντικούς περιορισµούς καθώς επιτίθεται τόσο στα 

νεοπλασµατικά όσο και στα φυσιολογικά κύτταρα. Έτσι η εµφάνιση απειλητικών για τη 

ζωή των ασθενών αντιδράσεων, όπως η πανκυτταροπενία και η τοξικότητα στα 

φυσιολογικά όργανα, δεν επιτρέπουν τη χορήγηση πλήρων δόσεων χηµειοθεραπείας, 

γεγονός που είναι πιθανόν να οδηγήσει σε µείωση της αποτελεσµατικότητας της 

θεραπείας ή σε υποτροπή της νεοπλασµατικής νόσου [310]. Έχει επίσης αναγνωριστεί η 

σηµασία των δευτεροπαθών κακοηθειών από τα αντικαρκινικά θεραπευτικά σχήµατα 

[311].  

Η χορήγηση υψηλής δόσης χηµειοθεραπείας και η διάσωση µε αυτόλογη µεταµόσχευση 

µυελού ή περιφερικών αρχέγονων προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων έχουν βελτιώσει 

την επιβίωση από πολλά κακοήθη νοσήµατα [1-4, 312-315]. Η κάθαρση του µυελού από 

τα υπολειπόµενα νεοπλασµατικά κύτταρα, αν και έχει αµφισβητηθεί, φαίνεται πως σε 

πολλές περιπτώσεις µειώνει το κίνδυνο των υποτροπών. Ταυτόχρονα όµως, καθυστερεί 

την εγκατάσταση του µυελικού µοσχεύµατος και την αιµοποιητική αποκατάσταση και 

είναι υπεύθυνη για αυξηµένο κίνδυνο λοιµώξεων, αιµορραγικών επιπλοκών, 

παρατεταµένο χρόνο νοσηλείας, αυξηµένες απαιτήσεις σε µεταγγίσεις παραγώγων 

αίµατος και αιµοπεταλίων και αυξηµένο κόστος [316]. 

Η ανάγκη για αντιµετώπιση αυτών των σοβαρών προβληµάτων, έχουν στρέψει την 

έρευνα προς την ανεύρεση ουσιών µε κυτταροπροστατευτική δράση. Οι κυτταροπροστα-

τευτικές ουσίες, έχουν την ιδιότητα ότι προστατεύουν εκλεκτικά τους φυσιολογικούς 

ιστούς και κύτταρα από τις βλαπτικές επιδράσεις της χηµειοθεραπείας και 

ακτινοθεραπείας, χωρίς να επηρεάζουν την αντικαρκινική τους δράση. Με τον τρόπο 

αυτό βελτιώνουν την ανοχή των ασθενών στη θεραπεία και προσφέρουν βελτίωση της 

ποιότητας ζωής, επιτρέπουν εντατικοποίηση του δοσολογικού σχήµατος, βελτίωση της 

απάντησης στη θεραπεία και µείωση του κόστους και των υποστηρικτικών µέτρων για 

την αντιµετώπιση των επιπλοκών της θεραπείας [310]. 
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Ένας ιδανικός κυτταροπροστατευτικός παράγοντας πρέπει να διαθέτει τις ακόλουθες 

ιδιότητες [317]: 

1) Εκλεκτικότητα: Προστασία των φυσιολογικών κυττάρων, όχι όµως και των    

καρκινικών, από τη τοξικότητα της θεραπείας. 

2) Ευρύ φάσµα: Προστασία πολλών διαφορετικών ιστών από τη τοξικότητα. Προστασία 

έναντι πολλών κυτταροτοξικών παραγόντων. 

3) Μη-τοξικότητα.   

 

3.1 Ιστορική αναδροµή 

 

Η πρώτη αναφορά έγινε από τον Patt και συν. το 1949 που έδειξαν ότι χορήγηση του 

σουλφυδρυλικού αµινοξέος κυστεΐνη σε ποντίκια, τα προστατεύει από θανατηφόρο δόση 

ακτινοβολίας [318]. Το 1959, ξεκίνησε µία ερευνητική µελέτη στο Ινστιτούτο 

Στρατιωτικής Έρευνας Walter Reed των ΗΠΑ για την ανακάλυψη παραγόντων που θα 

προστάτευαν τους στρατιώτες από την έκθεσή τους στην ακτινοβολία, σε ενδεχόµενη 

πυρηνική σύρραξη. Από περίπου 4400 δυνητικά προστατευτικές χηµικές ουσίες που 

ελέγχθηκαν, επιλέχτηκε η Αµιφοστίνη, ως η πιο αποτελεσµατική και λιγότερο τοξική. 

Στη δεκαετία του ’80, αναγνωρίστηκε η σηµασία της στη χηµειοθεραπεία του καρκίνου 

και άρχισαν οι πρώτες κλινικές µελέτες, για να εγκριθεί τελικά από τον Αµερικανικό 

Οργανισµό Φαρµάκων το 1996. 

 

3.2 Κυτταροπροστατευτικές ουσίες 

 

Μερικές από τις ουσίες που έχουν µελετηθεί και εφαρµοστεί για την προστασία από τη 

τοξικότητα της αντικαρκινικής χηµειοθεραπείας και ακτινοθεραπείας, εκτός από την 

Αµιφοστίνη, είναι οι ακόλουθες: 

� L-κυστεΐνη 

� Ν-ακετυλ- L-κυστεΐνη 

� D-πενικιλλαµίνη 

� Γλουταθειόνη 

� Θειορεδοξίνη 
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� Θειοθειϊκό νάτριο (sodium thiosulphate, STS) 

� ∆ινατριουχο-διαιθυλ-διθειο-καρβαµικό (Disodium diethyl-dithio-carbamate, DDTC) 

� mesna (2-mercapto-ethane sulphonate sodium) 

� BNP-7787 (dimesna) 

� L-µεθειονίνη 

�α-λιποϊκό οξύ 

� 2-µερκαπτοαιθανόλη 

� Βιταλεθίνη 

� Κυστεαµίνη 

� Μεταλλοθειονίνες 

� Org 2766 

� ∆εξραζοξάνη (ICRF-187) 

� Βιταµίνη Ε 

Στη συνέχεια θα αναφερθούν συνοπτικά η κλινική σηµασία και η χρήση µερικών από τις 

πιο σηµαντικές ουσίες. 

 

3.2.1 DDTC 

Είναι µεταβολίτης της δισουλφιράµης και έχει χρησιµοποιηθεί ως αντίδοτο σε 

δηλητηρίαση µε νικέλιο και κάδµιο. Επίσης έχει χρησιµοποιηθεί για την προστασία από 

τη νεφροτοξικότητα και µυελοτοξικότητα των πλατινών. Είναι χηλωτικός παράγοντας 

και αποµακρύνει τις πλατίνες από τους ιστούς παρουσιάζει όµως σηµαντική τοξικότητα 

[319-322]. Πειράµατα σε καλλιέργειες µακράς διάρκειας µυελικών κυττάρων ποντικού 

in vitro, έχουν δείξει ότι επάγει τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων του στρώµατος 

µέσω ενός παράγοντα µε αυξητική αιµοποιητική δράση [323]. 

 

3.2.2 Sodium Thiosulphate (STS) 

Είναι µία θειόλη που έχει χρησιµοποιηθεί ως αντίδοτο σε δηλητηρίαση µε κυανίδια. Στις 

πρώτες κλινικές µελέτες διαπιστώθηκε ότι πιθανώς προστατεύει από τη νεφροτοξικότητα 

των πλατινών. Όµως δρα ως ανταγωνιστικός ανταγωνιστής και µειώνει την 

αντικαρκινική τους δράση. Επίσης νεώτερες κλινικές µελέτες απέτυχαν να αποδείξουν 
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προστασία έναντι της νεφροτοξικότητας, νευροτοξικότητας, ωτοτοξικότητας και 

µυελοτοξικότητας των πλατινών [319, 322]. 

3.2.3 Γλουταθειόνη 

Η γλουταθειόνη είναι η πιο σηµαντική ενδοκυτταρική θειόλη και ο ρόλος της στη 

θεραπεία του καρκίνου και την κυτταροπροστασία είναι πολλαπλός. Προστατεύει τα 

φυσιολογικά κύτταρα από τη τοξικότητα πολλών κυτταροτοξικών φαρµάκων, όπως οι 

πλατίνες, τα ανάλογα κυκλοφωσφαµίδης και οι ανθρακυκλίνες, αλλά παρατηρείται και 

σε ανθεκτικά νεοπλασµατικά κύτταρα. Έτσι νεοπλασµατικά κύτταρα πλούσια σε 

γλουταθειόνη, είναι ανθεκτικά σε διάφορα αντινεοπλασµατικά φάρµακα καθώς και στη 

κυτταρόλυση από κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος. Επίσης προστατεύει τα 

φυσιολογικά κύτταρα απο την καταστροφική επίδραση της ακτινοβολίας, µέσω 

αδρανοποίησης δραστικών ριζών οξυγόνου και µηχανισµούς κυτταρικής επιδιόρθωσης. 

Παραδόξως, µεσολαβεί στην παραγωγή τοξικών µεταβολιτών από την αζαθειοπρίνη και 

την βλεοµυκίνη και ενισχύει την κυτταρική πρόσληψη της µεθοτρεξάτης [321, 324, 325]. 

 

 3.2.4 Mesna  

Είναι µία θειόλη που έχει χρησιµοποιηθεί για την προστασία από αιµορραγική κυστίτιδα 

από την κυκλοφωσφαµίδη και τα ανάλογά της. Όµως διαθέτει σηµαντική τοξικότητα, 

κυρίως νευροτοξικότητα και αντιδράσεις υπερευαισθησίας [321,326].  

 

3.2.5 Θειορεδοξίνη 

Είναι µία ενδοκυτταρική θειόλη που προστατεύει τα φυσιολογικά κύτταρα από το 

οξειδωτικό στρες που προκαλούν κυτταροτοξικά φάρµακα, όπως οι πλατίνες και οι 

αλκυλιούντες παράγοντες [325, 327]. 

 

3.2.6 Org 2766 

Είναι ανάλογο της ACTH µε νευροτροφικές δράσεις. Προστατεύει από τη 

νευροτοξικότητα των πλατινών. Φαίνεται ότι διεγείρει το σχηµατισµό νευρικών ινών σε 

σηµεία βλάβης  [320, 322]. 

 

3.2.7 ∆εξραζοξάνη (ICRF-187) 
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Είναι χηλωτικός παράγοντας του ενδοκυτταρικού σιδήρου. Έχει χρησιµοποιηθεί για την 

προστασία από την καρδιοτοξικότητα από ανθρακυκλίνες [328]. 

 3.3 ΑΜΙΦΟΣΤΙΝΗ 

 

Η Αµιφοστίνη (WR-2721, εµπορική ονοµασία Ethyol) είναι µια οργανική 

θειοφωσφορική ένωση, που αποφωσφορυλιώνεται στο δραστικό µεταβολίτη της WR-

1065. Το χηµικό όνοµά της είναι αιθανεθιόλη (S-2-[3-αµινοπροπυλ-αµινο] αιθυλ-

φωσφοροθειοϊκό οξύ) και έχει µοριακό βάρος 214.2. Ο χηµικός του τύπος απεικονίζεται 

στο σχήµα 1. 

 
Σχήµα 1. Χηµικός τύπος της Αµιφοστίνης και του δραστικού µεταβολίτη. 

 

NH2(CH2)3-NH-CH2-CH2-S-PO3H2 
WR-2721 

 

NH2(CH2)3-NH-CH2-CH2-SH 
WR-1065 

 

3.3.1 Φαρµακοκινητική και φαρµακοδυναµική 

 

H Αµιφοστίνη είναι προφάρµακο που µετατρέπεται στον ενεργό µεταβολίτη WR-1065 

από το ένζυµο αλκαλική φωσφατάση, το οποίο βρίσκεται φυσιολογικά στα τριχοειδή και 

τα αρτηριόλια, αλλά και σε άλλα φυσιολογικά κύτταρα. Η δράση του εξαρτάται κυρίως 

από το pH του µικροπεριβάλλοντος. Οι όγκοι συνήθως έχουν αναερόβιο µεταβολισµό 

και ανεπαρκή αγγείωση. Έτσι περιέχουν µικρές ποσότητες αλκαλικής φωσφατάσης που 

αδρανοποιείται από το χαµηλό pH [329, 330]. Επιπρόσθετα, το WR-1065 µεταφέρεται 

µέσα στα φυσιολογικά κύτταρα µε διευκολυνόµενη διάχυση ενώ στα καρκινικά µε 

παθητική διάχυση και βραδύτερο ρυθµό [331, 332]. Το WR-1065 συµµετέχει σε 

αντιδράσεις οξειδοαναγωγής και µεταβολίζεται περαιτέρω στο συµµετρικό δισουλφίδιο 

WR-33278, κυστεαµίνη, µικτά δισουλφίδια που περιέχουν L-κυστεΐνη, L-µεθειονίνη και 

πρωτεΐνες που περιέχουν θειόλες [310]. 
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Μετά την ενδοφλέβια χορήγηση, η Αµιφοστίνη αποµακρύνεται γρήγορα από το πλάσµα, 

µε διφασική αποδόµηση, µε χρόνο ηµιζωής α (t ½α) λιγότερο από 1 λεπτό και χρόνο 

ηµιζωής β 8.8 λεπτά (t 1/2β). Περισσότερο από 90% του φαρµάκου αποµακρύνεται από 

το πλάσµα εντός 6 λεπτών. Ο γρήγορος ρυθµός κάθαρσης από το πλάσµα οφείλεται στην 

περιφερική ενεργοποίηση και πρόσληψη του WR-1065 από τους ιστούς. Τα φαρµακο-

κινητικά δεδοµένα προτείνουν ότι η Αµιφοστίνη πρέπει να χορηγείται λίγο πριν την 

εφαρµογή της χηµειοθεραπείας ή ακτινοθεραπείας [333]. 

 

3.3.2 Μηχανισµοί κυτταροπροστασίας 

 

Ο κύριος µεταβολίτης που ασκεί κυτταροπροστατευτική δράση είναι το WR-1065. ∆ρα 

ως ισχυρός συλλέκτης των ελεύθερων ριζών οξυγόνου και αδρανοποιεί δραστικές ρίζες, 

π.χ. υδροξυλικές ρίζες, ως δότης υδρογόνου, προστατεύοντας το DNA και 

συµµετέχοντας σε µηχανισµούς επιδιόρθωσης [330, 334, 335]. Επίσης προλαµβάνει ή 

και αναστρέφει το σχηµατισµό συµπλόκων, µεταξύ DNA και πλατινών [336]. Ως 

πυρηνόφιλο, συνδέεται µε τα θετικά φορτισµένα ιόντα των αλκυλιούντων παραγόντων 

και τους αδρανοποιεί [330]. Έχει βρεθεί ότι επηρεάζει το µεταβολισµό του οξυγόνου στα 

κύτταρα και πιθανώς τη διαθεσιµότητά του στους ιστούς, προκαλώντας τοπική υποξία, 

γεγονός που µπορεί να ερµηνεύσει την προστασία από οξυγονοεξαρτώµενες 

κυτταροτοξικές διαδικασίες, όπως η ακτινοθεραπεία και η φωτοδυναµική θεραπεία [334, 

335, 337-339]. 

Το συµµετρικό δισουλφίδιο WR-33278 παρουσιάζει δοµική οµοιότητα µε την 

πολυαµίνη, σπερµίνη [340]. Οι πολυαµίνες είναι πολυκατιονικά µόρια που βρίσκονται σε 

όλα τα κύτταρα και συµµετέχουν σε ενδοκυτταρικές διαδικασίες που επηρεάζουν τη 

σταθεροποίηση της χρωµατίνης, τη σύνθεση DNA, τη δραστηριότητα κινασών, την 

έκφραση γονιδίων και τη διαµόρφωση των πρωτεϊνών [341]. Το WR-33278 

ανταγωνίζεται για τις ίδιες θέσεις σύνδεσης µε τις πολυαµίνες στο DNA και αναστέλλει 

τη σύνθεσή του επιτρέποντας στο κύτταρο να επιδιορθώσει τα κατεστραµένα από την 

χηµειοθεραπεία ή ακτινοθεραπεία τµήµατα DNA. Η πολυαµίνη σπερµίνη, ενισχύει τη 

χαλάρωση του DNA και τη σύνδεση των τοποϊσοµερασών, που αναστέλλουν τη σύνθεση 

του DNA και συµµετέχουν σε µηχανισµούς επιδιόρθωσης. Η τοποϊσοµεράση Ι  έχει 
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διορθωτικό ρόλο ενώ η τοποϊσοµεράση ΙΙ συµµετέχει µάλλον στη σύνθεση του DNA 

[342]. Έχει βρεθεί ότι το WR-1065 ενισχύει τη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι [343] ενώ 

αναστέλλει τη τοποϊσοµεράση ΙΙα και συνεπώς τη σύνθεση του DNA [344, 345]. Έτσι η 

Αµιφοστίνη διαθέτει  αντικαρκινογόνο [346] και αντιµεταλλα-ξιογόνο δράση [347].  

Προστατεύει το γονίδιο της φωσφοριβοσυλ-τρανσφεράσης υποξανθίνης-γουανίνης 

(hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase, HPRT locus) [348, 349] και επίσης 

έχει αναφερθεί ότι καταστέλλει το ογκογονίδιο c-myc [350]. 

Μία άλλη σηµαντική ιδιότητα της Αµιφοστίνης είναι ότι αναστέλλει την απόπτωση των 

κυττάρων, δηλαδή τον προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο. Η απόπτωση 

χαρακτηρίζεται από µερικές µορφολογικές και βιοχηµικές αλλαγές στο κύτταρο, όπως 

σχηµατισµός φυσαλλίδων στην κυτταρική και πυρηνική µεµβράνη, διαταραχή της 

µεµβρανικής διαβατότητας, συµπύκνωση χρωµατίνης, διάσπαση DNA και διαταραχή της 

σύνθεσης ΑΤΡ. Ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο δρα η Αµιφοστίνη δεν είναι 

γνωστός. Πιθανώς δρα, µέσω σύνδεσης µε το DNA και µεταβολής της δοµής της 

χρωµατίνης (δράσεις τύπου πολυαµίνης) [351, 352]. Φαίνεται επίσης ότι αναστέλλει 

ένζυµα υπεύθυνα για την αποδόµηση του DNA, όπως οι ενδονουκλεάσες. Τέλος µπορεί 

να δρα άµεσα ή έµµεσα, αναστέλλοντας την υπεροξείδωση των λιπιδίων, µέσω ρύθµισης 

µεταφοράς κατιόντων όπως το ασβέστιο. Η υπεροξείδωση των λιπιδίων οδηγεί σε 

αυξηµένη εισροή ασβεστίου µέσα στο κύτταρο, επηρεάζοντας τη διαβατότητα της 

µεµβράνης [352]. Αξίζει να σηµειωθεί, ότι η φωτοδυναµική θεραπεία µε MC540 επάγει 

την απόπτωση των κυττάρων [267]. 

 

3.3.3 Προκλινικές µελέτες 

 

Ραδιοαυτογραφικές µελέτες in vivo σε ποντίκια έχουν δείξει ότι η Αµιφοστίνη 

προσλαµβάνεται εκλεκτικά από φυσιολογικούς ιστούς, όπως νεφροί, πνεύµονες, ήπαρ, 

καρδιά και σπλήνα. Η συγκέντρωση στους φυσιολογικούς ιστούς είναι 50 έως 100 φορές 

µεγαλύτερη από τους καρκινικούς ιστούς [310]. 

Η Αµιφοστίνη προστατεύει ένα ευρύ φάσµα φυσιολογικών ιστών όπως φαίνεται στον 

Πίνακα 1. Μόνο ο εγκέφαλος και ο νωτιαίος µυελός δεν προστατεύονται καθώς η 

Αµιφοστίνη δεν περνά τον αιµατοεγκεφαλικό φραγµό [354]. Έχει βρεθεί ότι η 
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Αµιφοστίνη προστατεύει τα αρχέγονα προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα του µυελού από 

την ακτινοβολία και πολλά χηµειοθεραπευτικά, όπως οι µουστάρδες, πλατίνες, 

κυκλοφωσφαµίδη, BCNU και 5-φλουορο-ουρακίλη [329, 355, 356]. Επίσης προστατεύει 

από την καρδιοτοξικότητα των ανθρακυκλινών [357], καθώς και από τη 

νεφροτοξικότητα και νευροτοξικότητα των πλατινών [358].  Ως κυτταροπροστατευτικός 

παράγοντας παρουσιάζει εκλεκτικότητα και δεν επηρεάζει την αντικαρκινική δράση της 

χηµειοθεραπείας και ακτινοθεραπείας [355, 356, 359-361]. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 

2 έχει γίνει εκτεταµένη προκλινική έρευνα σε πολλούς τύπους καρκίνων και για πολλά 

χηµειοθεραπευτικά φάρµακα [362]. 

 

Πίνακας 1. Προστασία φυσιολογικών ιστών από την Αµιφοστίνη 
 

    � Νεφροί 

    � Ώτα 

    � Περιφερικά νεύρα 

    � Μυελός οστών 

    � Σιελογόνοι αδένες 

    � Στοµατικός βλεννογόνος 

    � Καρδιά 

� Πνεύµονες 

� Οισοφάγος 

� Λεπτό έντερο 

� Παχύ έντερο 

� Ανοσοποιητικό σύστηµα 

� Όρχεις 

� Ήπαρ 

 

 

Οι Valeriote και συν. αναφέρουν ότι το WR-2721 προστατεύει τα αρχέγονα αιµοποιητικά 

κύτταρα του ποντικού (CFU-S) από την δράση της µουστάρδας και παράλληλα ενισχύει 

την αντιλευχαιµική της δράση [363]. Παρόµοια, οι Treskes και συν. αναφέρουν ενίσχυση 

της αντινεοπλασµατικής δράσης της καρβοπλατίνας σε ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε 

Αµιφοστίνη πριν τη χηµειοθεραπεία. [364].  Η Αµιφοστίνη προστατεύει φυσιολογικά 

αιµοποιητικά κύτταρα καθώς και φυσιολογικούς ανθρώπινους ινοβλάστες πνεύµονος 

από την πακλιταξέλη και ταυτόχρονα ενισχύει την κυτταροτοξικότητα της έναντι 

κυττάρων  µη-µικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύµονος [365]. Οι Meagher και συν. 

διεπίστωσαν ότι το WR-2721 ευαισθητοποιεί τα κύτταρα µικροκυτταρικού καρκίνου του 
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πνεύµονος στη δράση της MC540 κατά τη φωτοδυναµική θεραπεία [366]. Ο µηχανισµός 

αυτής  της  παράδοξης δράσης δεν έχει ξεκαθαριστεί πλήρως.   
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Πίνακας 2. Κατάλογος προκλινικών ερευνών για την αλληλεπίδραση της Αµιφοστίνης µε διάφορες 

κυτταροτοξικές θεραπείες: η επώαση µε Αµιφοστίνη δεν µειώνει την κυτταροτοξική δράση. 

 

Ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές (in vitro) Θεραπεία 
 
�� Ωοθηκικές (PA-1, BG-1, A2780, 2780/S, 2780-CP70, 

OVCAR 3, OVCAR 10) 
�� Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία (REH, 
       CEM-CCRF/MOLT-4) 
�� Oξεία µυελογενής λευχαιµία 
�� Καρκίνος µαστού (CAMA) 
�� Ινοσάρκωµα 
�� Γλοίωµα 
�� Μελάνωµα (SK-MEL, PA01) 
�� Μη µικροκυτταρικός καρκίνος του πνεύµονος (A549, 

CALU-6, A427) 
�� Μικροκυτταρικός καρκίνος του πνεύµονος (ATCC HTB-110, 

HTB 120) 
�� Ξενοµοσχεύµατα: καρκίνος µαστού, πνεύµονος, ωοθήκης, 

µελάνωµα 
 
 
 
 
�� Κλωνογονικές καρκινικές µελέτες: καρκίνος ουροδόχου 

κύστης, µαστού, µεγαλοκυτταρικός καρκίνος πνεύµονος, 
παγκρέατος 

 

 
Βλεοµυκίνη 
Καρβοπλατίνη 
Cis-πλατίνη 
Αραβινοσίδη κυτοσίνης 
∆οξορουβικίνη 
Ετοποσίδη 
5-φλουορο-ουρακίλη 
4-υδροπεροξυκυκλοφωσφαµίδη 
 
Παράγωγα αιµατοπορφυρίνης (Φ∆Θ) 
Ιδαρουβικίνη 
 
Μεροκυανίνη 540 (Φ∆Θ) 
 
Μελφαλάνη 
Μιτοµυκίνη 
Μιτοξαντρόνη 
Μουστάρδα 
Ακτινοθεραπεία 
 
Πακλιταξέλη 
Βινπλαστίνη 
Βινκριστίνη 
 

 

 

3.3.4 Κλινικές µελέτες 

 

Πολλές κλινικές µελέτες επιβεβαιώνουν την πρoστασία που παρέχει η Αµιφοστίνη έναντι 

στη µυελοτοξικότητα, νεφροτοξικότητα, νευροτοξικότητα, οισοφαγίτιδα, ξηροστοµία και 

βλεννογονίτιδα που προκαλούνται από τη συστηµατική χηµειοθεραπεία και ακτινοβολία 

[317]. Όσον αφορά τις βλαβερές επιδράσεις της ακτινοβολίας, φαίνεται ότι έχει ευνοϊκή 

επίδραση τόσο για τις πρώιµες όσο και για τις όψιµες παρενέργειες [367]. Η πιο µεγάλη 

τυχαιοποιηµένη κλινική µελέτη αφορά 242 ασθενείς µε καρκίνο ωοθηκών σταδίου ΙΙΙ 

και IV που έλαβαν κυκλοφωσφαµίδη και  cis-πλατίνη µε ή χωρίς Αµιφοστίνη [368]. Οι 

ασθενείς που έλαβαν τον κυτταροπροστατευτικό παράγοντα παρουσίασαν σηµαντικά 

λιγότερα επεισόδια ουδετεροπενίας (p=0.019) και χρειάστηκαν λιγότερες ηµέρες 

αντιβιοτικής αγωγής (p=0.019). Επίσης, παρουσίασαν σε µικρότερο ποσοστό 
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νεφροτοξικότητα (p=0.003) και νευρο-τοξικότητα (p=0.029), ενώ η απάντηση στη 

θεραπεία και η επιβίωση ήταν παρόµοια στις δύο οµάδες. 

Σε µία άλλη κλινική µελέτη, 25 ασθενείς µε µετασταστικό µη µικροκυτταρικό καρκίνο 

του πνεύµονος (NSCLC) στους οποίους χορηγήθηκε cis-πλατίνη, βινπλαστίνη και 

Αµιφοστίνη, αναφέρουν υψηλά ποσοστά απάντησης στη θεραπεία [369]. Έτσι οι 

ερευνητές προτείνουν µία πιθανή αλληλεπίδραση της Αµιφοστίνης µε την πλατίνα και 

ενίσχυση της αντικαρκινικής της δράσης. Μία τυχαιοποιηµένη κλινική µελέτη φάσης ΙΙΙ, 

σε ασθενείς µε NSCLC, βρίσκεται σε εξέλιξη για να αποδείξει τη σχέση αυτή. Παρόµοια 

παρατήρηση έγινε σε µία άλλη κλινική µελέτη φάσης Ι , σε ασθενείς µε µεταστατικό 

µελάνωµα [370]. 

Η χορήγηση Αµιφοστίνης σε παιδιά δεν έχει µελετηθεί εκτενώς. Σε κλινικές µελέτες σε 

παιδιά µε ανθεκτικό καρκίνο φάσης Ι, η Αµιφοστίνη φαίνεται να βελτιώνει τη 

µυελοτοξικότητα από µελφαλάνη και να είναι καλά ανεκτή [311, 371, 372]. 

 

3.3.5 Αµιφοστίνη και κάθαρση µυελού των οστών 

 

Η µαφοσφαµίδη και 4-υδροξυκυκλοφωσφαµίδη είναι οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενοι 

φαρµακολογικοί παράγοντες στην κάθαρση του µυελού των οστών. Σε σηµαντικό 

ποσοστό καταστρέφουν τα υπολειπόµενα καρκινικά κύτταρα. O ρόλος της κάθαρσης του 

µυελού, ιδιαίτερα στην οξεία µυελογενή λευχαιµία, έχει προταθεί από αναδροµικές 

µελέτες της Ευρωπαϊκής Οµάδας Μεταµόσχευσης Μυελού (ECGBMT) και από τεχνικές 

σήµανσης µε γονίδια [373]. Παρόλα αυτά έχουν στενό θεραπευτικό δείκτη καθώς είναι 

επίσης τοξικά στα φυσιολογικά προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα και µπορεί να 

προκαλέσουν καθυστέρηση της αιµοποιητικής αποκατάστασης µε επακόλουθα 

λοιµώξεις, αιµορραγικές επιπλοκές, παρατεταµένη νοσηλεία και αυξηµένο κόστος [316]. 

Σε in vitro µελέτες η Αµιφοστίνη, βελτιώνει την επιβίωση των αρχέγονων προγονικών 

αιµοποιητικών κυττάρων µετά από κάθαρση µε κυκλοφωσφαµίδη, διατηρώντας και την 

αντιλευχαιµική της δράση [355, 356] και ενισχύοντας την αντιλευχαιµική δράση της 

µαφοσφαµίδης [373, 374]. Τα φρέσκα λευχαιµικά κύτταρα από ασθενείς µε οξεία 

λεµφοβλαστική, µυελογενή και χρόνια µυελογενή λευχαιµία,  είναι πιο ευαίσθητα στην 

κάθαρση µε µαφοσφαµίδη όταν επωαστούν µε Αµιφοστίνη. Το φαινόµενο αυτό είναι εκ 
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πρώτης όψεως παράδοξο. Πιθανώς η λευχαιµική εκτροπή των αιµοποιητικών κυττάρων 

συνδέεται µε κάποιου βαθµού αλλαγή στο µεταβολισµό της Αµιφοστίνης, οδηγώντας σε 

ενίσχυση της κυτταροτοξικότητας παρά προστασία από τον αλκυκιούντα παράγοντα. Σε 

µία πρόσφατη µελέτη έγινε κάθαρση προϊόντος λευκαφαίρεσης µε µουστάρδα µε ή χωρίς 

Αµιφοστίνη. Η Αµιφοστίνη βελτίωσε σηµαντικά την επιβίωση των CFU-GM, BFU-E, 

CFU-Meg και LTI-IC ενώ πέτυχε µείωση των λευχαιµικών CFU-L κατά 4-6 log [375]. Η 

Sphall και συν. σε µια τυχαιοποιηµένη κλινική µελέτη σε ασθενείς µε καρκίνο µαστού 

και λέµφωµα, που υποβλήθηκαν σε ΑΜΜΟ µε κάθαρση µε 4-υδροπεροξυ-

κυκλοφωσφαµίδη µε ή χωρίς Αµιφοστίνη, αναφέρει ταχύτερη εγκατάσταση του 

µοσχεύµατος και µικρότερη περίοδο απλασίας στην οµάδα της Αµιφοστίνης [376, 377]. 

Έχει ξεκινήσει µια τυχαιοποιηµένη κλινική Ευρωπαϊκή µελέτη για να διευκρινιστεί ο 

ρόλος της Αµιφοστίνης στην αυτόλογη µεταµόσχευση σε ασθενείς µε οξεία λευχαιµία 

[373]. 

 

3.3.6 Αιµοποιητικές δράσεις της Αµιφοστίνης 

 

Οι χαµηλού µοριακού βάρους θειόλες, όπως η 2-µερκαπτοαιθανόλη και η βιταλεθίνη, 

φαίνεται ότι ασκούν µιτογόνο in vitro δράση στα αρχέγονα προγονικά αιµοποιητικά 

κύτταρα [378, 379]. Ο µηχανισµός µε τον οποίο ασκούν τροφική δράση οι θειόλες, 

πιθανώς σχετίζεται µε τις ενδογενείς αντιοξειδωτικές τους ιδιότητες, καθώς και µε την 

επαγωγή κυτοκινών [378]. Η αιµοποιητική δράση της Αµιφοστίνης διαπιστώθηκε για 

πρώτη φορά στο Ερευνητικό Ινστιτούτο Walter Reed [380]. Πειράµατα σε σκυλιά 

έδειξαν ότι µια ενδοφλέβια δόση Αµιφοστίνης οδήγησε σε αύξηση των 

δικτυοερυθροκυττάρων, των λευκοκυττάρων, του αιµατοκρίτη και των αιµοπεταλίων. Ο 

List και συν., σε εργαστηριακές µελέτες προγονικών κυττάρων µυελού από 

φυσιολογικούς δότες, διαπίστωσαν ότι έκθεση σε WR-2721 ή WR-1065 ενισχύει την 

ικανότητα σχηµατισµού αποικιών, κυρίως CFU-GEMM και BFU-E [381]. Επίσης 

ενισχύει το σχηµατισµό CFU-GEMM από CD34+ κύτταρα και µπορεί να στηρίξει την 

παραγωγή προγονικών κυττάρων µυελού σε µελέτες ex vivo έκπτυξης, απουσία 

κυτοκινών. Η ικανότητα αυτή να διατηρεί την επιβίωση σε καλλιέργειες κυττάρων χωρίς 

την εξωγενή προσθήκη κυτοκινών, προτείνει ότι ο παράγοντας αυτός έχει άµεσες 



 72

αιµοποιητικές τροφικές δράσεις. Επιβραδύνει την κυτταρική απώλεια και την απόπτωση 

που παρατηρείται σε συνθήκες στέρησης κυτοκινών. Παρουσιάζει άλλοτε συνεργική και 

άλλοτε ανταγωνιστική δράση µε διάφορες κυτοκίνες [378].  

Ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο η Αµιφοστίνη ασκεί αυτές τις δράσεις µπορεί να 

σχετίζεται µε τις αντιοξειδωτικές ιδιότητες της και την προστατευτική δράση έναντι στην 

υπεροξείδωση των µεµβρανικών λιπιδίων, ιδιότητες ανάλογες µε του bcl-2. Κατά τη 

διαδικασία της απόπτωσης η ενδοκυτταρική γλουταθειόνη µειώνεται. Οι αµινοθειόλες 

µπορεί να αναστέλλουν την απόπτωση αυξάνοντας το περιεχόµενο των ενδοκυτταρικών 

θειολών. Επίσης, µέσω της δοµικής αναλογίας τους µε τις πολυαµίνες, συµµετέχουν σε 

διαδικασίες ανάπτυξης, καθώς συνδέονται µε το DNA και νουκλεοπρωτεΐνες, 

µεταβάλλουν τη δράση τοποϊσοµερασών και κινασών, αναστέλλουν τη δράση 

νουκλεασών, και ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο. Φαίνεται ακόµη να ρυθµίζουν την 

αιµοποίηση µέσω ενδοκυτταρικών σηµάτων που επηρεάζουν αυξητικούς παράγοντες 

όπως ο kit ligand [378]. 

Η ικανότητα αυτή της Αµιφοστίνης να προάγει την επιβίωση των προγονικών 

αιµοποιητικών κυττάρων και να καθυστερεί την απόπτωση σε συνθήκες κυτταρικού 

στρες οδήγησε σε χρησιµοποίησή της σε καταστάσεις ανεπάρκειας του µυελού. Τα 

προγονικά κύτταρα από ασθενείς µε µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο (Μ∆Σ) 

χαρακτηρίζονται από µειωµένη απάντηση σε κυτοκίνες, αυξηµένη απόπτωση και 

ανεπαρκή αιµοποίηση [382]. Μελέτες in vitro έχουν δείξει ότι η Αµιφοστίνη βελτιώνει 

την επιβίωση προγονικών µυελικών κυττάρων και µειώνει την απόπτωση των CD34+ 

κυττάρων από ασθενείς µε Μ∆Σ [351, 383-385]. Παρόµοια, χορήγηση in vivo 

Αµιφοστίνης σε ασθενείς µε Μ∆Σ, βελτιώνει την αιµατολογική τους απάντηση, 

αυξάνοντας τον αριθµό των λευκοκυττάρων, αιµοπεταλίων και δικτυοερυθροκυττάρων 

[380, 386-389]. Περαιτέρω έρευνα χρειάζεται για να διευκρινιστεί εάν υπάρχει δυνητικός 

κίνδυνος να επιταχυνθεί η λευχαιµική εκτροπή των Μ∆Σ κλώνων. 

Ένα άλλο πρόβληµα που αφορά τη χρήση αιµοποιητικών αυξητικών παραγόντων είναι η 

περιορισµένη τους χρήση λόγω του ότι µετά από επανειληµµένες χρήσεις, η αποθήκη 

των αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων εξαντλείται. Η συνεργική δράση της 

Αµιφοστίνης µε τους αυξητικούς παράγοντες µπορεί να υπερπηδήσει το εµπόδιο αυτό 

[310, 329, 390]. Άλλη πιθανή εφαρµογή είναι σε πρωτόκολλα κινητοποίησης 
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προγονικών κυττάρων µε αυξητικούς παράγοντες. Ο συνδυασµός µε Αµιφοστίνη 

φαίνεται ότι βελτιώνει την απόδοση (yield) σε CD34+ κύτταρα, παρά όταν χορηγείται 

µόνο G-CSF [316]. 

Τέλος, έχει αναφερθεί και άµεση ανασταλτική επίδραση της Αµιφοστίνης σε λευχαιµικά 

κύτταρα [380, 391]. Η ικανότητά της να επάγει το πρωτο-ογκογονίδιο p 53 µπορεί να 

συµµετέχει στην διακοπή του κυτταρικού κύκλου και να αναστέλλει την κλωνική 

ανάπτυξη ή κυτταρική διαφοροποίηση. 

 



 

B. ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 

 

 

 

 

 

 

1. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

1.1 Κύτταρα 
 

α) Κυτταρική σειρά 

Χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα από την κυτταρική σειρά HL-60 (οξεία 

προµυελοκυτταρική λευχαιµία), τα οποία διατηρήθηκαν και πολλαπλασιάστηκαν σε 

RPMI-1640 µετά από προσθήκη 10% ορού εµβρύου βοός (FCS), 1% πενικιλλίνης-

στρεπτοµυκίνης, 1% L-γλουταµίνης και 1% πυροσταφυλικού νατρίου, στους 37�C σε 

υγροποιηµένη ατµόσφαιρα µε  5% CO2 στον αέρα. Με αυτές τις συνθήκες, τα κύτταρα 

πολλαπλασιάζονταν λογαριθµικά και η επιβίωσή τους ήταν µεγαλύτερη από 95%.   

 

β) Κύτταρα ασθενών 

Τα κύτταρα µυελού ελήφθησαν από παιδιά, ηλικίας  3 µηνών έως 18 ετών, τα 

οποία νοσηλεύτηκαν στην Πανεπιστηµιακή Παιδιατρική Αιµατολογική/Ογκολογική 

Κλινική του Περιφερειακού Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου (ΠΕΠΑΓΝΗ), 

µε οξείες λευχαιµίες και συµπαγείς όγκους, σε διαφορετικές φάσεις της νόσου (n=31). 

Τα χαρακτηριστικά των νωπών δειγµάτων µυελού περιγράφονται στον Πίνακα 3. 

Κύτταρα µυελού από  παιδιά αντίστοιχης ηλικίας, χωρίς αιµατολογικές κακοήθειες ή 

άλλη νεοπλασµατική νόσο, στα οποία έγινε παρακέντηση µυελού στα πλαίσια 

διερεύνησης παρατεινόµενου εµπύρετου, µεταβολικού νοσήµατος ή λεµφαδενίτιδας 
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χρησιµοποιήθηκαν σαν οµάδα ελέγχου (n=15). Επίσης χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα 

µυελού από παιδιά µε ουδετεροπενία (n=8) και παιδιά µε θροµβοπενία (n=3). Κύτταρα 

περιφερικού αίµατος από παιδιά µε οξεία λευχαιµία στην πρωτοδιάγνωση υποβλήθηκαν 

σε Φ∆Θ (n=2). Η χρησιµοποίηση των παρασκευασµάτων µυελού και περιφερικού 

αίµατος από τους ασθενείς έγινε µετά από έγγραφη συγκατάθεση των γονέων τους και 

έγκριση του πρωτοκόλλου από την Επιτροπή ∆εοντολογίας του Πανεπιστηµίου και του 

Νοσοκοµείου. 

 Η µελέτη της µορφολογίας των µυελικών επιχρισµάτων έγινε µετά από χρώση µε 

Wright-Giemsa. Για την τυποποίηση των οξέων λευχαιµιών χρησιµοποιήθηκαν ειδικές 

κυτταροχηµικές χρώσεις [µυελοϋπεροξειδάση, αντίδραση υπεριωδικού οξέος µε Schiff 

(PAS), µη ειδική εστεράση, όξινη φωσφατάση], κυτταροµετρία ροής και οστεοµυελική 

βιοψία. Η ταξινόµηση των περιστατικών οξείας µυελογενούς λευχαιµίας έγινε σύµφωνα 

µε την ταξινόµηση κατά FAB (French-American-British). Η διήθηση του µυελού από 

νεοπλασµατικά κύτταρα στους ασθενείς µε συµπαγείς όγκους µελετήθηκε µε µυελικά 

επιχρίσµατα και οστεοµυελική βιοψία. 

 
Πίνακας 3. Χαρακτηριστικά των νωπών δειγµάτων µυελού τα οποία χρησιµοποιήθηκαν. 

 

Νόσηµα Αριθµός Μυελός οστών 

Β-ΟΛΛ(CD10+) 9 45-100% διήθηση 

ΟΜΛ 3 70-95% διήθηση 

Νευροβλάστωµα 5 Ρόδακες στο µυελό 

ΟΛΛ σε ύφεση 14 � 5% διήθηση 

Οµάδα ελέγχου 15 Φυσιολογικός µυελός 
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1.2 Αντιδραστήρια 

 

Παρασκευάστηκε διάλυµα Μεροκυανίνης 540 (MC540, Sigma, St. Louis, Mo) σε 

συγκέντρωση 1mg/ml µε 50% αιθανόλη το οποίο διατηρήθηκε στους -20�C. Οι τελικές 

συγκεντρώσεις των εναιωρηµάτων των κυττάρων έγιναν µε RPMI-1640. Η Αµιφοστίνη 

(Ethyol, WR-2721) είναι της εταιρείας Schering-Plough, SA (Kenilworth, NJ, USA). Η 

λυοφιλιωµένη σκόνη διατηρήθηκε στους 2-8�C και η ανασύσταση έγινε µε διάλυµα 

NaCl 0.9% αµέσως πριν τη χρήση. Ο αποφωσφορυλιωµένος παράγοντας-δραστικός 

µεταβολίτης (WR-1065) παραχωρήθηκε ευγενώς από την U.S. Bioscience (West 

Conshohocken, Philadelphia, USA), σε µορφή λιοφυλιωµένης σκόνης και η ανασύσταση 

του έγινε µε διάλυµα NaCl 0.9% αµέσως πριν τη χρήση. Η αποστείρωση των 

διαλυµάτων έγινε µε φίλτρα 0.22 µm.  

 

1.3 Πηγή φωτός 

 

Χρησιµοποιήθηκε Argon Laser (µοντέλο Spectra Physics Stabilite 2016). Το 

Laser περιέχει σαν ενεργό υλικό ιόντα του αερίου αργού (Ar+). Εκπέµπει ακτινοβολία µε 

µήκος κύµατος 488nm και 514nm. Για να γίνει δυνατή η αποµόνωση της δέσµης 

ακτινοβολίας που εκπέµπει σε µήκος κύµατος 514nm αντικαταστάθηκε το πίσω 

κάτοπτρο της οπτικής κοιλότητας του Laser µε ένα πρίσµα. 

Το Laser είναι εγκατεστηµένο στο Ίδρυµα Τεχνολογίας και Έρευνας, Ινστιτούτο 

Ηλεκτρονικής ∆οµής και Laser, Τοµέας Laser και Εφαρµογών.  

Η δέσµη του φωτός κατευθυνόταν µέσα από συστοιχία κατόπτρων σε φακό ο 

οποίος την απεστίαζε στην επιφάνεια του τρυβλίου του πειράµατος. Τα τελευταία στάδια 

των ανακλάσεων όσο και η απεστίαση, έγιναν σε µεταλλικό κλωβό (διαστάσεων 

30x30x50cm), µε σκοπό την αποµόνωση των δειγµάτων από το περιβάλλον και την 

προστασία του περιβάλλοντος από την ανακλώµενη ακτινοβολία Laser. Το τρυβλίο ήταν 

τοποθετηµένο σε πιεζοηλεκτρικό δίσκο που παλλόταν µέσω παλµογεννήτριας και 

ανακινείτο συνεχώς µε χαµηλή συχνότητα (περίπου 50 Hz) ώστε να επιτευχθεί διαρκής 

οµοιογενής έκθεση των κυττάρων στην ακτινοβολία.  



 77

 

1.4 Φωτοευαισθητοποίηση 

 

Αρχικά, εναιωρήµατα κυττάρων HL-60 και µονοπύρηνα κύτταρα µυελού σε 

RPMI-1640 εµπλουτισµένο µε FCS 10%, σε συγκέντρωση 107 κύτταρα/ml 

τοποθετήθηκαν σε φλάσκες και επωάστηκαν µε Αµιφοστίνη σε δύο δόσεις (1.5 mg/ml, 

3mg/ml)  ή WR-1065 (0.2 mg/ml, 1.5 mg/ml) για 15 λεπτά σε υγροποιηµένη 

ατµόσφαιρα, 37 ºC, 5% CO2. Ακολούθως τα κύτταρα εκπλύθηκαν δύο φορές µε RPMI-

1640 και επαναδιαλύθηκαν σε RPMI-1640 µε 10% FCS σε συγκέντρωση 3x106 

κύτταρα/ml. Τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 35x10mm (Falcon petri dishes) και επωάστηκαν 

µε 20 µg/ml MC540 για µία ώρα, στο σκοτάδι, στους 37 ºC, 5% CO2, 95% υγρασία.  Στη 

συνέχεια ακολούθησε έκθεση σε Argon Laser 514 nm για διαφορετικούς χρόνους 

έκθεσης και συγκεκριµένα 2,3,4,5,6,7.5 και 9 λεπτά στα 2 Watts, δηλαδή ενέργεια 24.9, 

37.4, 46.8, 62.4, 74.8, 93.6 και 112.3 J/cm2 αντίστοιχα. Κατά τη διάρκεια της 

ακτινοβόλησης η βάση του τρυβλίου καλυπτόταν από µεταλλική µεµβράνη, για να  

διατηρηθεί η θερµοκρασία του κυτταρικού εναιωρήµατος σταθερή, περίπου στους  

24± 1ºC υπό συνεχή ανακίνηση. Μετά την ακτινοβόληση, µε σκοπό την αποµάκρυνση 

της χρωστικής, ακολούθησαν δύο εκπλύσεις µε RPMI-1640, επαναδιάλυση σε 

συγκέντρωση 1x106 κύτταρα/ml και επώαση στους 37 ºC, 5% CO2, 95% υγρασία. 

Η επιβίωση των κυττάρων εκτιµήθηκε µε τη χρώση του κυανού του τρυπανίου 24 

ώρες αργότερα. Για τα κύτταρα της λευχαιµικής σειράς η παρακολούθηση της επιβίωσης 

συνεχίστηκε σε υγρές καλλιέργειες ανά εβδοµάδα και για διάστηµα 4 εβδοµάδων. Στο 

τέλος των 4 εβδοµάδων έγινε καταµέτρηση των ζώντων κυττάρων σε 10πλάσια 

συγκέντρωση. Ως κυτταρικός θάνατος 99.9999% για τα λευχαιµικά κύτταρα, θεωρήθηκε 

η απουσία ζωντανών κυττάρων από όλες τις περιοχές του αιµατοκυττόµετρου. Και αυτό 

διότι, αναφέρεται ότι ένας πληθυσµός ο οποίος αποτελείται από 8 µόνο κύτταρα HL-60, 

είναι ικανός να αναπτύξει, σε διάστηµα 4 εβδοµάδων, αριθµό κυττάρων εύκολα 

αναγνωρίσιµο µε τη µέθοδο του αιµατοκυττόµετρου [298]. Επειδή δε το όριο ανίχνευσης 

κυττάρων µε τη µέθοδο αυτή είναι 3750 κύτταρα, σηµαίνει ότι ο προαναφερόµενος 

πληθυσµός των 8 κυττάρων είναι ικανός να αναπτυχθεί σε περισσότερο από 3750 

κύτταρα και εποµένως να µετρηθεί µε τη µέθοδο του αιµατοκυττοµέτρου [290]. Εφόσον 
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λοιπόν δεν έχει αναπτυχθεί κλώνος στο διάστηµα των 4 εβδοµάδων, θα πρέπει µετά τη 

Φ∆Θ να επιβίωσαν λιγότερα από 8 λευχαιµικά κύτταρα από τον αρχικό αριθµό των 

3x106 κύτταρα (δηλαδή κυτταρικός θάνατος >99.9999%).  

Τα πρόδροµα κύτταρα του µυελού και τα µονοπύρηνα του περιφερικού αίµατος 

δεν επιβιώνουν in vitro για διάστηµα πέραν των ολίγων ηµερών, οπότε και η 

παρακολούθησή τους σε υγρές καλλιέργειες µετά τη Φ∆Θ δεν κρίθηκε σκόπιµη. Τα 

νεοπλασµατικά κύτταρα τα οποία προέρχονταν από ασθενείς, παρακολουθήθηκαν µε 

υγρές καλλιέργειες, αλλά σε κανένα δείγµα (και στους µάρτυρες) δεν παρατηρήθηκε 

επιβίωση κυττάρων πέραν των δύο εβδοµάδων. 

Σε όλα τα πειράµατα ακτινοβολήθηκαν αντίστοιχα και εναιωρήµατα κυττάρων τα 

οποία δεν επωάστηκαν µε Αµιφοστίνη. Χρησιµοποιήθηκαν επίσης εναιωρήµατα 

κυττάρων µαρτύρων µε και χωρίς επώαση µε Αµιφοστίνη, στα οποία προστέθηκε 

ποσότητα διαλύµατος 50 % αιθανόλης ίση µε αυτή που χρησιµοποιήθηκε για τη διάλυση 

της Μεροκυανίνης 540, ώστε οι πειραµατικές συνθήκες να είναι όµοιες. 

 

1.5 Καλλιέργειες προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων 

Ο διαχωρισµός των µονοπυρήνων κυττάρων από το µυελό και το περιφερικό αίµα 

έγινε µε φυγοκέντρηση σε φικόλη (Ficoll-Hypaque). 

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για τις κυτταρικές καλλιέργειες βασίστηκε σε 

προηγούµενη βιβλιογραφία [392], αφού τροποποιήθηκε στο Εργαστήριο Ιστικών 

Καλλιεργειών της Παιδιατρικής Κλινικής Αιµατολογίας/Ογκολογίας. Συγκεκριµένα 

κύτταρα µυελού από ασθενείς µε λευχαιµίες ή συµπαγείς όγκους και φυσιολογικών 

µαρτύρων, διαχωρίστηκαν και φωτοακτινοβολήθηκαν, όπως έχει περιγραφεί παραπάνω. 

Πρίν την επώαση τους µε Αµιφοστίνη και Μεροκυανίνη 540 αποµακρύνθηκαν τα 

µονοκύτταρα µε επώαση για µία ώρα στους 37º C σε πλαστική φλάσκα. Μετά τη 

φωτοακτινοβόληση και την έκπλυση της Μεροκυανίνης 540, τα κύτταρα του κάθε 

τρυβλίου επαναδιαλύθηκαν σε RPMI-1640 σε συγκέντρωση 1x106 κύτταρα/ml. 100 µl 

του εναιωρήµατος των κυττάρων (10 5 κύτταρα) εγχύθηκε σε 1 ml καλλιεργητικού 

υλικού που περιείχε 1% µεθυλοκυτταρίνη, 30% FCS, 1% BSA 10 –4, 2-µερκαπτο-

αιθανόλη και 10% αυξητικούς παράγοντες. Για την ανάπτυξη των CFU-E, BFU-E και 

CFU-GEMM αποικιών προστέθηκε στο καλλιεργητικό υλικό 4 IU/ml ερυθροποιητίνη 
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(EPO, Eprex, Cilag), 5 ng/ml GM-CSF (Leucomax, Sandoz/Schering-Plough) και 10 

ng/ml IL-3 (R&D Systems), ενώ για την ανάπτυξη των CFU-GM προστέθηκε 50 ng/ml 

G-CSF, 50 ng/ml GM-CSF και 20 ng/ml IL-3. Ακολούθησε επώαση στους  37º C, σε 

υγροποιηµένη ατµόσφαιρα µε 5% CO2 .  

Οι CFU-E αποικίες αναγνωρίστηκαν και µετρήθηκαν µε ανάστροφο µικροσκόπιο 

την 7η ηµέρα, από το µικρό τους µέγεθος (8 έως 64 κύτταρα), ενώ οι BFU-E αποικίες 

είναι καλά αιµοσφαιρινοποιηµένα µεγαλύτερα κυτταρικά αθροίσµατα (>64 κύτταρα) και 

µετρήθηκαν την 14η ηµέρα. Οι CFU-GEMM αποικίες είναι µικτές αποικίες, που 

περιέχουν κύτταρα ερυθράς σειράς µε κύτταρα από τουλάχιστον άλλη µία σειρά (δηλαδή 

µεγακαρυοκύτταρα, µακροφάγα, ηωσινόφιλα ή ουδετερόφιλα) και µετρήθηκαν την 14η 

ηµέρα. Τέλος οι CFU-GM αποικίες περιέχουν περισσότερα από 40 κύτταρα και 

µετρήθηκαν την 10η ηµέρα. 

 

1.6 Στατιστική ανάλυση 

 

Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως µέσος όρος � σταθερό σφάλµα του µέσου 

(mean±SE). Σε κάθε πείραµα η υπό εξέταση παράµετρος µελετήθηκε σε τριπλό δείγµα. 

Η επί τοις εκατό επιβίωση των κυττάρων εκφράζεται µε αναγωγή στην 100% επιβίωση 

των αντίστοιχων δειγµάτων που δεν υποβλήθηκαν σε καµία πειραµατική θεραπεία. Ως 

100% ανάπτυξη αποικιών, θεωρήθηκε ο αριθµός αποικιών των δειγµάτων της 

αντίστοιχης οµάδας, στα οποία δεν έγινε Φ∆Θ.  Ο απόλυτος αριθµός των αποικιών 

εκφράζεται ανά 10 5 κύτταρα ως ο µέσος όρος � σταθερό σφάλµα. Η ικανότητα 

σχηµατισµού αποικιών (colony forming efficiency) έχει υπολογιστεί ως αριθµός 

αποικιών δια του αριθµού κυττάρων ανά τρυβλίοx100. Για την σύγκριση των 

αποτελεσµάτων µεταξύ των διαφόρων οµάδων χρησιµοποιήθηκε unpaired t-test µε ίσες 

και άνισες διακυµάνσεις, ώστε να εκτιµηθεί η διαφορά µεταξύ των δύο µέσων τιµών. 

 

 



 80

2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

2.1 Κύτταρα λευχαιµικής σειράς HL-60 

 

Τα HL-60 κύτταρα (3x10 6 κύτταρα/ml) ακτινοβολήθηκαν µε Argon Laser 514 

nm σε διαφορετικές δόσεις ακτινοβολίας, παρουσία 20 µg/ml MC540, µε και χωρίς 

Αµιφοστίνη (1.5 ή 3 mg/ml). Σε δόσεις ακτινοβολίας � 64.2 J/cm2, παρατηρήθηκε 

κυτταρικός θάνατος 99.9999%, ανεξάρτητα από την παρουσία Αµιφοστίνης (Σχήµα 2). 

Σε δόση ακτινοβολίας 46.8 J/cm2, τα κύτταρα που δεν επωάστηκαν µε Αµιφοστίνη, 

επιβίωναν σε ένα µικρό ποσοστό 24 ώρες µετά από την φωτοακτινοβόληση και 

αναπτύσσονταν λογαριθµικά κατά τη διάρκεια των 4 εβδοµάδων. Αντιθέτως, παρουσία 

Αµιφοστίνης, δεν βρέθηκε κανένα ζωντανό κύτταρο σε όλες τις περιοχές του 

αιµατοκυττόµετρου, σε συµπυκνωµένο κατά 10 φορές διάλυµα, 24 ώρες µετά τη 

φωτοδυναµική θεραπεία. Όµως παρατηρήθηκε κυτταρική ανάπτυξη µετά το τέλος της 1ης 

εβδοµάδας, της υγρής καλλιέργειας (κυτταρικός θάνατος 99.9%) (Σχήµα 3). Επώαση των 

κυττάρων µε µεγαλύτερη συγκέντρωση Αµιφοστίνης (3 mg/ml) δεν ασκεί προστατευτική 

δράση στα λευχαιµικά κύτταρα (99.9% κυτταρικός θάνατος). Σε δόσεις ακτινοβολίας  

� 46.8 J/cm2, τα κύτταρα επιβιώνουν, παρουσία ή απουσία Αµιφοστίνης. Τέλος, µόνη η 

Laser ακτινοβολία, η χρωστική και η Αµιφοστίνη δεν ασκούν δράση στην επιβίωση των 

κυττάρων (Σχήµα 4). 

 

2.2 Φυσιολογικά πρόδροµα κύτταρα µυελού 

 

Τα κύτταρα µυελού από φυσιολογικά παιδιά µάρτυρες (n=7) ακτινοβολήθηκαν σε 

δόση 74.8 J/cm2  µε 20 µg/ml MC 540, παρουσία ή όχι διαφορετικών συγκεντρώσεων 

WR-2721 ή WR-1065. Στη δόση αυτή, στην οποία παρατηρείται πλήρης κυτταρικός 

θάνατος των λευχαιµικών HL-60 κυττάρων, παρατηρείται ικανοποιητική επιβίωση των 

πρόδροµων κυττάρων µυελού. Η επώαση µε Αµιφοστίνη (1.5 mg/ml) ή WR-1065 (0.2 

mg/ml) φαίνεται να αυξάνει λίγο την επιβίωση των κυττάρων µυελού, χωρίς όµως  
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Σχήµα 2. Η επίδραση της Αµιφοστίνης (WR-2721) στην MC 540 φωτοακτινοβόληση HL-60 

λευχαιµικών κυττάρων σε δόση ακτινοβολίας 64.2 J/cm2 (µέθοδος αποκλεισµού χρωστικής κυανούν του 

τρυπανίου). Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± σταθερό σφάλµα (SE) 10 τριπλών πειραµάτων. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3. Η επίδραση της Αµιφοστίνης (WR-2721) στην MC 540 φωτοακτινοβόληση HL-60 

λευχαιµικών κυττάρων σε δόση ακτινοβολίας 46.8 J/cm2 (µέθοδος αποκλεισµού χρωστικής κυανούν του 

τρυπανίου). Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή ± σταθερό σφάλµα (SE) 6 τριπλών πειραµάτων. 
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Σχήµα 4. Επίδραση της ακτινοβολίας Laser, της MC540 και της WR-2721 µεµονωµένα στα 

λευχαιµικά κύτταρα HL-60, στις 24 ώρες. 
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στατιστικά σηµαντικές διαφορές (Πίνακας 4, Σχήµα 5). Η χρωστική ή η ακτινοβολία 

µόνη της δεν επηρεάζει την επιβίωση των κυττάρων. 

 
Πίνακας 4. Επίβιωση (%) των πρόδροµων κυττάρων µυελού από φυσιολογικά παιδιά στα οποία 

έγινε MC540 φωτοακτινοβόληση παρουσία ή όχι WR-2721 ή WR-1065 (n=7). Η σύγκριση (p) έγινε µε την 

οµάδα που δεν επωάστηκε µε κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 

 

Φυσιολογικοί µάρτυρες (n=7) 

Συνθήκες ακτινοβόλησης % επιβίωση±SE p 

74.8 J/cm2+MC 540 36.32±4.9  

74.8 J/cm2+MC 540+WR-2721 (1.5 mg/ml) 43.87±7.5 p=0.4 

74.8 J/cm2+MC 540+WR-2721 (3 mg/ml) 21.7±5.77 p=0.13 

74.8 J/cm2+MC 540+WR-1065 (0.2 mg/ml) 41.34±4.7 p=0.19 

MC 540+WR-2721  100.63±24.21  

74.8 J/cm2+WR-2721  103.38±44.4  

 

 

2.3 Πρόδροµα κύτταρα µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση 

 

 Τα κύτταρα µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση (n=14) 

ακτινοβολήθηκαν σε δόση 74.8 J/cm2  µε 20 µg/ml MC 540, παρουσία ή όχι 

διαφορετικών συγκεντρώσεων WR-2721 ή WR-1065. Παρατηρείται στατιστικά 

σηµαντική βελτίωση στην επιβίωση των κυττάρων από τη φωτοδυναµική θεραπεία µετά 

από επώαση µε Αµιφοστίνη (1.5 mg/ml) (Πίνακας 5, Σχήµα 5). 

∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές στην επιβίωση των 

κυττάρων µεταξύ των φυσιολογικών παιδιών και των παιδιών µε οξεία λευχαιµία σε 

ύφεση, παρά µόνο στην οµάδα που έγινε επώαση µε WR-1065 (0.2 mg.ml) (Πίνακας 6). 

Επίσης, στην ίδια οµάδα παρατηρήθηκε σχετικά µικρότερη επιβίωση των κυττάρων 

µυελού από λευχαιµίες σε ύφεση, µετά από φωτοδυναµική θεραπεία, συγκριτικά µε τους 

φυσιολογικούς µάρτυρες. 
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Σχήµα 5. Η επιβίωση των πρόδροµων κυττάρων µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση 

και φυσιολογικούς µάρτυρες, στις 24 ώρες µετά από MC 540 φωτοακτινοβόληση σε δόση 74.8 J/cm 2  

(µέθοδος αποκλεισµού του κυανούν του τρυπανίου).  
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Πίνακας 5. Επιβίωση (%) των πρόδροµων κυττάρων µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε 

ύφεση (n=14) στα οποία έγινε MC540 φωτοακτινοβόληση παρουσία ή όχι WR-2721 ή WR-1065. Η 

σύγκριση (p) έγινε µε την οµάδα που δεν επωάστηκε µε κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 

 

Οξείες Λευχαιµίες σε ύφεση 

Συνθήκες ακτινοβόλησης % επιβίωση±SE p 

74.8 J/cm2+MC 540 20±2.6  

74.8 J/cm2+MC 540+WR-2721 (1.5 mg/ml) 54.5±13.2 p=0.02 

74.8 J/cm2+MC 540+WR-2721 (3 mg/ml) 22.7±2.85 p>0.1 

74.8 J/cm2+MC 540+WR-1065 (0.2 mg/ml) 14.3±1.3 p>0.1 

74.8 J/cm2+MC 540+WR-1065 (1.5 mg/ml) 19.16±2.4 p>0.1 

MC 540+WR-2721 93.87±28.1  

74.8 J/cm2+WR-2721  83.85±15.4  

 
 

Πίνακας 6. Σύγκριση επιβίωσης (%) των πρόδροµων κυττάρων µυελού από παιδιά µε οξείες 

λευχαιµίες σε ύφεση και φυσιολογικούς µάρτυρες στα οποία έγινε MC540 φωτοακτινοβόληση παρουσία ή 

όχι WR-2721 ή WR-1065.  

 

 ΟΛ ύφεση Φυσιολογικά παιδιά 

Θεραπεία       % επιβίωση±SE p 
74.8 J/cm2+MC 540 20±2.6 36.32±4.9 p=0.5 
74.8 J/cm2+MC 540+WR-2721 (1.5 mg/ml) 54.5±13.2 43.87±7.5 p=0.2 
74.8 J/cm2+MC 540+WR-2721 (3 mg/ml) 22.7±2.85 21.7±5.77 p=0.86 
74.8 J/cm2+MC 540+ WR-1065 (0.2 mg/ml) 14.3±1.3 41.34±4.7 p=0.003 

 

 

2.4 Λευχαιµικά κύτταρα µυελού 

 

Τα χαρακτηριστικά των παιδιών µε οξείες λευχαιµίες που µελετήθηκαν 

αναγράφονται στον Πίνακα 7. ∆είγµατα µυελού τα οποία ελήφθησαν κατά την 

πρωτοδιάγνωση ακτινοβολήθηκαν µε Argon Laser 514 nm σε διαφορετικές δόσεις, 
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παρουσία MC 540. Η επιβίωση των κυττάρων µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες 

µετά από φωτοδυναµική θεραπεία, είναι σηµαντικά µικρότερη από αυτή των 

φυσιολογικών πρόδροµων κυττάρων µυελού (π.χ. p=0.00002 σε δόση ακτινοβολίας 74.8 

J/cm2). Στην οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία, η επώαση των κυττάρων µε WR-2721 σε 

συγκέντρωση 1.5 mg/ml, προκάλεσε στατιστικά σηµαντικά µείωση της επιβίωσης τους 

σε δόσεις ακτινοβολίας 64.2 και 74.8 J/cm 2, συγκριτικά µε αυτά που δεν επωάστηκαν, 

ενώ η επώαση µε WR-1065 σε συγκέντρωση 0.2 mg/ml δεν φαίνεται να επηρεάζει την 

επιβίωση των λευχαιµικών κυττάρων. Στην οξεία µυελογενή λευχαιµία, η επώαση µε 

Αµιφοστίνη µειώνει σηµαντικά την επιβίωση των λευχαιµικών κυττάρων στη µικρότερη 

δόση ακτινοβολίας (74.8 J/cm 2). Η επιβίωση των κυττάρων, µετά από την MC 540 

φωτοακτινοβόληση, φαίνεται στους πίνακες 8 και 9. Η χρωστική ή η ακτινοβολία 

µεµονωµένες δεν φαίνεται να επηρεάζει το φωτοδυναµικό φαινόµενο (επιβίωση 

102.3±15.4 και 71.06±5.18% αντίστοιχα). 
 

Πίνακας 7. Χαρακτηριστικά παιδιών µε οξείες λευχαιµίες στην πρωτοδιάγνωση 

 

Χαρακτηριστικά παιδιών µε οξείες λευχαιµίες στην πρωτοδιάγνωση 

Αριθµός Τύπος Ηλικία Φύλο % διήθηση 

µυελού 

Ύφεση 

1. Β-ΟΛΛ (CD10+) 4 ετών άρρεν 95% ναι 

2. Β-ΟΛΛ (CD10+) 13 ετών άρρεν 85% ναι 

3. Β-ΟΛΛ (CD10+) 6 ετών άρρεν 95% ναι* 

4. Προ-Β-ΟΛΛ (CD10+) 4,5 ετών άρρεν 45% ναι 

5. Β-ΟΛΛ (CD10+) 5 ετών 

 

θήλυ 90% ναι 

6. Β-ΟΛΛ (CD10+) 4 ετών άρρεν 90% ναι 

7. Β-ΟΛΛ (CD10+) 3 ετών άρρεν 95% ναι 

8 Β-ΟΛΛ (CD10+) 9 ετών άρρεν 99% ναι 

9. Β-ΟΛΛ (CD10+) 3 ετών θήλυ 95% ναι 

10. ΟΜΛ (M5a) 10 ετών θήλυ 85% ναι 
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11. ΟΜΛ (Μ4) 3 µηνών θήλυ 95% όχι 

12. ΟΜΛ (Μ1) 4 ετών άρρεν 70% ναι 

*παρουσίασε υποτροπή ΚΝΣ 

Πίνακας 8. Επιβίωση των λευχαιµικών κυττάρων µυελού από παιδιά µε οξεία λεµφοβλαστική 

λευχαιµία (ΟΛΛ) σε πρωτοδιάγνωση 24 ώρες µετά από MC 540 φωτοακτινοβόληση. Στις παρενθέσεις 

αναγράφεται το εύρος των τιµών. Τα p αναφέρονται συγκριτικά µε την οµάδα που δεν επωάστηκε µε 

κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 

 

∆όση ακτινοβολίας                 Επιβίωση ± SE (%) 

ΟΛΛ (n=9) 

 

 MC 540 

 

64.2 J/cm2 2.07±0.8 
(0.33-6.6) 

 

74.8 J/cm2 2.34±0.69 
(0.0001-7.3) 

 

93.6 J/cm2 3.02±1.1 
 (0.13-11.9) 

MC540+ WR-2721  

 

0.64±0.15 
(0.0001-1.6) 

p=0.038 

0.74±0.23 
(0.0001-1.9) 

p=0.048 

1.93±0.42 
(0.0001-4.5)  
p>0.1 

MC 540+WR-1065  

 

1.57±0.2 
(0.84-2.3) 

p>0.1 

1.19±0.26 
(0.001-2.5) 

p>0.1 

3.1±0.65 
(0.55-5.8) 

p>0.1 

 

 

 
Πίνακας 9. Επιβίωση των λευχαιµικών κυττάρων µυελού από παιδιά µε οξεία µυελοβλαστική 

λευχαιµία (ΟΜΛ) σε πρωτοδιάγνωση 24 ώρες µετά από MC 540 φωτοακτινοβόληση. Στις παρενθέσεις 

αναγράφεται το εύρος των τιµών. Τα p αναφέρονται συγκριτικά µε την οµάδα που δεν επωάστηκε µε 

κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 

 

 

∆όση ακτινοβολίας                Επιβίωση ± SE (%) 

ΟΜΛ (n=3) 
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 MC 540 

74.8 J/cm2 3.3±1.16 
(0.0001-6.8) 

 

93.6 J/cm2 4.5±2.8 
(0.0001-20.8) 

 

112.3 J/cm2 0.31±0.22 
(0.0001-1.4) 

MC540+ WR-2721 (1.5 mg/ml) 

0.36±0.25 
(0.0001-1.6) 

p=0.04 

1.49±0.68 
(0.0001-4.3) 

p>0.1 

0.12±0.08 
(0.0001-0.49) 

p>0.1 

 

 
 



2.5 Λευχαιµικά κύτταρα περιφερικού αίµατος 

 

Ακτινοβολήθηκαν λευχαιµικά κύτταρα περιφερικού αίµατος από ένα παιδί µε 

ΟΛΛ και ένα παιδί µε ΟΜΛ κατά την πρωτοδιάγνωση σε διάφορες δόσεις ακτινοβολίας 

µε MC540 και παρουσία ή όχι Αµιφοστίνης ή WR-1065. Παρατηρήθηκε ότι τα 

λευχαιµικά κύτταρα του περιφερικού αίµατος θανατώνονται σε ικανοποιητικό βαθµό 

(Πίνακας 10). 

 
Πίνακας 10. Επιβίωση (%) των λευχαιµικών κυττάρων περιφερικού αίµατος από παιδί µε οξεία 

λεµφοβλαστική λευχαιµία (ΟΛΛ) και παιδί µε οξεία µυελοβλαστική λευχαιµία (ΟΜΛ) σε πρωτοδιάγνωση 

µετά από MC 540 φωτοακτινοβόληση σε διάφορες δόσεις ακτινοβολίας, παρουσία ή όχι διαφορετικών 

συγκεντρώσεων WR-2721 ή WR-1065. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τη µέση τιµή 2-4 δειγµάτων για το κάθε 

πείραµα. 

 

∆όση ακτινοβολίας (J/cm2) 64.2 74.8 93.6 112.3 

 ΟΛΛ ΟΛΛ ΟΜΛ ΟΜΛ ΟΜΛ 

MC 540 0.4 0.0001 0.4 0.0001 0.25 

MC 540+WR-2721 (1.5 mg/ml) 0.0001 0.0001 3 0.0001 0.09 

MC 540+WR-2721 (3 mg/ml) 0.8 0.5 2.65 0.35 0.1 

MC 540+ WR-1065(0.2 mg/ml) 0.0001 0.17    

 

 

2.6 Κύτταρα µυελού από παιδιά µε νευροβλάστωµα 

 

Μελετήθηκε η επιβίωση κυττάρων µυελού παιδιών µε διήθηση 

νευροβλαστώµατος (n=5) µετά από Argon Laser 514 nm ακτινοβόληση σε 74.8 J/cm2 µε 

MC540 και παρουσία ή όχι WR-2721 ή WR-1065. Παρατηρήθηκε ότι επιβιώνει ένα 

σηµαντικό ποσοστό των κυττάρων του νευροβλαστώµατος, ενώ η παρουσία της 

Αµιφοστίνης δεν επηρεάζει την επιβίωση τους (Πίνακας 11).  
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Πίνακας 11. Επιβίωση (%) των κυττάρων µυελού στις 24 ώρες από παιδιά µε  νευροβλάστωµα, µε 

διήθηση µυελού µετά από MC540 φωτοακτινοβόληση, παρουσία ή όχι WR-2721 ή WR-1065 (n=5). 

Αναγράφονται οι µέσες τιµές % επιβίωσης επί της οµάδας ελέγχου ± σταθερό σφάλµα (SE).  

 

∆όση ακτινοβολίας 74.8 J/cm 2 % Επιβίωση�SE 

MC 540 

MC 540+WR-2721 ( 1.5 mg/ml ) 

MC 540+ WR-1065 ( 0.2 mg/ml ) 

 

32.86±5.1 

31.04±5.1 

33.3±6.3 

2.7 Προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα  

 

Η επιβίωση των φυσιολογικών δεσµευµένων προγονικών κυττάρων µυελού από 

παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση, µετά από MC540 φωτοακτινοβόληση, βελτιώνεται 

παρουσία Αµιφοστίνης, όπως φαίνεται στον Πίνακα 12 και το Σχήµα 6. 

 
Πίνακας 12 . Επιβίωση των προγονικών κυττάρων µυελού από παιδιά µε οξεία λευχαιµία σε 

ύφεση (n=11) µετά από MC540 φωτοακτινοβόληση, παρουσία ή όχι διαφορετικών συγκεντρώσεων WR-

2721 ή WR-1065. Αναγράφονται οι µέσες τιµές % επιβίωσης επί της οµάδας ελέγχου ± σταθερό σφάλµα 

(SE). Τα p αναφέρονται συγκριτικά µε την οµάδα που δεν επωάστηκε µε κυτταροπροστατευτικό 

παράγοντα. 

 

∆όση ακτινοβολίας 74.8 J/cm2 OΛ ύφεση 

 CFU-E BFU-E CFU-GEMM CFU-GM 
MC 540 5.6±1.7  20±5.4 32.45±6.6 19.7±4 
MC 540+WR-2721 (1.5 mg/ml) 24.2±8.8 

p=0.055 

53.51±11.52 

p=0.011 

48.11±16.46 

p=0.3 

40.04±7.6 

p=0.02 
MC 540+WR-2721 (3 mg/ml)  41.26±14.6 

p=0.12 

51.64±6.5 

p=0.07 

46.43±8.15 

p=0.003 
MC 540+ WR-1065 (0.2 mg/ml)  61.64±19.59 

p=0.014 

 46.72±5.1 

p=0.002 
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Στην εκτίµηση της επίδρασης της Αµιφοστίνης στα προγονικά αιµοποιητικά 

κύτταρα διαπιστώθηκε ότι η Αµιφοστίνη (1.5 mg/ml) και ο δραστικός µεταβολίτης WR-

1065  

(0.2 mg/ml) βελτιώνουν την επιβίωση των BFU-E και CFU-GM. Παρατηρήθηκε επίσης, 

βελτίωση της επιβίωσης των CFU-GM παρουσία 3 mg/ml Αµιφοστίνης.  

Στον Πίνακα 13 φαίνεται ότι η παρουσία της Αµιφοστίνης ενισχύει επίσης την 

ικανότητα σχηµατισµού αποικιών BFU-E και CFU-GΜ. Επίσης προάγει την ανάπτυξη 

των CFU-GΕΜΜ µετά από Φ∆Θ, αλλά η διαφορά δεν είναι στατιστικά σηµαντική. Τα 

κύτταρα που φωτοακτινοβολούνται χωρίς Αµιφοστίνη έχουν σηµαντικά µειωµένη 

ικανότητα σχηµατισµού αποικιών CFU-GEMM, συγκριτικά µε την οµάδα ελέγχου 

(p=0.0018). Αντιθέτως στα κύτταρα που φωτοακτινοβολούνται παρουσία Αµιφοστίνης, 

δεν φαίνεται να επηρεάζεται η ικανότητα σχηµατισµού αποικιών σε σύγκριση µε την 

οµάδα ελέγχου (p=0.6). Επώαση των κυττάρων µόνο µε Αµιφοστίνη, δεν επηρεάζει την 

επιβίωση των φυσιολογικών  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 6. Η επίδραση της Αµιφοστίνης (1.5 mg/ml) στην επιβίωση προγονικών κυττάρων µυελού 

από παιδιά µε οξεία λευχαιµία σε ύφεση (n=11) µετά MC 540 φωτοακτινοβόληση, σε δόση 74.8 J/cm2.  
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ελέγχου (p=0.6). Επώαση των κυττάρων µόνο µε Αµιφοστίνη, δεν επηρεάζει την 

επιβίωση των φυσιολογικών προγονικών κυττάρων, γεγονός που οδηγεί στο συµπέρασµα 

ότι η επίδραση της Αµιφοστίνης έχει άµεση σχέση µε το φωτοδυναµικό φαινόµενο. 

Τέλος, η παρουσία της MC540 ή του Laser µεµονωµένα δεν επηρεάζουν την ικανότητα 

σχηµατισµού αποικιών (Πίνακας 13).  

 Η παρουσία της Αµιφοστίνης δεν επηρεάζει την επιβίωση των προγονικών 

αιµοποιητικών κυττάρων από τους φυσιολογικούς µάρτυρες (Πίνακας 14, Σχήµα 7) ούτε 

την ικανότητα σχηµατισµού αποικιών (Πίνακας 15). Παρατηρήθηκε σηµαντικά 

µεγαλύτερη ανάπτυξη των BFU-E και CFU-GM στα φυσιολογικά δείγµατα, σε σύγκριση 

µε τα αντίστοιχα από λευχαιµίες σε ύφεση, µετά τη Φ∆Θ. Οι διαφορές αυτές στην 

επιβίωση µετά την φωτοδυναµική θεραπεία εξαλείφονται όταν τα κύτταρα επωάζονται 

µε Αµιφοστίνη (1.5 mg/ml) (Σχήµα 8).  

 

Σχήµα 7. Επίδραση της Αµιφοστίνης στην επιβίωση προγονικών κυττάρων µυελού από φυσιολογικούς 

µάρτυρες (n=6) µετά από MC 540 φωτοακτινοβόληση, σε δόση 74.8 J/cm2. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τη 

µέση τιµή � σταθερό σφάλµα (SE).  

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

BFU-E CFU-GEMM CFU-GM

%
 ε
πι
βί
ω
ση

MC 540+ WR-
2721

MC 540

p= 0.33 p= 0.38 p=0.59



 93

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 8. Σύγκριση της επίδρασης της Αµιφοστίνης (1.5 mg/ml) στην επιβίωση των BFU-E και CFU-GM 
µετά από MC 540 φωτοακτινοβόληση σε δόση 74.8 J/cm2 σε φυσιολογικούς µάρτυρες και παιδιά µε 
λευχαιµία σε ύφεση. Η επιβίωση των φυσιολογικών προγονικών κυττάρων γίνεται ανάλογη µε των 
φυσιολογικών µαρτύρων µετά από επώαση µε Αµιφοστίνη. 
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Πίνακας 13. Ικανότητα σχηµατισµού αποικιών µυελικών κυττάρων από παιδιά µε οξεία λευχαιµία 

σε ύφεση µετά από MC540 φωτοακτινοβόληση, παρουσία ή όχι διαφορετικών συγκεντρώσεων WR-2721 ή 

WR-1065 (n=11). Τα αποτελέσµατα δείχνουν τη µέση τιµή και το σταθερό σφάλµα. Τα p αναφέρονται 

συγκριτικά µε την αντίστοιχη οµάδα που δεν επωάστηκε µε κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 

 

Ικανότητα σχηµατισµού αποικιών (colony forming efficiency)= αριθµός αποικιών δια του 

αριθµού των κυττάρων ανά τρυβλίο x 100 

OΛ ύφεση 

Ικανότητα σχηµατισµού αποικιών 

 CFU-E BFU-E CFU-GEMM CFU-GM 
74.8 J/cm2, MC 540 0.002±0.0007 0.008±0.002 ✝  0.003±0.0009 0.032±0.01 
74.8 J/cm2, 

MC 540+WR-2721 

(1.5 mg/ml) 

0.014±0.004 
p=0.06 

0.02±0.004 
p=0.03 

✦ 0.015±0.007 
p=0.06 

0.077±0.01 
p=0.02 

74.8 J/cm2, 

MC 540+WR-2721  

(3 mg/ml) 

∆Π* 0.018±0.007 
p=0.059 

0.015±0.01 
p>0.1 

0.042±0.017 
p>0.1 

74.8 J/cm2, 

MC 540+ WR-1065 

(0.2 mg/ml) 

∆Π 0.016±0.004 
p=0.19 

0.007±0.002 
p>0.1 

0.032±0.017 
p>0.1 

74.8 J/cm2, 

MC 540+ WR-1065 

(1.5 mg/ml) 

∆Π 0.034±0.02 
p=0.04 

0.017±0.008 
p>0.1 

0.053±0.02 
p>0.1 

 

Οµάδα ελέγχου 0.014±0.007 0.06±0.01 ✝  ✦ 0.013±0.002 0.164±0.03 
Οµάδα ελέγχου+WR-

2721 (1.5 mg/ml) 
0.04±0.02 
p=0.35 

0.08±0.02 
p>0.1 

0.022±0.005 
p=0.1 

0.165±0.04 
p>0.1 

Οµάδα ελέγχου+WR-

2721 (3 mg/ml) 
∆Π 0.11±0.05 

p=0.16 

0.018±0.008 
p>0.1 

0.156±0.06 
p>0.1 

MC 540+WR-2721  

(1.5 mg/ml) 
0.037±0.03 
p>0.1 

0.1±0.03 
p>0.1 

0.02±0.002 
p>0.1 

0.165 
p>0.1 

Laser+WR-2721  

(1.5 mg/ml) 
0.016±0.006 
p>0.1 

0.09±0.07 
p>0.1 

0.028±0.01 
p>0.1 

0.26±0.1 
p>0.1 

*∆Π= ∆εν προσδιορίστηκε 

✝  p=0.0018 

✦ p=0.6 
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Στα φυσιολογικά παιδιά, η παρουσία της Αµιφοστίνης στις καλλιέργειες 

προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων, που δεν έχουν υποστεί φωτοδυναµική θεραπεία, 

δεν επηρεάζει την ανάπτυξή τους (Πίνακες 14,15). Αντίστοιχα η προσθήκη Αµιφοστίνης 

στην καλλιέργεια κυττάρων χωρίς φωτοδυναµική θεραπεία δεν επηρεάζει τον απόλυτο 

αριθµό αποικιών τόσο στα φυσιολογικά παιδιά όσο και στα παιδιά µε λευχαιµίες σε 

ύφεση (Πίνακας 16, Σχήµατα 9, 10). Ενδιαφέρον είναι ότι η ανάπτυξη των CFU-GEMM 

( ο απόλυτος αριθµός ) ήταν σηµαντικά µικρότερη στα παιδιά µε οξείες λευχαιµίες υπό 

χηµειοθεραπεία σε σύγκριση µε τους φυσιολογικούς µάρτυρες (p=0.03). Αντίθετα ο 

αριθµός των CFU-GM ήταν σηµαντικά µεγαλύτερος στην κατηγορία αυτή των ασθενών 

(p=0.04).  

 
Πίνακας 14. Επιβίωση των προγονικών κυττάρων µυελού από φυσιολογικά παιδιά µετά από 

MC540 φωτοακτινοβόληση, παρουσία ή όχι WR-2721 (n=6). Αναγράφονται οι µέσες τιµές % επιβίωσης 

επί της οµάδας ελέγχου ± σταθερό σφάλµα (SE). Τα p αναφέρονται συγκριτικά µε την οµάδα που δεν 

επωάστηκε µε κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 
 

Φυσιολογικοί µάρτυρες 

(% επιβίωση) 

 Αµιφοστίνη Χωρίς Αµιφοστίνη p 

BFU-E 66.12±19.5 44.86±9.9 p=0.33 

CFU-GEMM 57.82±24.22 32.98±12.84 p=0.38 

CFU-GM 52.8±12.7 43.68±10.7 p=0.59 

 
Πίνακας 15. Ικανότητα σχηµατισµού αποικιών µυελικών κυττάρων από φυσιολογικά παιδιά µετά 

από MC 540 φωτοακτινοβόληση, παρουσία ή όχι WR-2721(n=6). Τα αποτελέσµατα δείχνουν τη µέση τιµή 

και το σταθερό σφάλµα. Τα p αναφέρονται συγκριτικά µε την οµάδα που δεν επωάστηκε µε 

κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 

 

Φυσιολογικοί µάρτυρες 

Ικανότητα σχηµατισµού αποικιών 

 CFU-E BFU-E CFU-GEMM CFU-GM 
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74.8 J/cm2+MC 540 0.009±0.005 0.07±0.02 0.027±0.01 0.05±0.01 
74.8 J/cm2+MC 540+WR-2721 

(1.5 mg/ml) 
0.014±0.007 

p>0.1 

0.086±0.02 

p>0.1 

0.08±0.02 

p=0.089 

0.09±0.03 

p>0.1 
Οµάδα ελέγχου 0.02±0.006 0.07±0.01 0.09±0.01 0.18±0.02 
Οµάδα ελέγχου+WR-2721 

(1.5 mg/ml) 
0.02±0.007 

p>0.1 

0.18±0.1 

p=0>0.1 

0.18±0.09 

p>0.1 

0.27±0.02 

p=0.03 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 9. Η επίδραση της Αµιφοστίνης στην επιβίωση των προγονικών  κυττάρων µυελού από 
παιδιά µε οξεία λευχαιµία σε ύφεση χωρίς MC 540 φωτοθεραπεία (n=7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1

10

100

1000

CFU-E BFU-E CFU-GEMM CFU-GM

Α
ρι
θµ
ός

 α
πο
ικ
ιώ
ν

(α
νά

 1
0 

5  κ
ύτ
τα
ρα

)

WR-2721+
WR-2721-

p> 0.1

Α
ρι
θµ
ός

 α
πο
ικ
ιώ
ν 

(α
νά

 1
0 

5 
κύ
ττ
αρ
α)

1

10

100

1000

CFU-E BFU-E CFU-
GEMM

CFU-GM

WR-2721+
WR-2721-

p>0.05



 97

Σχήµα 10. Η επίδραση της Αµιφοστίνης στην επιβίωση των προγονικών κυττάρων µυελού από 
φυσιολογικά παιδιά χωρίς MC 540 φωτοθεραπεία (n=4).  

Πίνακας 16. Απόλυτος αριθµός αποικιών ανά 10 5 κύτταρα από κύτταρα µυελού φυσιολογικών 

παιδιών (n=4) και παιδιών µε οξεία λευχαιµία σε ύφεση (n=7) που επωάστηκαν µε ή χωρίς Αµιφοστίνη 

(1.5 mg/ml). Αναφέρεται η µέση τιµή ±σταθερό σφάλµα.  

 

 Φυσιολογικά παιδιά ΟΛ ύφεση 

 Αµιφοστίνη Χωρίς Αµιφοστίνη Αµιφοστίνη Χωρίς 

Αµιφοστίνη 

CFU-E 13±7 19±8     (p>0.1) 67±37 30±12     (p>0.1) 

BFU-E 217±43 123±26 (p=0.08) 143±61 96±37     (p>0.1) 

CFU-GEMM 173±52 92±24   (p>0.1) 37±12 22±5       (p>0.1) 

CFU-GM 346±109 256±71 (p>0.1) 574±112 551±108 (p>0.1) 

 

 

Τέλος µελετήθηκε η επιβίωση των φυσιολογικών αιµοποιητικών προγονικών 

κυττάρων από παιδιά µε νευροβλάστωµα και διήθηση µυελού (n=5). Παρατηρήθηκε 

ικανοποιητική επιβίωση των BFU-E, CFU-GEMM και CFU-GM µετά από Φ∆Θ. Η 

επώαση των κυττάρων µε 1.5 mg/ml WR-2721 βελτιώνει την επιβίωση και των τριών 

κυτταρικών σειρών (BFU-E, CFU-GEMM, CFU-GM) και στατιστικά σηµαντική είναι η 

διαφορά για τα BFU-E (p=0.03) και CFU-GEMM (p=0.03), ενώ η επώαση µε 0.2 mg/ml 

WR-1065 βελτιώνει σηµαντικά την επιβίωση των BFU-E (p=0.01), CFU-GEMM 

(p=0.028) και CFU-GM (p=0.016) (Πίνακας 17). 

 
Πίνακας 17. Επιβίωση των προγονικών κυττάρων µυελού από παιδιά µε νευροβλάστωµα µετά 

από MC 540 φωτοακτινοβόληση, παρουσία ή όχι WR-2721 ή WR-1065. Αναγράφονται οι µέσες τιµές % 

επιβίωσης επί της οµάδας ελέγχου ± σταθερό σφάλµα (SE). Τα p αναφέρονται συγκριτικά µε την οµάδα 

που δεν επωάστηκε µε κυτταροπροστατευτικό παράγοντα. 

 

∆όση ακτινοβολίας 74.8 J/cm2 Παιδιά µε νευροβλάστωµα (n=5) 

 BFU-E CFU-GEMM CFU-GM 
MC 540 45.57±10 37.14±10.9 58±5.79 
MC540+WR-2721 (1.5 mg/ml) 90.48±17.7 76.95±12.55 63.16±9.16 
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p=0.03 p=0.03 p=0.64 
MC 540+WR-1065 (0.2 mg/ml) 89.11±12.67 

p=0.01 

80.41±13.34 

p=0.02 

79.6±5.1 

p=0.016 

 

2.8 ∆ράση της Αµιφοστίνης στην ανάπτυξη και διαφοροποίηση προγονικών 

αιµοποιητικών κυττάρων 

Για να εκτιµηθεί καλύτερα η πιθανή επαγωγική δραστηριότητα  της Αµιφοστίνης 

ως θειόλης στην αιµοποίηση, µελετήθηκε η επίδραση in vitro διαφόρων συγκεντρώσεων 

Αµιφοστίνης (0.1-1000 µΜ) στην ανάπτυξη των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων 

από παιδιά µε οξεία λευχαιµία σε ύφεση (n=8), φυσιολογικά παιδιά (n=6), παιδιά µε 

ουδετεροπενία (n=8) και παιδιά µε θροµβοπενία (n=3). Τα κύτταρα επωάστηκαν µε 

Αµιφοστίνη για 5 λεπτά και ακολούθως εκπλύθηκαν δύο φορές προτού µπούν σε 

ηµιστερεές καλλιέργειες µεθυλοκυτταρίνης παρουσία αυξητικών παραγόντων (Κεφάλαιο 

Υλικό και Μέθοδοι). Η παρουσία της Αµιφοστίνης, δεν φαίνεται να επηρεάζει την 

ανάπτυξη των BFU-E και CFU-GEMM στα παιδιά µε λευχαιµία σε ύφεση (σχήµα 11) 

και στα φυσιολογικά παιδιά (σχήµα 12), ενώ φαίνεται να ασκεί ανασταλτική επίδραση 

στα CFU-GM. Σε όλα τα πειράµατα η συγκέντρωση 1000µΜ φαίνεται να έχει ισχυρή 

ανασταλτική επίδραση στην ανάπτυξη όλων των σειρών των προγονικών κυττάρων 

(p<0.0005). Παρατηρήθηκε µία σηµαντική βελτίωση στην ανάπτυξη των BFU-E στα 

παιδιά µε ουδετεροπενία (σχήµα 13) και θροµβοπενία (σχήµα 14) καθώς και στην 

ανάπτυξη των CFU-GEMM στα παιδιά µε θροµβοπενία, σε συγκέντρωση 0.1 µΜ.  
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Σχήµα 11. Επίδραση της παρουσίας Αµιφοστίνης σε συγκεντρώσεις 0.1-1000 µΜ στην επιβίωση 

των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων  παιδιών µε οξεία λευχαιµία σε ύφεση.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 12. Επίδραση της παρουσίας Αµιφοστίνης σε συγκεντρώσεις 0.1-1000 µΜ στην επιβίωση 
των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων  φυσιολογικών παιδιών. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Σχήµα 13. Επίδραση της παρουσίας Αµιφοστίνης σε συγκεντρώσεις 0.1-1000 µΜ στην επιβίωση 

των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων παιδιών µε ουδετεροπενία.  
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Σχήµα 14. Επίδραση της παρουσίας Αµιφοστίνης σε συγκεντρώσεις 0.1-1000 µΜ στην επιβίωση 
των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων παιδιών µε θροµβοπενία.    
   

3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Τα πλεονεκτήµατα και τα µειονεκτήµατα της κάθαρσης του µυελού των οστών, 

έχουν συζητηθεί από πολλούς ερευνητές. Υπάρχουν πολλές ενδείξεις ότι η παρουσία 

υπολειµµατικών νεοπλασµατικών κυττάρων στο αυτόλογο µόσχευµα του µυελού είναι 

υπεύθυνη για υποτροπές της νόσου και ελαττωµένη επιβίωση ελεύθερη νόσου. Στόχος 

της κάθαρσης είναι να αποµακρύνει τα νεοπλασµατικά κύτταρα από το µόσχευµα χωρίς 

να επηρεάσει σηµαντικά τα φυσιολογικά αρχέγονα και προγονικά κύτταρα και την 

ικανότητα της αποκατάστασης της αιµοποίησης.  

Τα λευχαιµικά κύτταρα παρουσιάζουν διαφορές στην κλωνογονικότητα και την 

ικανότητά τους να εγκαταστήσουν λευχαιµία. Έτσι σε µυελό σε κλινική ύφεση, µετά την 

αυτόλογη µεταµόσχευση, σηµαίνει ότι οι φυσιολογικοί κλώνοι, αναπτύσσονται 

διατηρώντας φυσιολογική αιµοποίηση εις βάρος του λευχαιµικού κλώνου. Η υποτροπή 

συµβαίνει όταν ο λευχαιµικός κλώνος παύει να είναι σε κατάσταση ηρεµίας και 
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επανεισέρχεται στον κυτταρικό κύκλο. Η in vitro κάθαρση πριν την αυτόλογη 

µεταµόσχευση, µπορεί να επαναφέρει αποτελεσµατικά την ισορροπία ανάµεσα στους 

φυσιολογικούς και νεοπλασµατικούς κλώνους και να επηρεάσει ευνοϊκά την 

αναγεννητική δραστηριότητα (repopulating activity) των αρχέγονων κυττάρων, 

καταστρέφοντας τα λευχαιµικά. Οι συνήθως χρησιµοποιούµενες µέθοδοι κάθαρσης, που 

έχουν την ικανότητα να καταστρέψουν τα κακοήθη κύτταρα κατά 4-6 log φαίνεται να 

δίνουν ικανοποιητικά αποτελέσµατα, αν και έχει υπολογιστεί ότι για ένα ασθενή βάρους 

75 kgr που λαµβάνει αυτόλογο µόσχευµα 1.5x10 10 κύτταρα µε 0.1 έως �5% διήθηση µε 

βλάστες, χρειάζεται να επιτευχθεί θανάτωση κατά 8 log των λευχαιµικών κυττάρων και 

κατά 6 log των κλωνογονικών κυττάρων [43]. 

Η φωτοδυναµική θεραπεία µε ΜC540, αποτελεί ένα πρόσφατο πειραµατικό 

πεδίο, στο χώρο της έρευνας για την κάθαρση του µυελού. Η ΜC540, είναι 

φωτοευαίσθητη χρωστική, που παρουσιάζει µεγαλύτερη συγγένεια µε τα λευχαιµικά 

κύτταρα από τα φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα του µυελού. Με ακτινοβόληση µε 

φως κατάλληλου µήκους κύµατος, η ΜC540 ασκεί αντινεοπλασµατική δράση [240, 242, 

243, 287, 288, 294, 298-301]. Παρόλα αυτά η µέθοδος δεν είναι απόλυτα εκλεκτική και 

εµφανίζει κάποιου βαθµού τοξικότητα και για τα φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα 

[298, 300]. Το γεγονός αυτό επηρεάζει αρνητικά την ποιότητα του µοσχεύµατος, µε 

αποτέλεσµα καθυστέρηση της αιµοποιητικής αποκατάστασης και εγκατάστασης του 

µοσχεύµατος και συνεπώς σοβαρές και δυνητικά θανατηφόρες επιπλοκές, όπως 

αιµορραγίες και λοιµώξεις. Είναι λοιπόν απαραίτητη η εύρεση προστατευτικών ουσιών, 

οι οποίες θα βελτιώσουν την επιβίωση των φυσιολογικών αρχέγονων και προγονικών 

αιµοποιητικών προβαθµίδων, χωρίς να επηρεάσουν την αποτελεσµατικότητα της 

µεθόδου έναντι των νεοπλασµατικών κυττάρων. 

Στην παρούσα µελέτη, διερευνήθηκε η δράση της MC540 φωτοακτινοβόλησης µε 

ακτινοβολία Laser, παρουσία της θειόλης Αµιφοστίνης σε νεοπλασµατικά και 

φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε πρωτοδιάγνωση, 

λευχαιµίες σε ύφεση, νευροβλάστωµα και φυσιολογικούς µάρτυρες. Σύµφωνα µε τα 

µέχρι σήµερα δεδοµένα, δεν έχουν δηµοσιευτεί πειραµατικά δεδοµένα που να 

αναφέρονται στη συνδυασµένη επίδραση της Αµιφοστίνης και MC540 

φωτοακτινοβόλησης µε  Laser σε κύτταρα από νωπά δείγµατα µυελού από παιδιά µε 
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οξείες λευχαιµίες στη διάγνωση, σε ύφεση ή από παιδιά µε συµπαγείς όγκους. Οι 

δηµοσιεύσεις αφορούν µόνο κάθαρση κυτταρικής σειράς µικροκυτταρικού καρκίνου του 

πνεύµονος και την επιβίωση προγονικών κυττάρων µυελού CFU-GEMM από 

φυσιολογικούς ενήλικους δότες, µε συνδυασµό Αµιφοστίνης, MC540 και λευκού φωτός 

[366]. Στην παρούσα µελέτη ως πηγή φωτός χρησιµοποιήθηκε µονοχρωµατική 

ακτινοβολία (Laser), η οποία υπερέχει του λευκού φωτός, γιατί αποφεύγεται η µη ειδική 

κυτταρική καταστροφή λόγω θερµικών φαινοµένων καθώς και η δυνητική 

µεταλλαξιογένεση από µακρούς χρόνους έκθεσης στο φως [298, 259]. Η σηµασία της 

µελέτης σε κύτταρα µυελού από ασθενείς που λαµβάνουν χηµειοθεραπεία είναι µεγάλη, 

καθότι η κάθαρση µυελού δεν εφαρµόζεται σε φυσιολογικούς δότες, αλλά σε ασθενείς 

που έχουν λάβει υψηλές δόσεις χηµειοθεραπείας και το αιµοποιητικό τους σύστηµα έχει 

υποστεί σχετικές βλάβες. 

Σήµερα, οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενες µέθοδοι κάθαρσης είναι οι 

φαρµακολογικές και ανοσολογικές µέθοδοι. Οι µέθοδοι αυτές επιτυγχάνουν κάθαρση 

λευχαιµικών κυττάρων κατά 4 έως 8 log [67-74, 87-103]. Η χρήση κυτταροστατικών, 

όπως οι µεταβολίτες της κυκλοφωσφαµίδης, παρουσιάζει περιορισµούς καθώς έχουν 

στενό θεραπευτικό εύρος. Είναι ιδιαίτερα τοξικοί για τα CFU-GM, επιτρέποντας την 

επιβίωση κατά 0-5% [72]. Επίσης οι φαρµακευτικές µέθοδοι έχουν το µειονέκτηµα ότι 

εφαρµόζονται σε ασθενείς που έχουν λάβει χηµειοθεραπεία επί µακρό χρονικό διάστηµα, 

µε κίνδυνο τα νεοπλασµατικά κύτταρα να έχουν αναπτύξει φαρµακευτική αντοχή. Από 

την άλλη, οι ανοσολογικές µέθοδοι, µπορεί να υπερέχουν ως προς την εκλεκτικότητα, 

αλλά έχουν το µειονέκτηµα ότι προϋποθέτουν παρασκευή µονοκλωνικών αντισωµάτων 

έναντι µεγάλου αριθµού αντιγόνων. Πρέπει δε να ληφθεί υπόψιν ότι υπάρχει ποικιλία 

στην αντιγονική έκφραση, που δεν αφορά µόνο διαφορετικούς µορφολογικούς 

υποτύπους των κακοηθειών και διαφορετικούς ασθενείς, αλλά συχνά παρατηρείται 

ετερογένεια στην αντιγονική έκφραση ακόµη και µέσα στα νεοπλασµατικά κύτταρα του 

ίδιου ασθενή [97, 104-106]. Επιπλέον έχουν αναφερθεί µηχανισµοί αντίστασης, όπως 

απώλεια της φαινοτυπικής έκφρασης διαφόρων αντιγόνων ή παρουσία ρυθµιστικών 

πρωτεϊνών του συµπληρώµατος που εµποδίζουν την κυτταρική λύση και που καθιστούν 

την εφαρµογή των ανοσολογικών µεθόδων δυσκολότερη [100, 108]. Εξάλλου και οι 
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ανοσολογικές µέθοδοι παρουσιάζουν µη ειδική καταστροφή των φυσιολογικών 

προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων. 

Τα προβλήµατα αυτά αντιµετωπίζει η φωτοδυναµική θεραπεία που είναι 

αποτελεσµατική ακόµη και έναντι νεοπλασµατικών κυττάρων µε πολυφαρµακευτική 

αντοχή [197, 198, 393]. Παρά την εκλεκτικότητα της µεθόδου, παρατηρείται κάποιου 

βαθµού τοξική επίδραση στα φυσιολογικά αιµοποιητικά προγονικά κύτταρα [298, 300]. 

Για το λόγο αυτό είναι πολύ σηµαντικό να βρεθούν παράγοντες που προστατεύουν τα 

φυσιολογικά κύτταρα του µυελού ενώ ταυτόχρονα δεν θα επηρεάζουν την επιβίωση των 

νεοπλασµατικών κυττάρων ή στην ιδανική περίπτωση θα ενισχύουν το φωτοτοξικό 

φαινόµενο εναντίον τους. Πρόσφατα οι Λυδάκη και συν. έδειξαν ότι η ανθρώπινη 

λευκωµατίνη βελτιώνει την επιβίωση των πρόδροµων κυττάρων µυελού και των 

προγονικών κυττάρων της ερυθράς σειράς (BFU-E), από παιδιά µε οξεία λευχαιµία σε 

ύφεση, µετά από MC540 φωτοακτινοβόληση. Ταυτόχρονα όµως παρατηρήθηκε µικρή 

θετική επίδραση στην επιβίωση των λευχαιµικών κυττάρων. Συνεπώς, ο παράγοντας 

αυτός από µόνος του δεν είναι κατάλληλος για κάθαρση του µυελού [300]. 

Η Αµιφοστίνη είναι µία οργανική θειοφωσφορική ένωση που έχει χρησιµοποιηθεί 

για την προστασία των φυσιολογικών κυττάρων και ιστών από την τοξικότητα της 

χηµειοθερα-πείας και ακτινοθεραπείας. Επίσης έχει χρησιµοποιηθεί στην κάθαρση 

µυελού µε παράγωγα κυκλοφωσφαµίδης όπου φαίνεται ότι βελτιώνει την ποιότητα του 

µοσχεύµατος και µειώνει την περίοδο πανκυτταροπενίας κατά την αυτόλογη 

µεταµόσχευση µυελού [377]. Έχει ήδη µελετηθεί η επίδραση των θειολών χαµηλού 

µοριακού βάρους στην κυτταρική επιβίωση και η προστατευτική τους δράση έναντι των 

φωτοοξειδωτικών βλαβών µετά τη Φ∆Θ [255, 275, 276, 338, 394]. Η Αµιφοστίνη 

προστατεύει in vitro και in vivo φυσιολογικούς ιστούς µετά από Φ∆Θ µε παράγωγα 

αιµατοπορφυρίνης. Ως πιθανοί µηχανισµοί προστασίας προτείνονται η εξουδετέρωση 

των ελεύθερων ριζών (scavenging) και του µονήρους οξυγόνου (quenching) και η 

µείωση του φωτοπολυµερισµού των πρωτεϊνών µέσω επιτάχυνσης της φωτοδιάσπασης 

(photobleaching) των πορφυρινών [394]. Επίσης η παρουσία της Αµιφοστίνης κατά την 

φωτοακτινοβόληση έχει σαν συνέπεια τη δέσµευση του οξυγόνου, δηµιουργώντας 

υποξικές συνθήκες [339] που ευνοούν τις αντιδράσεις τύπου Ι παρά τις τύπου ΙΙ 

αντιδράσεις [264]. Το περιεχόµενο των κυττάρων σε γλουταθειόνη από την άλλη 
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καθορίζει την ευαισθησία τους στη Φ∆Θ µε λευκό φως σε συνδυασµό µε παράγωγα 

αιµατοπορφυρίνης [338] και Μεροκυανίνη [255, 275, 276]. Κύτταρα τα οποία 

επωάζονται µε τον αναστολέα βιοσύνθεσης γλουταθειόνης BSO, ή περιέχουν γενετικά 

καθορισµένα µειωµένη γλουταθειόνη είναι πιο ευαίσθητα στη Φ∆Θ. Η γλουταθειόνη 

εξουδετερώνει τις ελεύθερες ρίζες, προστατεύει τα ακόρεστα λιπίδια της κυτταρικής 

µεµβράνης από τις διαδικασίες της φωτοοξείδωσης και συµµετέχει σε κυτταρικούς 

µηχανισµούς επιδιόρθωσης του DNA, ως δότης υδρογόνου.  

Με βάση τα δεδοµένα αυτά, µελετήθηκε η επίδραση της Αµιφοστίνης σε κύτταρα 

µυελού από παιδιά µε λευχαιµίες, νευροβλάστωµα και φυσιολογικούς µάρτυρες καθώς 

και σε κύτταρα λευχαιµικής σειράς HL-60. 

Τα λευχαιµικά κύτταρα του µυελού από παιδιά µε οξεία λευχαιµία στην 

πρωτοδιάγνωση έχουν µεγάλη ευαισθησία στη φωτοακτινοβόληση µε MC540 

(κυτταρικός θάνατος >95%). Η επιβίωση των κυττάρων που παρατηρείται µπορεί να 

οφείλεται στο ποσοστό των φυσιολογικών µονοπυρήνων κυττάρων. H ετερογένεια της 

ευαισθησίας της µεθόδου που παρατηρήθηκε, πιθανώς οφείλεται σε δοµικές διαφορές 

στην κυτταρική µεµβράνη µεταξύ των βλαστών, οι οποίοι µε τις ισχύουσες µεθόδους 

αναγνώρισης ταξινοµούνται στην ίδια κατηγορία. Είναι επίσης πιθανό κάποια κύτταρα 

να είναι ενδογενώς λιγότερο ευαίσθητα στη φωτοδυναµική βλάβη από άλλα ή 

περισσότερο ικανά να επιδιορθώσουν τις βλάβες που υφίστανται κατά τη Φ∆Θ. Στην 

οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία, η παρουσία της Αµιφοστίνης φαίνεται να µειώνει 

σηµαντικά την επιβίωση των λευχαιµικών κυττάρων, ιδιαίτερα στις µικρές δόσεις 

ακτινοβολίας.  Η επώαση µε WR-1065 δεν επηρεάζει στατιστικά την επιβίωση των 

λευχαιµικών κυττάρων. Από τα σηµερινά δεδοµένα παραµένει αδιευκρίνιστη η 

αντιλευχαιµική δράση της Αµιφοστίνης. Οµοίως στην οξεία µυελογενή λευχαιµία η 

επώαση µε Αµιφοστίνη µειώνει σηµαντικά την επιβίωση των λευχαιµικών κυττάρων στη 

µικρότερη δόση ακτινοβολίας. ∆εν παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές 

ανάµεσα στην οξεία λεµφοβλαστική και µυελογενή λευχαιµία. 

Κατά τη Φ∆Θ η παρουσία Αµιφοστίνης δεν προστατεύει τα κύτταρα της 

λευχαιµικής σειράς HL-60. Φαίνεται µάλιστα να ενισχύει ελαφρώς το φωτοδυναµικό 

φαινόµενο, αφού επιτυγχάνεται µείωση των λευχαιµικών κυττάρων κατά 3 log µε 

ακτινοβόληση στα 46.8 J/cm2, ενώ κάτω από τις ίδιες πειραµατικές συνθήκες χωρίς 
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Αµιφοστίνη επιβιώνουν περίπου 10% κύτταρα HL-60. Οι αντιλευχαιµικές ιδιότητες της 

Αµιφοστίνης είναι ένα παράδοξο φαινόµενο, που όµως έχει καταδειχθεί in vitro και µε 

χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες, όπως νιτρώδη µουστάρδας [363], πακλιταξέλη [365], 

καρβοπλατίνη [364], και µαφοσφαµίδη [374]. Επίσης οι Meagher και συν. αναφέρουν ότι 

η Αµιφοστίνη ενισχύει τη φωτόλυση κυττάρων µικροκυτταρικού καρκίνου του 

πνεύµονος µε φωτοθεραπεία µε MC540 και λευκό φως [366]. Ο µηχανισµός µε τον 

οποίο ασκεί αυτή τη δράση είναι άγνωστος. Θα µπορούσε να οφείλεται σε διαφορές στη 

πρόσληψη της Αµιφοστίνης µεταξύ των φυσιολογικών και νεοπλασµατικών κυττάρων, 

που µπορεί να ρυθµίζει επίσης και τη σύνδεση της MC540 σε αυτά. Σε προκλινικές 

µελέτες έχει δειχθεί ότι η Αµιφοστίνη και ο δραστικός µεταβολίτης της WR-1065 

µπορούν να µειώσουν τα επίπεδα γλουταθειόνης σε ορισµένες κυτταρικές σειρές [395, 

396]. Εφόσον η Αµιφοστίνη απορροφάται από τα νεοπλασµατικά κύτταρα σε µικρότερο 

βαθµό από τα φυσιολογικά και µε παθητική διάχυση, είναι δυνατόν να µειώνει τα 

επίπεδα γλουταθειόνης και συνεπώς να αυξάνει την ευαισθησία των κυττάρων στη 

φωτοθεραπεία. Είναι γνωστός ο ρόλος της γλουταθειόνης στους µηχανισµούς κυτταρικής 

επιδιόρθωσης από τις οξειδωτικές βλάβες [324]. Εξάλλου έχει αναφερθεί και άµεση 

αντιλευχαιµική δράση της Αµιφοστίνης, µέσω επαγωγής του πρωτο-ογκογονιδίου p53, 

που συµµετέχει στη διακοπή  του κυτταρικού κύκλου και αναστέλλει την κλωνική 

ανάπτυξη [380, 391], δράση την οποία εµφανίζει και η Μεροκυανίνη [397]. Άλλοι 

µηχανισµοί, όπου φαίνεται να συγκλίνουν οι δράσεις της Αµιφοστίνης και 

Μεροκυανίνης είναι στη διαδικασία της απόπτωσης και στην αναστολή της 

τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Και οι δύο ουσίες φαίνεται να αναστέλλουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ 

[344, 398]. 

Η επιβίωση των φυσιολογικών πρόδροµων κυττάρων µυελού στις 24 ώρες µετά 

τη Φ∆Θ ευνοείται από την παρουσία Αµιφοστίνης στα παιδιά µε λευχαιµία µε ύφεση 

(20±2.6 έναντι 54.5±13.2, p=0.02). Αντίθετα, στους φυσιολογικούς µάρτυρες, η 

παρουσία της Αµιφοστίνης δεν φαίνεται να επηρεάζει την επιβίωση των κυττάρων. 

Επίσης, δεν βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στην επιβίωση των 

κυττάρων από παιδιά µε λευχαιµίες σε ύφεση και φυσιολογικά παιδιά, αλλά η επιβίωση 

των κυττάρων στην πρώτη οµάδα είναι σχετικά µικρότερη. Οι διαφορές ίσως 

αντανακλούν βλάβη της κυτταρικής µεµβράνης ή διαταραχές στους µηχανισµούς 
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κυτταρικής επιδιόρθωσης στα φυσιολογικά αιµοποιητικά κύτταρα που προκαλούνται από 

τη χηµειοθεραπεία. Πάντως το εύρηµα ότι η Αµιφοστίνη προστατεύει σε µεγαλύτερο 

βαθµό τα αιµοποιητικά κύτταρα από παιδιά µε λευχαιµία σε ύφεση έχει ιδιαίτερη 

σηµασία καθώς η Φ∆Θ ως µελλοντική µέθοδος κάθαρσης στοχεύει σε αυτή την 

κατηγορία των ασθενών. 

Αντίστοιχα, η Αµιφοστίνη ευνοεί την επιβίωση των φυσιολογικών προγονικών 

κυττάρων της ερυθράς  (BFU-E) και µυελικής σειράς (CFU-GM) από τα παιδιά µε οξείες 

λευχαιµίες σε ύφεση, καθώς και την ικανότητα σχηµατισµού αποικιών. Παρόµοια δράση 

παρουσιάζει και ο δραστικός µεταβολίτης WR-1065. Παρατηρείται προστατευτική 

δράση στην επιβίωση των CFU-GM και µετά από επώαση µε µεγαλύτερες δόσεις 

Αµιφοστίνης (3 mg/ml). Η Αµιφοστίνη δεν προστατεύει τα CFU-GEMM, εύρηµα που 

συµφωνεί µε την βιβλιογραφία [366]. ∆ιαπιστώσαµε όµως ότι τα κύτταρα που 

φωτοακτινοβολούνται χωρίς Αµιφοστίνη έχουν σηµαντικά µειωµένη ικανότητα 

σχηµατισµού αποικιών CFU-GEMM, συγκριτικά µε την οµάδα ελέγχου, ενώ όταν 

φωτοακτινοβολούνται παρουσία Αµιφοστίνης η ικανότητα σχηµατισµού αποικιών δεν 

διαφέρει σηµαντικά από της οµάδας ελέγχου. Επώαση των κυττάρων µόνο µε 

Αµιφοστίνη δεν επηρεάζει την επιβίωση, άρα η Αµιφοστίνη προστατεύει άµεσα από το 

φωτοδυναµικό φαινόµενο και τις οξειδωτικές βλάβες. Αντίθετα στους φυσιολογικούς 

µάρτυρες η Αµιφοστίνη δε µεταβάλλει την επιβίωση των προγονικών κυττάρων ούτε την 

ικανότητα σχηµατισµού αποικιών µετά τη φωτοδυναµική θεραπεία. Μία άλλη σηµαντική 

παρατήρηση είναι ότι τα προγονικά κύτταρα της ερυθράς (BFU-E) και της µυελικής 

σειράς (CFU-GM) από τα παιδιά µε λευχαιµία σε ύφεση είναι πιο ευαίσθητα στη 

φωτοδυναµική θεραπεία από τα αντίστοιχα των φυσιολογικών µαρτύρων. Τα 

αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε προηγούµενη δηµοσίευση [300]. Η επώαση µε 

Αµιφοστίνη απαλείφει τη διαφορά, γεγονός που τονίζει την ιδιαίτερη 

κυτταροπροστατευτική δράση της στα κύτταρα µυελού από παιδιά που λαµβάνουν 

χηµειοθεραπεία, τα οποία είναι και τα πιο ευαίσθητα στο φωτοτοξικό φαινόµενο.  

Στα φυσιολογικά παιδιά, η παρουσία της Αµιφοστίνης στις καλλιέργειες 

προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων που δεν φωτοακτινοβολούνται δεν επηρεάζει την 

ανάπτυξη τους. Ενδιαφέρον είναι να σηµειωθεί ότι η ανάπτυξη των CFU-GEMM είναι 

σηµαντικά µικρότερη στα παιδιά µε λευχαιµίες σε ύφεση από τους φυσιολογικούς 
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µάρτυρες (p=0.03), γεγονός που ίσως αντανακλά βλάβες που έχουν υποστεί τα αρχέγονα 

αιµοποιητικά κύτταρα από την προηγηθείσα χηµειοθεραπεία. Αντίθετα η ανάπτυξη των 

CFU-GM είναι σηµαντικά µεγαλύτερη στα παιδιά µε λευχαιµία σε ύφεση σε σύγκριση 

µε τους φυσιολογικούς µάρτυρες (p=0.04). Τα ευρήµατα αυτά συµφωνούν µε 

προηγούµενη δηµοσίευση [300] και ίσως συσχετίζονται µε την in vivo χορήγηση 

αυξητικών παραγόντων στα παιδιά αυτά, κατά τις περιόδους ουδετεροπενίας µετά από 

χηµειοθεραπεία.  

Τα κύτταρα του νευροβλαστώµατος παρουσίασαν µικρότερη αναστολή 

επιβίωσης από αυτή που αναφέρουν άλλοι ερευνητές [293-295]. Στις µελέτες εκείνες 

όµως χρησιµοποιήθηκαν κυτταρικές σειρές από ανθρώπους ή ποντίκια και όχι νωπά 

δείγµατα µυελού διηθηµένου από κύτταρα νευροβλαστώµατος. Τα δεδοµένα ευρήµατα 

συµφωνούν µε προηγούµενες δηµοσιεύσεις που έγιναν από το εργαστήριο Ιστικών 

Καλλιεργειών της Παιδιατρικής Κλινικής Αιµατολογίας/Ογκολογίας [300, 301]. Οι 

διαφορές µε τα αποτελέσµατα των άλλων ερευνητών µπορεί να αντανακλούν διαφορές 

στη συµπεριφορά των νεοπλασµατικών κυττάρων του νευροβλαστώµατος ή 

υπολειπόµενη επιβίωση των φυσιολογικών κυττάρων του µυελού. Η επιβίωση των 

κυττάρων µυελού στις 24 ώρες είναι περίπου 30% και δεν επηρεάζεται από την επώαση 

µε Αµιφοστίνη. Το ποσοστό διήθησης του µυελού δεν είναι δυνατόν να εκτιµηθεί σε 

ποσοστά και καθορίζεται µόνο από την παρουσία ροδάκων ή όχι. Τα κύτταρα που 

επιβιώνουν µπορεί να αντιστοιχούν στα φυσιολογικά προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα. 

Εξάλλου η µελέτη µε καλλιέργειες προγονικών κυττάρων έδειξε επιβίωση των BFU-E, 

CFU-GEMM και CFU-GM σε πολύ υψηλά ποσοστά.  Το ποσοστό διήθησης είναι 

µικρότερο σε σύγκριση µε τα παιδιά µε λευχαιµία σε πρωτοδιάγνωση, στα οποία ήταν 

αδύνατη η ανάπτυξη αποικιών στις καλλιέργειες. Πάντως και στην οµάδα αυτή, η 

Αµιφοστίνη φαίνεται να έχει ευνοϊκή επίδραση στην επιβίωση των προγονικών 

κυττάρων µετά τη Φ∆Θ, αφού επώαση µε Αµιφοστίνη βελτιώνει σηµαντικά την 

επιβίωση των BFU-E και CFU-GEMM ενώ ο δραστικός µεταβολίτης WR-1065 

προστατεύει τα προγονικά κύτταρα και της ερυθράς και της µυελικής σειράς. 

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα φαίνεται ότι η Αµιφοστίνη είναι ένας ιδανικός 

παράγοντας για την κάθαρση του µυελού των οστών µε φωτοδυναµική θεραπεία, καθώς 

όχι µόνο προσφέρει προστασία στα φυσιολογικά κύτταρα του µυελού αλλά ενισχύει και 
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την αντιλευχαιµική δράση. Καθώς χρησιµοποιούνται όλο και περισσότερο αυτόλογα 

µοσχεύµατα από περιφερικό αίµα µε κινητοποίηση αρχέγονων προγονικών κυττάρων, 

είναι ενδιαφέρον να µελετηθεί µελλοντικά η επίδραση της Αµιφοστίνης στην επιβίωση 

CD34+ κυττάρων µετά από φωτοακτινοβόληση. Μελέτη της ποιότητας του 

µοσχεύµατος, µε LTC-IC και CFU-Meg και ο πιθανός προστατευτικός ρόλος της 

Αµιφοστίνης, αποτελούν έναυσµα για περαιτέρω έρευνα. Επίσης είναι απαραίτητος ο 

ακριβής προσδιορισµός της επιβίωσης των νεοπλασµατικών κυττάρων µε λευχαιµικές 

καλλιέργειες και PCR ανάλυση. Συνδυασµός της φωτοδυναµικής θεραπείας µε 

ανοσολογικές ή άλλες µεθόδους ίσως αυξήσει την αποτελεσµατικότητα στην 

καταστροφή των κακοήθων κυττάρων και ξεπεράσει τα προβλήµατα που παρουσιάζει 

καθεµία µέθοδος χωριστά. 

Όπως ήδη αναφέρθηκε, η επώαση των κυττάρων µε Αµιφοστίνη, ανεξάρτητα από 

τη Φ∆Θ, δεν επηρεάζει την ανάπτυξη αποικιών στις καλλιέργειες των προγονικών 

κυττάρων. Όµως είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι οι θειόλες έχουν αιµοποιητική 

και διαφοροποιητική δράση [378, 381]. Αναφέρεται δε ότι η Αµιφοστίνη έχει µιτογόνο 

δράση στα αρχέγονα και προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα και αυξάνει σηµαντικά την 

ικανότητα σχηµατισµού αποικιών, ιδιαίτερα σε κύτταρα µυελού από ασθενείς µε 

µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο. Επιβραδύνει την κυτταρική απώλεια και καθυστερεί την 

πορεία προς την απόπτωση που ξεκινά από την έλλειψη των κυτοκινών, γεγονός που 

σηµαίνει ότι έχει άµεση τροφική δράση, αντίστοιχη µε των κυτοκινών. Έχει εφαρµοστεί 

κλινικά σε ασθενείς µε µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο στους οποίους φαίνεται ότι επάγει 

την αιµοποίηση [389]. Για να διερευνηθεί περαιτέρω η συγκεκριµένη δράση της 

Αµιφοστίνης, µελετήσαµε την επίδραση διαφόρων συγκεντρώσεων Αµιφοστίνης στην 

ανάπτυξη και διαφοροποίηση µονοπυρήνων κυττάρων µυελού από 4 κατηγορίες παιδιών. 

Στα παιδιά µε λευχαιµία σε ύφεση και τα φυσιολογικά παιδιά δεν επηρεάζεται η 

ανάπτυξη των BFU-E και CFU-GEMM, ενώ παρατηρείται παράδοξη αναστολή των 

CFU-GM. Έχει αναφερθεί η ενζυµατική αποδόµηση του WR-1065 σε τοξικούς 

µεταβολίτες, όπως ακρολεΐνη και υπεροξείδιο του υδρογόνου, που µπορούν να βλάψουν 

τις κυτταρικές δοµές [395] γεγονός στο οποίο οφείλεται η ανασταλτική επίδραση της 

Αµιφοστίνης στις κυτταρικές καλλιέργειες. Αντίθετα παρατηρήθηκε βελτίωση στην 

ανάπτυξη των BFU-E στα παιδιά µε ουδετεροπενία και θροµβοπενία, εύρηµα που είναι 
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δύσκολο να ερµηνευτεί, µε βάση την ανοσολογική φύση αυτών των παθήσεων. Τα 

αποτελέσµατα στην υπάρχουσα βιβλιογραφία αφορούν ενήλικες ασθενείς µε 

µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο και φυσιολογικούς δότες, που πιθανώς ερµηνεύουν τις 

παρατηρούµενες διαφορές. 
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4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Τα κυριότερα συµπεράσµατα της µελέτης αυτής είναι: 

1) Η επώαση των λευχαιµικών κυττάρων HL-60 µε Αµιφοστίνη πριν τη 

φωτοδυναµική θεραπεία µε MC540 φαίνεται να ενισχύει την κυτταροξικότητα της 

µεθόδου εναντίον τους. 

2) Τα λευχαιµικά κύτταρα από ασθενείς µε λευχαιµία στη διάγνωση 

παρουσιάζουν ετερογένεια στην φωτοευαισθησία, ενώ η επώαση µε Αµιφοστίνη 

φαίνεται να ενισχύει την τοξικότητα της µεθόδου, ιδιαίτερα στις µικρές δόσεις 

ακτινοβολίας. 

3) Τα κύτταρα του νευροβλαστώµατος είναι λιγότερο ευαίσθητα στη Φ∆Θ µε 

Μεροκυανίνη. Η επώαση µε Αµιφοστίνη δεν επηρεάζει θετικά την επιβίωση τους. 

4) Τα πρόδροµα και προγονικά κύτταρα µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες 

σε ύφεση προστατεύονται σηµαντικά από την επώαση µε Αµιφοστίνη πριν τη Φ∆Θ σε 

αντίθεση µε τα αντίστοιχα των φυσιολογικών µαρτύρων, στα οποία η Αµιφοστίνη δεν 

φαίνεται να έχει επίδραση. Επίσης η επιβίωση των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων 

µυελού από παιδιά µε νευροβλάστωµα ευνοείται θετικά από την επώαση µε Αµιφοστίνη 

πριν τη φωτοδυναµική θεραπεία. 

5) Τα πρόδροµα και προγονικά κύτταρα µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες 

σε ύφεση φαίνεται να είναι περισσότερο ευαίσθητα στη Φ∆Θ από τα αντίστοιχα των 

φυσιολογικών µαρτύρων, η διαφορά αυτή όµως εξαλείφεται παρουσία Αµιφοστίνης. 

6) Η Αµιφοστίνη δε διαπιστώθηκε να έχει άµεση αιµοποιητική ή 

διαφοροποιητική δράση στα προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα από παιδιά µε λευχαιµίες 

σε ύφεση και φυσιολογικούς µάρτυρες. Ένδειξη για επαγωγή αιµοποίησης της ερυθράς 

σειράς παρατηρήθηκε µόνο στα παιδιά µε ουδετεροπενία και θροµβοπενία. 

Συµπερασµατικά, η Αµιφοστίνη προστατεύει εκλεκτικά τα φυσιολογικά 

προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση κατά την 

φωτοακτινοβόληση µε MC540 και Laser ενώ ταυτόχρονα φαίνεται να ενισχύει την 

κυτταροτοξικότητα της µεθόδου έναντι των λευχαιµικών κυττάρων. Ο συνδυασµός της 

Αµιφοστίνης µε τη φωτοδυναµική θεραπεία βελτιώνει την ποιότητα του µοσχεύµατος και 
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αποτελεί µία πολλά υποσχόµενη µέθοδο κατά την ex vivo κάθαρση του µυελού από τα 

νεοπλασµατικά κύτταρα.  
 



ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

Η ΜC 540 είναι µία φωτοευαισθητοποιός χρωστική που έχει χρησιµοποιηθεί 
στην κάθαρση του µυελού των οστών κατά την αυτόλογη µεταµόσχευση. Παρουσιάζει 
εκλεκτική σύνδεση µε τα νεοπλασµατικά κύτταρα και σε συνδυασµό µε ακτινοβολία 
κατάλληλου µήκους κύµατος διεγείρεται και καταστρέφει τα κύτταρα αυτά 
(φωτοδυναµική θεραπεία). Παρά την εκλεκτικότητα της µεθόδου, καταστρέφονται έως 
κάποιο βαθµό και τα φυσιολογικά αρχέγονα και προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα. Για 
τον λόγο αυτό, είναι απαραίτητη η εύρεση κυτταροπροστατευτικών ουσιών που θα 
βελτιώσουν την ποιότητα του µοσχεύµατος, χωρίς να επηρεάσουν την αντικαρκινική 
δράση της µεθόδου. Η Αµιφοστίνη, είναι µία οργανική θειοφωσφορική ένωση, που 
ανήκει στην κατηγορία των κυτταροπροστατευτικών ουσιών και έχει χρησιµοποιηθεί 
ευρέως για την προστασία των φυσιολογικών ιστών από τις βλαβερές επιδράσεις της 
χηµειοθεραπείας και ακτινοθεραπείας. 

Σκοπός της µελέτης ήταν να µελετηθεί η συνδυασµένη δράση της Αµιφοστίνης 
και ΜC 540 κατά την φωτοακτινοβόληση µε Laser σε νεοπλασµατικά και φυσιολογικά 
αιµοποιητικά κύτταρα µυελού των οστών από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες, 
νευροβλάστωµα και φυσιολογικούς µάρτυρες, καθώς και να προσδιοριστεί η πιθανή 
κυτταροπροστατευτική δράση της Αµιφοστίνης στα φυσιολογικά κύτταρα, αλλά και να 
εκτιµηθεί εάν επηρεάζει την αντιλευχαιµική δράση της µεθόδου. Επίσης µελετήθηκε εάν 
η Αµιφοστίνη έχει µιτογόνο και διαφοροποιητική δράση στις καλλιέργειες αρχέγονων 
και προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων.  

Μελετήθηκαν κύτταρα µυελού και περιφερικού αίµατος από παιδιά µε οξείες 
λευχαιµίες και νευροβλάστωµα κατά την πρωτοδιάγνωση και σε ύφεση (n=31), καθώς 
και από φυσιολογικούς µάρτυρες αντίστοιχης ηλικίας και φύλου (n=15) και κύτταρα της 
λευχαιµικής σειράς HL-60. Η αιµοποιητική δράση της Αµιφοστίνης εκτιµήθηκε επίσης 
σε παιδιά µε ουδετεροπενία (n=8) και παιδιά µε θροµβοπενία (n=3). 

Τα εναιωρήµατα των κυττάρων επωάστηκαν µε ΜC 540, µε ή χωρίς την 
παρουσία Αµιφοστίνης, και εκτέθηκαν σε διαφορετικές δόσεις ακτινοβολίας Αrgon Laser 
514 nm. Η επιβίωση των κυττάρων προσδιορίστηκε 24 ώρες µετά και για τα λευχαιµικά 
κύτταρα παρακολουθήθηκε σε υγρές καλλιέργειες για διάστηµα 4 εβδοµάδων, ενώ η 
επιβίωση των φυσιολογικών προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων προσδιορίστηκε σε 
ηµιστερεές καλλιέργειες. 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης έδειξαν ότι η επώαση των λευχαιµικών κυττάρων 
HL-60 µε Αµιφοστίνη πριν τη Φ∆Θ φαίνεται να ενισχύει την αντιλευχαιµική δράση της 
µεθόδου. Σε δόση ακτινοβολίας 64.2 J/cm2 ,παρατηρήθηκε 99.9999% κυτταρικός 
θάνατος ανεξάρτητα από την παρουσία Αµιφοστίνης. Σε µικρότερη όµως δόση  
46.8 J/cm2, η επώαση µε Αµιφοστίνη επιτυγχάνει 99.9% κυτταρικό θάνατο, ενώ απουσία 
της, τα λευχαιµικά κύτταρα επιβιώνουν σε σηµαντικό ποσοστό. 

Τα φρέσκα λευχαιµικά κύτταρα µυελού και περιφερικού αίµατος από παιδιά µε 
οξείες λευχαιµίες στην πρωτοδιάγνωση παρουσιάζουν µεγάλη ευαισθησία στην ΜC 540 
φωτόλυση (θάνατος � 95%). Παρατηρήθηκε ετερογένεια στην απάντησή τους, ενώ η 
επώαση µε Αµιφοστίνη φαίνεται να ενισχύει την κυτταροτοξικότητα της µεθόδου. Τα 
κύτταρα του νευροβλαστώµατος φαίνεται να είναι λιγότερο ευαίσθητα στην Φ∆Θ, 
εντούτοις η επώαση µε Αµιφοστίνη δεν επηρεάζει την επιβίωση τους. 



 113

Η επώαση µε Αµιφοστίνη προστατεύει σηµαντικά τα φυσιολογικά κύτταρα 
µυελού από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση, από τη φωτοτοξική δράση της ΜC 
540 και ενισχύει την ικανότητα σχηµατισµού αποικιών BFU-E και CFU-GM. Έτσι σε 
δόση ακτινοβολίας όπου επιτυγχάνεται 99.9999% θανάτωση των λευχαιµικών κυττάρων 
HL-60, επιβιώνουν 24.2�8.8% vs.5.6�1.7 % CFU-E (p=0.055), 53.51�11.52% vs. 
20�5.4% BFU-E (p=0.011), 48.11�16.46% vs. 32.45�6.6% CFU-GEMM (p=0.3) και 
40�7.6% vs. 19.6�4.3% CFU-GM (p=0.02) παρουσία ή όχι 1.5 mg/ml Αµιφοστίνης 
αντίστοιχα. Αντίθετα στους φυσιολογικούς µάρτυρες η Αµιφοστίνη δεν επηρεάζει την 
επιβίωση των πρόδροµων και προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων. Η επιβίωση των 
CFU-GEMM αποικιών, στα παιδιά µε οξεία λευχαιµία σε ύφεση, βρέθηκε να είναι 
σηµαντικά µικρότερη από των φυσιολογικών µαρτύρων, γεγονός που ίσως αντανακλά 
την βλαβερή επίδραση της χηµειοθεραπείας στην αποθήκη των αρχέγονων 
αιµοποιητικών κυττάρων. 

Τέλος η Αµιφοστίνη δεν διαπιστώθηκε να έχει άµεση αιµοποιητική και 
διαφοροποιητική δράση στα προγονικά αιµοποιητικά κύτταρα από παιδιά µε οξείες 
λευχαιµίες σε ύφεση και φυσιολογικούς µάρτυρες. Σε παιδιά µε ουδετεροπενία ενισχύει 
την επιβίωση των BFU-E και σε παιδιά µε θροµβοπενία, των BFU-E και CFU-GEMM 
αποικιών. 

Συµπερασµατικά, η Αµιφοστίνη προστατεύει εκλεκτικά τα φυσιολογικά  προγονικά 

αιµοποιητικά κύτταρα από παιδιά µε οξείες λευχαιµίες σε ύφεση κατά την 

φωτοακτινοβόληση µε MC540 και Laser ενώ ταυτόχρονα φαίνεται να ενισχύει την 

κυτταροτοξικότητα της µεθόδου έναντι των λευχαιµικών κυττάρων. Ο συνδυασµός της 

Αµιφοστίνης µε τη φωτοδυναµική θεραπεία βελτιώνει την ποιότητα του µοσχεύµατος και 

αποτελεί µία πολλά υποσχόµενη µέθοδο κατά την ex vivo κάθαρση του µυελού από τα 

νεοπλασµατικά κύτταρα.  



Photodynamic therapy in purging of malignant cells from bone marrow and 
peripheral blood of children with malignancies: Effect of Amifostine 
 
 

Vassiliki Danilatou, MD 
Thesis 

 
 

SYMMARY 
 
Merocyanine 540 is a fluorescent dye, which has been used in preclinical and clinical 
studies phase I in bone marrow purging for autologous transplantation. It exerts a 
preferential uptake by leukemic cells and in combination with light of suitable 
wavelength it is excited and destroys the cells (photodynamic therapy). Despite the 
selectivity of the method normal progenitor hemopoietic and stem cells are also affected. 
It is therefore necessary to detect the cytoprotective substances that could improve the 
quality of the graft without affecting the antileukemic action of the method.  
Amifostine is an organic thiophosphate compound, which has been used for the 
protection of normal tissues from the harmful effects of chemotherapy and radiotherapy. 

The aim of the present study was to estimate the combined effect of Amifostine 
pretreatment and MC 540 photoirradiation with Laser, on normal and malignant bone 
marrow cells, from children with acute leukemia, neuroblastoma and normal controls. 
The possible cytoprotective effect on normal cells and the influence on the antileukemic 
activity of Merocyanine were also studied. Finally, the possible mitogenic and 
differentiating effect of Amifostine on the survival of normal progenitors in 
methylcellulose cultures was estimated. 
 Bone marrow and peripheral blood cells from children with acute leukemia and 
neuroblastoma at first diagnosis and remission (n=31), as well as from age-matched 
normal controls (n=15) and HL-60 cell line were studied. The hemopoietic and trophic 
effect of Amifostine was also evaluated in children with neutropenia (n=8) and children 
with thrombocytopenia (n=3). 
 Cell suspensions were incubated with MC 540, in the presence or absence of 
Amifostine and they were subsequently exposed to different irradiation doses by Argon 
Laser 514 nm. Cell survival was estimated by trypan blue supravital stain following a 24 
hours incubation. The leukemic cell line was studied in continuous liquid cell cultures for 
4 weeks. The survival of normal bone marrow progenitors has been estimated by colony 
formation assay in methylcellulose cultures. 

Our results showed that pretreatment of HL-60 cells with Amifostine enhanced 
the MC540 phototoxicity. At irradiation doses of 64.2 J/cm2 a 99.9999% cell death was 
observed regardless of Amifostine presence. However, at lower doses of irradiation HL-
60 cells survived. Amifostine pretreatment achieved a 99.9% cell death. 

 Leukemic bone marrow and peripheral blood cells from children with acute 
leukemia at first diagnosis are very sensitive to MC 540 photolysis (> 95% cytotoxicity). 
The heterogeneity in the sensitivity observed among leukemic cells could be attributed to 
differences of lipid membrane structure of blast cells. Pretreatment with Amifostine 
enhanced the cytotoxicity of the method, especially in lower doses of irradiation. 



 115

Neuroblastoma cells are less sensitive to photodynamic treatment, however Amifostine 
does not have any effect on their survival. 

Amifostine significantly protected normal precursors and progenitors, from 
children with acute leukemia in remission, from the photokilling effect of MC 540 and it 
enhanced the colony formation efficiency of BFU-E and CFU-GM. At irradiation doses, 
used for a 99.9999% elimination of HL-60, normal progenitors survived and the presence 
of Amifostine had an impact on the survival: 24.2�8.8% vs.5.6�1.7 % CFU-E (p=0.055), 
53.51�11.52% vs. 20�5.4% BFU-E (p=0.011), 48.11�16.46% vs. 32.45�6.6% CFU-
GEMM (p=0.3) and 40.04�7.6% vs.19.6�4.3% CFU-GM (p=0.02), in the presence or 
absence of Amifostine respectively. On the contrary however, Amifostine did not 
influence the survival of precursors and progenitors from normal controls. The survival 
of CFU-GEMM was significantly lower in children with acute leukemia in remission. 
This could be attributed to the harmful effect of preceded chemotherapy, which is toxic to 
the stem cell pool. 

Finally, Amifostine had no direct hemopoietic or differentiating effect on normal 
progenitors from children with acute leukemia and normal controls. Children with 
neutropenia showed an improvement on BFU-E survival, whereas BFU-E and CFU-
GEMM formation was enhanced in children with thrombocytopenia after Amifostine 
pretreatment. 

In conclusion, Amifostine selectively protects normal bone marrow and 
progenitor cells from children with acute leukemia in remission after MC 540 
photoirradiation with Laser and enhances the photokilling effect against leukemic cells. 
The combination of Amifostine pretreatment with photodynamic therapy improves the 
quality of the graft and it is a promising method for the ex vivo purging of malignant 
cells. 
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