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ευθύνης του Κέντρου Υγείας Ανωγείων. Μαρκάκη Ε-Α, Καλµαντή Μ α)  

364ΕΑ : 38ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό  Συνέδριο 2000  β) 426 ΕΑ : 10ο 

Παγκρήτιο   Ιατρικό  Συνέδριο 2000 

15. Εκδηλώσεις νευροβλαστώµατος σε παιδιά  <2  χρόνων. Τσαπάκη Ε, 

Στειακάκη Ε, Καµπουράκης Α, Μαρκάκη Ε-Α, Παπαγεωργίου Μ, Παρασχάκης 

Ε, Καλµαντή Μ  α) 428 ΑΑ : 10ο Παγκρήτιο   Ιατρικό  Συνέδριο 2000 

 β) 83 ΑΑ : 39ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό  Συνέδριο 2001 

16. Ανίχνευση αντίστασης στην πρωτεΐνη C-APC resistance  
Κατζηλάκης Ν, Στειακάκη Ε, Σφυριδάκη Α, Τσαπάκη Ε, Μαρκάκη Ε-Α, 

Καµπουράκης Α, Καλµαντή Μ α) 431 ΕΑ: 10ο Παγκρήτιο   Ιατρικό  Συνέδριο 

2000 β) 61 : ΑΑ 83 ΑΑ : 39ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό  Συνέδριο 2001 

17. Ο ρόλος του αριθµού των CD34+ κυττάρων στο περιφερικό αίµα κατά 
τη συλλογή αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων περιφερικού αίµατος ( 
PBSC ) σε παιδιά µε νεοπλασία  Στειακάκη Ε, Λυδάκη  Ε, Μαρτιµιανάκη  Γ, 

Περδικογίαννη  Χ, ∆ηµητρίου  Ε, Κατσανούλας   Κ, Μαυρουδής  ∆, Μαρκάκη Ε-

Α, Καντιδάκη  Ε,  Καλµαντή Μ  20 ΕΑ :39ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό  Συνέδριο 

2001 

18. Εκπαιδευτικό πρόγραµµα υποστήριξης παιδιών µε κακοήθεια κατά τη 
διάρκεια της νοσηλείας τους Φοβάκης  Η,  Καπελάκη  Ο, Στειακάκη Ε, 
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∆ηµητρίου  Ε, Περδικογίαννη  Χ, Παπαδάκη  Α, Μαρκάκη  Ε-Α,  Καλµαντή Μ 23 

ΕΑ : 39ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό  Συνέδριο  2001  

19. Όγκοι εγκεφάλου στον παιδικό πληθυσµό της Κρήτης. 
Μάρακα  Σ,  Μαρκάκη  Ε-Α,  Μουρατίδου  Ε,  Καµπουράκης  Α,  Στειακάκη Ε,  

Μανιαδάκη  Η, Σεµερτζάκης  ∆, Καλµαντή Μ  27 ΕΑ :39ο Πανελλήνιο  

Παιδιατρικό Συνέδριο  2001 

20. Προληπτική χορήγηση ουροκινάσης σε παιδιά µε νεοπλασία και 
κεντρικό φλεβικό καθετήρα Γερµανάκης Ι,  Χρηστίδου  Α,  Σφυριδάκη  Α, 

Τσέτης ∆, Στειακάκη Ε,  Καµπουράκης  Α,  Μαρκάκη  Ε-Α,  Μανιαδάκη  Η, 

Παρθενάκης  Φ, Βάρδας  Π, Χαρίσης  Γ, Καλµαντή Μ  58 ΑΑ:  39ο Πανελλήνιο  

Παιδιατρικό Συνέδριο  2001 

21. Θροµβοπενική πορφύρα στα παιδιά. Ανασκόπηση µιας δεκαετίας   
(1990-2000 ) Μουρατίδου  Ε,  Μαρκάκη  Ε-Α,  Στειακάκη Ε,  Καµπουράκης  Α,  

Μανιαδάκη  Η, Μάρακα  Σ, Καλµαντή Μ   59 ΑΑ : 39ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό 

Συνέδριο  2001 

22. Σπάνια περίπτωση νόσου εξ΄ονύχων γαλής 
Τσαπάκη  Ε, Μαρκάκη  Ε-Α,  Καµπουράκης  Α,  Στειακάκη Ε, Μουρατίδου  Ε,   

Καλµαντή Μ  90 RT  :39ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό Συνέδριο  2001 

23. Αιµατολογική δυσκρασία σε χορήγηση φαινοβαρβιτάλης 
Σεµερτζάκης  ∆, Παρασκάκης  Ε, Στειακάκη  Ε,  Μαρκάκη  Ε-Α,  Καµπουράκης  

Α, Καλµαντή Μ   91RT: 39ο Πανελλήνιο  Παιδιατρικό Συνέδριο  2001 

24. G-CSF µόρια προσκόλλησης και επαναπολλαπλασιαστική ικανότητα 
των προγονικών αιµοποιητικών κυττάρων στην παθογένεια της χρόνιας 
καλοήθους ουδετεροπενίας των παιδιών Περδικογίαννη Χ, ∆ηµητρίου Ε, 

Στειακάκη Ε, Μαρκάκη Ε-Α, Καλµαντή Μ  48 ΕΑ: 400Πανελλήνιο Παιδιατρικό 

Συνέδριο 2002, ΕΑ: 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 2002 

25. Χαρακτηρισµός και έκπτυξη AC133+ κυττάρων αίµατος οµφαλίου 
λώρου 
∆ηµητρίου  Ε, Βοριά  Π, Περδικογίαννη  Χ,  Στειακάκη  Ε,  Μαρκάκη  Ε-Α,  

Κουµαντάκης  Ε, Παππά  Κ,  Καλµαντή  Μ  51 ΕΑ: 40ο Πανελλήνιο Παιδιατρικό 

Συνέδριο 2002, 41 ΕΑ: 13ο Πανελλήνιο Αιµατολογικό Συνέδριο 2002, ΕΑ: 11ο 

Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 2002 
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26. Μικροβιαιµία σε παιδιά µε αιµατολογικές κακοήθειες και συµπαγείς 
όγκους. ∆ανηλάτου Β,  Γαλανάκης Ε, Χρηστίδου Α, Μαρκάκη  Ε-Α, Στειακάκη  

Ε,   Καλµαντή  Μ  81ΑΑ : 13ο Πανελλήνιο Αιµατολογικό Συνέδριο 2002 

27. Προγνωστική αξία ποσοτικών αιµοκαλλιεργειών σε παιδιά µε 
κεντρικούς φλεβικούς καθετήρες   Γερµανάκης  Ι, Στειακάκη  Ε,  Γαλανάκης  

Ε,  Χρηστίδου  Α, Μαρκάκη  Ε-Α,  ∆ηµητρίου  Ε, Τσελέντης  Ι, Καλµαντή  Μ  

103 ΑΑ: 40ο Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο 2002, ΕΑ: 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό 

Συνέδριο 2002 ∆ανηλάτου Β,  Γαλανάκης Ε, Χρηστίδου Α, Μαρκάκη  Ε-Α, 

Στειακάκη  Ε,   Καλµαντή  Μ   

28.  Κλινικά και απεικονιστικά ευρήµατα  σε παιδιά µε νευροινοµάτωση 
τύπου  Ι. Καµπουράκης  Α, Ηλίας Α, Μανταδάκης Ε, Μαρκάκη  Ε-Α,  

Ζαµπετάκης Γ, ∆ανηλάτου Β,  Καλµαντή  Μ  ΕΑ: 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό 

Συνέδριο 2002 

29.Οξεία λευχαιµία στα παιδιά, Παιδιατρική Κλινική 
Αιµατολογίας/Ογκολογίας, Παν/µίου Κρήτης, 1991-2001 Μαρκάκη  Ε-Α, 

Στειακάκη  Ε,   ∆ανηλάτου Β,  Κατζηλάκης Ν, ∆ηµητρίου  Ε, Καµπουράκης  Α, 
Βλαχονικολής Ι,  Καλµαντή  Μ  ΕΑ: 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 2002 

30. Θεραπευτική αντιµετώπιση  λεϊσµανίασης  µε λιποσωµική 
αµφοτερικίνη Β. Ηλίας Α, Μαρκάκη  Ε-Α, Στειακάκη  Ε,   Μανταδάκης Ε, 

Καµπουράκης  Α, Καλµαντή  Μ  ΕΑ: 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 2002 

 31. Αναπλαστικό λέµφωµα  παιδί µε τραχηλική λεµφαδενοπάθεια. 

Μανταδάκης Ε, Ηλίας Α, ∆ανηλάτου Β,  Μαρκάκη  Ε-Α, Καλµαντή  Μ  ΑΑ: 11ο 

Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο 2002 

32. Απεικονιστικά ευρήµατα στην ιστιοκυττάρωση κυττάρων Langerhans. 

Φράγγος Κ, Εργαζάκης Ν, Παπακωνσταντίνου Ο, Μαρκάκη Ε-Α, Καλµαντή Μ, 

Γκουρτσογάιννης Ν. ΕΑ: XIII Πανελλήνιο Ακτινολογικό  Συνέδριο 2002 
  
 

 ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΩΝ ΕΡΓΑΣΙΩΝ ΣΕ ∆ΙΕΘΝΗ ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ 
 
1. Mutations of Rb-1 gene in children with leukemia and 
neuroblastoma 
Markaki EA, Tsopanomichalou M, Dimitriou E, Spandidos DA, Kalmanti M. 
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a) 4th Cong ΕΗΑ, Hematologica Vol. 84, PO –0349, 82, 1999, b) ECCO 10,  

EJC 407,  S114, 1999, c) 41st Cong ASH,  Blood  Vol.94, 4004, 1999. 

2. Acquired FXI inhibitors following ALL treatment Stiakaki E, Sfyridaki C, 

Vorgia P, Markaki E, Giannoussi E, Kalmanti M.  475 PΟ 5th Cong EHA, Hem 

Journal Vol 1, Supp 1, 2000 

3. Detection of resistance to activated protein C (APC-R) in children with 
malignancy. Stiakaki  E, Katzilakis  N,  Sfyridaki  C,  Tsapaki  E,  Markaki  E-A, 

Kalmanti  M  631 PO   6th   Cong  EHA, Hem  Journal  Vol 1, Supp  1, 2001 
4. Acute myelogenous leukemia with t (8; 21) (q13; q21) abnormality in 
childhood 
Stiakaki  E, Vorgia  P, Papageorgiou  M,  Markaki  E-A, Kalmanti  M  844 PO 
6th   Cong  EHA, Hem  Journal  Vol 1, Supp  1, 2001 
5. G-CSF adhesion molecules and replating capacity of hemopoietic 
progenitors in chronic benign neutropenia 
Perdikogiani  C, Dimitriou   E,  Stiakaki  E,  Markaki  EA,  Kalmanti M. 

441  PO 7th   Cong  EHA, Hem  Journal  Vol  3, Supp  1,   2002 

6.  Prognostic value of quantitative blood cultures in children with 

central venous catheters. Germanakis I,  Stiakaki E, Galanakis  E, 

Christidou A,  Markaki E.A., Dimitriou H, Tselentis I, Kalmanti M. 145 PO  

SIOP  XXXIV   Meeting , Med  Ped Oncol  vol 39, pp314, 2002. 

7. G-CSF, adhesion molecules and replating capacity of 

hemopoietic progenitor in chronic benign neutropenia of 

childhood. Perdikogianni C, Dimitriou H, Stiakaki E, Markaki E.A., 

Kalmanti M. 436  PO  SIOP  XXXIV   Meeting , Med  Ped Oncol  vol 39, 

pp314, 2002. 

 

∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΕΛΛΗΝΙΚΑ ΠΕΡΙΟ∆ΙΚΑ 
 

Μαρκάκη Ε.Α. Φθειρίαση: Ένα παλιό πρόβληµα αναβιώνει. Παιδιατρική 

Βορείου Ελλάδας 1999;11:255-260  
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 ΜΟΝΟΓΡΑΦΙΕΣ  
 

1.“Κλινική εικόνα ιστιοκυττάρωσης από κύτταρα Langerhans ” ΜΑΡΚΑΚΗ 

Ε-Α, Πρακτικά 7oυ Mετεκπαιδευτικού Συνεδρίου Κλινικής Ογκολογίας, Εξελίξεις 

στην Ογκολογία του   1999. Εκδότης : Παγκρήτια Ένωση Βιοιατρικής Έρευνας, 

Ηράκλειο Κρήτης 2000. 

2. “Ιστιοκυττάρωση από κύτταρα Langerhans ” ΜΑΡΚΑΚΗ Ε-Α, Πρακτικά 

10ο Παγκρήτιου  Πανεπιστηµιακού  Παιδιατρικού Συµποσίου,  

3. ‘Η επίδραση της µη ιονίζουσας ακτινοβολίας στην  υγεία των  παιδιών’  
ΜΑΡΚΑΚΗ Ε-Α   Πρακτικά 11ου Παγκρήτιου  Πανεπιστηµιακού  Παιδιατρικού 

Συµποσίου 

 4. ‘Τραχηλική λεµφαδενοπάθεια – νεότερα δεδοµένα ¨ ΜΑΡΚΑΚΗ Ε-Α 
Πρακτικά 12ου Παγκρήτιου  Πανεπιστηµιακού  Παιδιατρικού Συµποσίου 

5. ¨Ιογενείς λοιµώξεις σε ανοσοκαταστολή¨ ΜΑΡΚΑΚΗ Ε-Α Πρακτικά 9oυ 

Mετεκπαιδευτικού Συνεδρίου Κλινικής Ογκολογίας, Εξελίξεις στην Ογκολογία 

του   2000. Εκδότης : Παγκρήτια Ένωση Βιοιατρικής Έρευνας, Ηράκλειο 

Κρήτης 2001. 
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4. Management of childhood diseases during the Byzantine period: IV 
Juvenile diabetes mellitus I Ramoutsaki, H Dimitriou, Ε-Α Μarkaki, M 

Kalmanti.  Pediatr Inter 2002; 44: 463-464 

5. Management of childhood diseases during the Byzantine period: V-
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ΕΚΠΑΙ∆ΕΥΣΗ ΜΕΤΑ ΤΗ ΛΗΨΗ ΤΗΣ ΕΙ∆ΙΚΟΤΗΤΑΣ 

• Συµµετοχή σε πρόγραµµα κατάρτισης για γιατρούς µε θέµα : ¨Ιατροί 

Αιµατολογικών µονάδων ¨ διάρκείας 40 ωρών που υλοποίησε το Κ.Ε.Κ. 

ΠΕΠΑΓΝΗ από 15-12-1997 ως 23-12-1997. 

• Επιµορφωτικό Σεµινάριο Πληροφορικής ¨Windows  95΄ που 

πραγµατοποιήθηκε από το ΙΤΕ  

• Μετεκπαίδευση στην Αιµατολογική-Ογκολογική Κλινική του 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου του Άµστερνταµ, Emma Children’s 

Hospital University of Amsterdam, The Netherlands, AMC, µε 

αντικείµενο την  αυτόλογη µεταµόσχευση µυελού των οστών, την 

χρονική περίοδο 16-7-2001 ως 10-8-2001, στα πλαίσια του 

προγράµµατος “Leonardo Da Vinci” 
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ΜΕΤΕΚΠΑΙ∆ΕΥΤΙΚΑ ΜΑΘΗΜΑΤΑ ΠΑΙ∆ΙΑΤΡΙΚΗΣ ΤΟ ΕΤΟΣ 1997-1998 ΩΣ  
 
ΠΑΙ∆ΙΑΤΡΟΣ ΤΟΥ Κ.Υ. ΑΝΩΓΕΙΩΝ  
  
ΜΕΤΕΚΠΑΙ∆ΕΥΤΙΚΑ ΜΑΘΗΜΑΤΑ ΠΑΙ∆ΙΑΤΡΙΚΗΣ ΚΛΙΝΙΚΗΣ ΑΙΜΑΤΟΛΟΓΙΑΣ-
ΟΓΚΟΛΟΓΙΑΣ ΑΠΟ ΤΟ 1998   ΕΩΣ ΣΗΜΕΡΑ 
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ΕΞΑΜΗΝΟΥ ΤΗΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ ΣΧΟΛΗΣ ΤΟΥ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟΥ ΚΡΗΤΗΣ τα έτη 2000, 2001, 
2002 
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ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟΥ ΚΡΗΤΗΣ ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΚΛΙΝΙΚΗ ΤΟΥΣ ΑΣΚΗΣΗ  ΣΤΗΝ ΠΑΙ∆ΙΑΤΡΙΚΗ 
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ΟΡΓΑΝΩΤΙΚΟ ΕΡΓΟ 
 
Μέλος της Οργανωτικής Επιτροπής του 12ου Παγκρήτιου Πανεπιστηµιακού 

Παιδιατρικού Συµποσίου του Τοµέα Μητέρας - Παιδιού Πανεπιστηµίου Κρήτης. 

 

 

ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΙΑΤΡΙΚΕΣ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΕΣ ΕΤΑΙΡΕΙΕΣ 
 
1. Ελληνική Παιδιατρική Εταιρεία 

2. Παγκρήτια  Παιδιατρική  Εταιρεία 

3. Ελληνική Αιµατολογική Εταιρεία 
 
∆ΙΑΚΡΙΣΕΙΣ 
 
Α΄ ΒΡΑΒΕΙΟ ΚΑΛΥΤΕΡΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ «Χωρέµειο Έπαθλο» 38ο Πανελλήνιο 

Παιδιατρικό Συνέδριο 2000 µε  θέµα  «Οι µεταλλάξεις στο γονίδιο ευαισθησίας 

του ρετινοβλαστώµατος Rb-1 σαν προγνωστικός δείκτης στα κακοήθη 

νοσήµατα της παιδικής ηλικίας » 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ    ( ABBREVIATIONS) 

 

ΟΛΛ:  Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία 

ΟΜΛ:  Οξεία µυελογενής λευχαιµία 

ΜΜΟ: Μεταµόσχευση µυελού των οστών 

ΧΜΘ: χηµειοθεραπεία 

RCR: Polymerase chain reaction 

CD: Cluster Differentiation 

DNA: Deoxyribonucleic acid 

RNA: Ribonucleic   acid 

SSCP: Single – Strand  Conformation Polymorphism  Analysis  

              ( Ανάλυση Πολυµορφισµού Μονόκλωνης Αλυσίδας)    

HR: Heteroduplex Analysis (Ανάλυση Ετεροδιµερών) 

LR: Low Risk (χαµηλού κινδύνου) 

MR: Median risk (ενδιαµέσου κινδύνου) 

LR: High Risk (ψηλού κινδύνου) 

TGFβ: Transforming growth factor β 

LOH : Loss of heterozigocity  
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Εισαγωγικά 
 

 Στις αναπτυγµένες χώρες 1 στα 600 παιδιά ηλικίας µικρότερης των 15 ετών 

αναπτύσσει καρκίνο, ενώ οι µισές από τις παιδιατρικές κακοήθειες διαγιγνώσκονται 

τα πέντε πρώτα χρόνια της ζωής (Gurney 1995). Στο σύνολο των νεοπλασιών για 

όλες τις ηλικίες, οι κακοήθειες της παιδικής ηλικίας αφορούν ποσοστό µικρότερο από 

1% και  αποτελούν  τη δεύτερη αιτία θανάτου στα παιδιά ηλικίας µεγαλύτερης του 

έτους. Η λευχαιµία αποτελεί τη συχνότερη κακοήθεια  και ευθύνεται για το 35-40% 

των καρκίνων της παιδικής ηλικίας συνολικά ( Birch 1999), ενώ ο κίνδυνος για κάθε 

παιδί είναι 1/2000 (Greaves 2002). Η συχνότητα της ανέρχεται σε 3,5 - 4 νέες 

περιπτώσεις ανά 100.000 παιδιά, µε συχνότερη ηλικία εµφάνισης τα πέντε πρώτα 

χρόνια ζωής (Pui 1995). Προέρχεται από  τον κακοήθη µετασχηµατισµό ενός 

προγονικού κυττάρου της µυελικής  ή της λεµφικής σειράς, που διαταράσσει τον 

πολλαπλασιασµό, τη διαφοροποίηση  και  τον  προγραµµατισµένο  κυτταρικό  

θάνατο    (απόπτωση) (Greaves 1993, LoCoco1995, Chessells 2000). Αποτέλεσµα 

είναι η δηµιουργία µονοκλωνικού πληθυσµού  που προκαλεί έκπτωση της 

λειτουργίας του µυελού και κλινική συµπτωµατολογία και  µοιραία έκβαση αν αφεθεί 

χωρίς θεραπεία. Αν και έχουν ενοχοποιηθεί διάφοροι περιβαλλοντικοί, γενετικοί - 

κληρονοµικοί, λοιµογόνοι και επαγγελµατικοί παράγοντες ( Sandler 1997, Wiemels 

1999,  Seversson 1999, Taub  2002) ωστόσο η αιτιολογία της λευχαιµίας παραµένει 

άγνωστη.  

   Η λευχαιµία της παιδικής ηλικίας κατατάσσεται σε προγνωστικές οµάδες µε βάση 

τον αριθµό των λευκών αιµοσφαιρίων, την ηλικία, το φύλο, τον ανοσοφαινότυπο, τις 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες, την ηπατοσπληνοµεγαλία και λεµφαδενοπάθεια, την 
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προσβολή του ΚΝΣ ή µη και  την ανταπόκριση  στη θεραπεία    η οποία αποτελεί τον 

κυριότερο  προγνωστικό παράγοντα της    λευχαιµίας ( Friedmann  2000).  

   Παρά την πρόοδο στην ταξινόµηση και θεραπεία της νόσου τα τελευταία χρόνια, 

υπάρχουν µορφές λευχαιµίας εξ αρχής ανθεκτικές στην θεραπεία ή που  στη 

συνεχεία υποτροπιάζουν. Αυτό σηµαίνει ότι και άλλοι παράγοντες, εκτός των 

γνωστών,  παίζουν ρόλο στην αρχική ανταπόκριση και περαιτέρω πρόγνωση. Η 

διαλεύκανση της δράσης των γονιδίων των εµπλεκόµενων στη λευχαιµογένεση, 

αποτελούν βασική προϋπόθεση  για την κατανόηση των µοριακών µηχανισµών που 

διέπουν τη δηµιουργία και την εξέλιξη της λευχαιµίας. 
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                                                      ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο 

 
                           ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΒΑΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
 
1.1  Ενδείξεις για τη συµµετοχή γενετικών παραγόντων στον 
καρκίνο     
Γνωστά µονογονιδιακά νοσήµατα και χρωµοσωµικά  σύνδροµα τα οποία εµφανίζουν  

προδιάθεση για καρκίνο είναι η νευροινωµάτωση τύπου I που σχετίζεται  µε τα 

γλοιώµατα, το σ.Beckwith-Wiedemann µενεφροβλάστωµα, ηπατοβλάστωµα, 

ραβδοµυοσάρκωµα και όγκους από τα επινεφρίδια (Wiedemann 1983), τα 

σύνδροµα µε εύθραυστο DNA η αναιµία Fanconi, το σ. Βloom και η  αταξία-

τηλεγγειεκτασία, µε την οξεία λευχαιµία (Vanasse 1999), οι συγγενείς 

ανοσοανεπάρκειες µε την οξεία λευχαιµία (Filipovich 1994), η τρισωµία 21 (σ. Down) 

(Pui  1993)  και η τρισωµία 13 (σ.Patau) µε την οξεία λευχαιµία, η τρισωµία 18 (σ. 

Edwards) µε τον καρκίνο των νεφρών  και το σ.Klinefelter µε την οξεία λευχαιµία, τον 

καρκίνο του µαστού και το σεµίνωµα των όρχεων ( Miller 1967). ∆εν έχει 

διευκρινιστεί εάν τα νοσήµατα αυτά προδιαθέτουν στην ανάπτυξη κακοήθειας ή εάν 

τόσο αυτά, όσο και οι κακοήθεις όγκοι που αναπτύσσονται είναι αποτέλεσµα της 

ίδιας γενετικής διαταραχής (Bishop 1987).  

 Οι επιδηµιολογικές παρατηρήσεις αποτέλεσαν τη βάση της ερευνητικής 

δραστηριότητας που ακολούθησε. Ισχυρές ενδείξεις για τη συµµετοχή γενετικών 

παραγόντων στην ανάπτυξη των νεοπλασιών, προέκυψαν και από τις µελέτες σε 

µονοωογενείς  διδύµους όπου το υγιές µονοωογενές δίδυµο παρουσιάζει αυξηµένο 
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κίνδυνο ανάπτυξης λευχαιµίας (1στα 5) σε σύγκριση µε το διωογενές δίδυµο (1 στα 

800) (Groves 1986).  

 
1.2  Η  καρκινική εξαλλαγή των κυττάρων σαν αποτέλεσµα 
γενετικών αλλοιώσεων 

     Ένα σηµαντικό ερώτηµα στην κατανόηση της µετάβασης από το φυσιολογικό 

στον  νεοπλασµατικό φαινότυπο είναι αν το γεγονός αυτό αντανακλά µια αλλαγή στο 

γενετικό υλικό ενός κυττάρου, ή αν ο καρκίνος είναι αποτέλεσµα της αλλαγής στο 

εξωτερικό περιβάλλον  στην οποία αντιδρά το κύτταρο. Στη πρώτη περίπτωση θα 

αναµένονταν όλα τα κύτταρα ενός όγκου να έχουν κοινά γενετικά χαρακτηριστικά του 

αρχικού µετασχηµατισµένου κυττάρου, δηλαδή να είναι ¨µονοκλωνικά¨. Στη δεύτερη 

περίπτωση, δυνητικά πολλά κύτταρα θα αντιδρούσαν ταυτόχρονα στο εξωτερικό 

ερέθισµα και έτσι ο καρκίνος θα ήταν πολυκλωνικός. Η διαπίστωση ότι οι 

περισσότερες κακοήθειες χαρακτηρίζονται από κλωνικότητα, και ότι συνεπώς ο 

καρκίνος είναι κληρονοµικός σε κυτταρικό επίπεδο, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι οι 

αλλαγές στην αλληλουχία του DNA µεµονοµένων κυττάρων είναι υπεύθυνες για την 

κακοήθη εξαλλαγή αυτών των κυττάρων. Οι κυτταρογενετικές αναλύσεις καρκινικών 

κυττάρων αποτέλεσαν τη βασική µέθοδο για την απόδειξη της κλωνικότητας. 

   Αρχικά διαπιστώθηκε ότι τα χρωµοσώµατα των καρκινικών  κύτταρων   είχαν 

συχνές ανωµαλίες στο σχήµα, στο µέγεθος και στον αριθµό, αναφορικά µε τα 

φυσιολογικά κύτταρα του ίδιου ατόµου. Παράλληλα, πειραµατικά δεδοµένα 

τεκµηρίωσαν τη µοριακή βάση του καρκίνου ως ενός φαινοτύπου που αντιστοιχεί  σε 

συγκεκριµένα χρωµοσώµατα και µπορεί να µεταβιβαστεί µε τη µεταφορά των 

χρωµοσωµάτων αυτών. Μελέτες σε καλλιέργειες κυττάρων απέδειξαν ότι τα 

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων µπορούν να µεταβιβαστούν 
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σε φυσιολογικά κύτταρα µε τη µεταφορά ενός µόνο χρωµοσώµατος που είχε 

αποµονωθεί από καρκινικά κύτταρα (Spandidos 1986). 

    Βασικό χαρακτηριστικό των καρκινικών κυττάρων είναι ότι διαιρούνται διαρκώς, 

δίνοντας νέα καρκινικά κύτταρα και ποτέ κάποιο φυσιολογικό. Οι ανωµαλίες που 

ωθούν ένα κύτταρο να γίνει καρκινικό κληρονοµούνται σταθερά συνεπώς θα πρέπει 

να έχουν  γενετική βάση. Ο καρκίνος είναι γενετική νόσος αφού για την ανάπτυξη 

του ευθύνονται αλλοιώσεις του κυτταρικού DNA. Οι αλλοιώσεις αυτές σε κυτταρικό 

επίπεδο, διαταράσσουν την ισορροπία των διαφόρων ρυθµιστικών µηχανισµών που 

ευθύνονται για το φυσιολογικό κυτταρικό πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση, 

προκαλώντας ανεξέλεγκτη ανάπτυξη κάποιων κυτταρικών πληθυσµών εις βάρος 

των υπολοίπων. Η γενετική προέλευση των νεοπλασµάτων δεν αφορά µόνο τις 

κληρονοµικές τους µορφές, όπου οι αλλοιώσεις του DNA εντοπίζονται στα κύτταρα 

της γενετικής σειράς και φυσικά κληρονοµούνται, αλλά και τις σποραδικές µορφές 

τους,  όπου οι αλλοιώσεις του γενετικού κώδικα αφορούν, κύρια, τα σωµατικά 

κύτταρα. 
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                                                            ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2ο 

 
                                   Η ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΑΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 
 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
 
2.1  Ο καρκίνος είναι υπερµεταλλακτικός φαινότυπος  
 Ο ενδογενής ρυθµός τυχαίας µεταλλαξιογένεσης στα φυσιολογικά κύτταρα, που 

ανέρχονται σε  1014 είναι 10-6 µεταλλάξεις /ζεύγος βάσεων /κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό. Υπολογίζοντας το συνολικό αριθµό των κυτταρικών διαιρέσεων 

κατά τη διάρκεια του µέσου όρου ζωής του ανθρώπου  υπολογίζεται ότι ο τυχαίος 

ρυθµός µεταλλαγών θα προκαλούσε το πολύ 2-3 µεταλλαγές στο φυσιολογικό 

κύτταρο ( Loeb 1991). Το δεδοµένο αυτό  δεν επαρκεί για να ερµηνεύσει τον 

ασύγκριτα υψηλότερο αριθµό µεταλλαγών οι οποίες συσσωρεύονται στο DNA  των 

καρκινικών κυττάρων (Chu 1988). Οι τελευταίες είναι δυνατό να είναι ακόµα  

περισσότερες, αφού η χρησιµοποιούµενη σήµερα µεθοδολογία έχει επινοηθεί για 

την ανίχνευση συγκεκριµένων γενετικών αλλοιώσεων όπως χρωµοσωµικές 

ανωµαλίες, ελλείψεις, αντικαταστάσεις βάσεων, ενώ µικρές τυχαίες µεταλλαγές 

συνήθως διαφεύγουν. Οι µεταλλάξεις αυτές σε µη κωδικοποιούσες περιοχές του 

DNA είναι εκείνες που αντικατοπτρίζουν το πραγµατικό ποσοστό 

µεταλλαξιογένεσης, αφού η δηµιουργία τους δεν επάγεται και η επιβίωση τους στον 

κυτταρικό πληθυσµό δεν επιλέγεται λόγω της έλλειψης λειτουργικότητας. Η 

παρουσία πολλαπλών µεταλλαγών σtα καρκινικά κύτταρα, οδήγησε  στην υπόθεση 

ότι ο καρκίνος αντιστοιχεί σε υπερµεταλλαξικό φαινότυπο   (hypermutative 
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phenotype) (Loeb 1994). Για να γίνει ένα κύτταρο καρκινικό απαιτούνται 5-6 

µεταλλαγές και  η θεωρητική πιθανότητα να συµβεί αυτό αν ο ρυθµός 

µεταλλαξιογένεσης, είναι σταθερός, είναι 10-22. Όµως στη πράξη ο καρκίνος είναι µια 

σχετικά συχνή νόσος και αυτό γιατί υπάρχουν µεταλλαγές που ευοδώνουν  τον 

πολλαπλασιασµό και άλλες που ευοδώνουν τη συχνότητα των µεταλλαγών (Strachh 

1996). 

 
2.2  Η µοριακή συνέπεια της µεταλλαγής 
  Αν η µεταλλαγή συµβεί σε µια περιοχή που κωδικοποιεί  και αλλάξει η αλληλουχία 

των τριών βάσεων του κωδικόνιου, θα κωδικοποιεί διαφορετικό αµινοξύ, 

(παρερµηνεύσιµη µεταλλαγή, missense mutation) και  η πρωτεΐνη που θα συντεθεί 

θα είναι δοµικά διαφορετική. Αν η αλλαγή του αµινοξέος συµβεί σε µια λειτουργικά 

σηµαντική περιοχή, ή διαφοροποιήσει τη δοµή ή τη σταθερότητα της πρωτεΐνης, το 

αποτέλεσµα είναι η τροποποίηση στη λειτουργία της. Αν όµως η αντικατάσταση µιας 

βάσης δηµιουργήσει κωδικόνιο που κωδικοποιεί για το ίδιο αµινοξύ (π,χ 

AGG→CGG→αργινίνη) πρόκειται για σιωπηλή µεταλλαγή (silent mutation), χωρίς 

καµία  επίπτωση. 

   Μια ιδιαίτερα καταστροφική σηµειακή µεταλλαγή είναι εκείνη που µετατρέπει ένα 

φυσιολογικό κωδικόνιο  σε κωδικόνιο λήξης πρώιµα. Αυτή είναι γνωστή ως 

ανερµηνεύσιµη µεταλλαγή (nonsense mutation ).  

  Αν η ένθεση ή η έλλειψη ενός µικρού αριθµού νουκλεοτιδίων σε µια περιοχή που 

κωδικοποιεί  δεν είναι πολλαπλάσιο του 3, τότε θα αλλάξει το πλαίσιο ανάγνωσης 

της µετάφρασης µετά από το σηµείο αυτό. Τέτοιες µεταλλαγές ονοµάζονται 

µετατοπίσεις του πλαισίου ανάγνωσης. Η παραγόµενη πρωτεΐνη είτε θα έχει 

ελάχιστη οµοιότητα µε τη φυσιολογική είτε θα αποδοµείται γρήγορα, πριν να 

ολοκληρώσει την λειτουργική της δράση ( Griffiths 1996).  
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2.3   Η πολυσταδιακή διαδικασία της καρκινικής  εξαλλαγής 
   Η καρκινική εξαλλαγή ενός κυττάρου είναι µια πολύπλοκη και πολυσταδιακή 

διαδικασία στην οποία περισσότερα του ενός γενετικά (genetics events, π.χ 

µετάλλαξη ) και επιγενετικά γεγονότα (epigenetics events, π.χ υποµεθυλίωση, ή η 

ακετυλίωση στις ιστόνες) απαιτούνται για τη  µετάβαση από την κατάσταση 

φυσιολογικού ελέγχου της κυτταρικής συµπεριφοράς, σε µια κατάσταση όπου ο 

έλεγχος αυτός έχει χαθεί (Vogelstein and Kinzler 1993) (σχήµα 1).   

 
Σχήµα 1: Ο καρκίνος είναι µια πολυσταδιακή διαδικασία. Τουλάχιστον δυο 
γενετικά γεγονότα φαίνεται να είναι  απαραίτητα για να µετασχηµατίσουν ένα 
φυσιολογικό κύτταρο σε καρκινικό τα «χτυπήµατα» µπορεί να είναι : 1) 
ενεργοποίηση ογκογονιδίων 2) αδρανοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων 
3)περιβαλλοντικές επιδράσεις 4) άλλα (άγνωστα ) 
 
 
Οι πρώτες παρατηρήσεις που οδήγησαν στην  υπόθεση των «πολλαπλών 

χτυπηµάτων» (“multiple hits”) προήλθαν από το προοδευτικά ψηλότερο ποσοστό 

καρκίνου προϊούσης της ηλικίας. Τα «χτυπήµατα» αυτά θα µπορούσαν να 

αντιπροσωπεύουν προσβολές σε ξεχωριστά κύτταρα, όµως επειδή ο κάθε όγκος 

προκύπτει από ένα προγονικό κύτταρο (κλωνική αύξηση), είναι πιο πιθανό να 

αντιπροσωπεύουν διαδοχικές µεταλλαγές σε γονίδια ενός και µόνο  κυττάρου  και 

των κυτταρικών απογόνων του (Fearon 1990).  Σύµφωνα µε αυτή την άποψη, οι 
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όγκοι αναπτύσσονται µε µια κλωνική εξελικτική διαδικασία κατευθυνόµενη από 

µεταλλαγές. Η πρώτη µεταλλαγή έχει ως αποτέλεσµα τον επιλεγµένο 

πολλαπλασιασµό των κυτταρικών απογόνων ενός και µόνο κυττάρου. Στη συνέχεια 

ένα από τα κύτταρα αυτά αποκτά µια δεύτερη µεταλλαγή, επιτρέποντας πιθανόν την 

ανάπτυξη ενός µικρού καλοήθους όγκου. Κάποιο από τα κύτταρα του καλοήθους 

όγκου µπορεί να υποστεί και µια τρίτη µεταλλαγή, να πολλαπλασιαστεί εις βάρος 

των άλλων κυττάρων του όγκου και να σχηµατίσει µια πιο εξελιγµένη µορφή του 

όγκου. O όγκος αυτός θα αποτελείται από κύτταρα που έχουν υποστεί και τις τρεις 

µεταλλαγές. Τελικά, κάποια κλωνικά κύτταρα θα συγκεντρώσουν   ένα ικανοποιητικό 

αριθµό γενετικών αλλοιώσεων που επιτρέπει τη διήθηση στους γύρω ιστούς και την 

πρόκληση µετάστασης σε άλλα όργανα (Vogelstein 1988) σχήµα . Έχει αποδειχθεί 

ότι τα κακοήθη κύτταρα ενός όγκου φέρουν το ίδιο σύνολο µεταλλαγών  που 

βρίσκονται και στις καλοήθεις περιοχές του ίδιου όγκου, αλλά µε την προσθήκη 

τουλάχιστον µιας επιπλέον µεταλλαγής, η οποία απουσιάζει από τα πρόδροµα 

καλοήθη κύτταρα ( Shibata 1993).   Στη διατύπωση αυτής της υπόθεσης οδήγησαν 

επιδηµιολογικές και κλινικές παρατηρήσεις.  Για παράδειγµα ασθενείς που έχουν 

εκτεθεί σε    ακτινοβολία, αναπτύσσουν   όγκους  που   εµφανίζονται  µετά  από  

µεγάλα  χρονικά  διαστήµατα ( Evans 1993). 

 
2.4   Γονίδια που εµπλέκονται στην καρκινογένεση. 

Η έρευνα της τελευταίας 25ετίας αποκάλυψε ότι στον καρκίνο διαταράσσεται η 

φυσιολογική έκφραση ή η λειτουργία γονιδίων που ρυθµίζουν τον 

πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση του κυττάρου. Τα γονίδια αυτά 

κατατάσσονται σε δυο βασικές κατηγορίες, τα ογκογονίδια (oncogenes) (Friend 

1988) και τα ογκοκατασταλτικά γονίδια (tumor suppressor genes) ή 

αντιογκογονίδια ή γονίδια ευαισθησίας στον καρκίνο (Weinberg 1988, Marshall 
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1991). Πρόσφατα ταυτοποιήθηκε µια τρίτη  κατηγορία γονιδίων τα οποία δε 

σχετίζονται µε τον έλεγχο της αύξησης και της διαφοροποίησης του κυττάρου, αλλά 

συµµετέχουν στην καρκινογένεση. Πρόκειται για τα  γονίδια επιδιόρθωσης του 

DNA ή µεταλλακτικά γονίδια (mismatch repair genes ) (Modrich 1994).  
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2.4.1  Ογκογονίδια  
  Τα ογκογονίδια ταυτοποιήθηκαν  µετά τη διαπίστωση ότι η ογκογενετική ικανότητα 

πολλών RNA ιών (ρετροιών) οφείλεται σε συγκεκριµένα γονίδια. Ενώ οι ρετροιοί είναι 

µια σπάνια αιτία καρκίνου στον άνθρωπο, η µελέτη της βιολογίας τους σε άλλους 

οργανισµούς συνέβαλε στην κατανόηση της γενετικής του καρκίνου. Στις 

πρωτοποριακές µελέτες του Peyton Rous στα πτηνά κλωνοποιήθηκε το γονίδιο v-src 

από τον ιό του σαρκώµατος Rous, ο οποίος προκαλεί σάρκωµα στα πτηνά 

(Rous1979). Ανακαλύφθηκε ότι το DNA των πτηνών εµπεριέχει ένα γονίδιο συγγενικό 

µε το v-src και ότι παρόµοιες αλληλουχίες  αναγνωρίζονται στο DNA άλλων 

σπονδυλωτών (Stehelin 1976, Spector 1978). Η µελέτη ανθρωπίνων όγκων έδειξε ότι 

επίσης περιείχαν γονίδια αντίστοιχα µε ιικά  γονίδια  ρετροιών.   

Τα γονίδια των ρετροιών που µπορούν να µετασχηµατίσουν φυσιολογικά κύτταρα σε 

καρκινικά, έχουν στο γονιδίωµα τους αλληλουχίες µε υψηλή οµολογία µε κυτταρικά  

γονίδια,  από τα οποία και   προήλθαν µε  γενετικό   ανασυνδυασµό ( Lang 1994 ).  

  Στους  ρετροιούς  µπορεί να βρεθεί  και ένα τέταρτο γονίδιο,  εκτός από τα τρία 

γονίδια gag, pol, env που περιέχει, το οποίο δεν είναι  στην καταγωγή του ιικό  άλλα 

έχει αποσπαστεί  από γενωµικό  DNA (ανθρώπινης ή ζωικής προέλευσης), µε µια 

διαδικασία που ονοµάζεται  µεταγωγή (transduction). Εάν η αλληλουχία DNA  που 

έχει  αποσπαστεί   περιέχει   ένα   φυσιολογικό   γονίδιο  που   προάγει  την  αύξηση  

( πρωτο-ογκογονίδιο )  και ο ρετροιός  ενεργοποιεί αυτό το γονίδιο χρησιµοποιώντας 

τους ισχυρούς του υποκινητές, η επόµενη µόλυνση  άλλων κυττάρων µε αυτόν το ιό 

θα τα µετασχηµατίσει  σε δυνητικά καρκινικά κύτταρα (Angel  1991) (σχήµα 3). 

    Χρησιµοποιώντας το µοριακό υβριδισµό  ανακαλύφθηκαν  περισσότεροι από 30 

ρετροιοί που προκαλούν µετασχηµατισµό (Bishop 1987). Τα γονίδια τους που 

προκαλούσαν τον µετασχηµατισµό ονοµάστηκαν συµβατικά χρησιµοποιώντας 
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συντοµογραφία  τριών γραµµάτων  από το όνοµα του ιού στον οποίο είχαν αρχικά 

ανακαλυφθεί.  Έτσι  π.χ. τα γονίδια µετασχηµατισµού των ιών του Kirsten και του 

Harvey που προκαλούν σάρκωµα στους αρουραίους ονοµάστηκαν  K-ras (rat 

sarcoma  virus, Kirsten strain ) και R-ras (rat sarcoma  virus, Harvey strain) 

αντίστοιχα κ.λ.π.    

  Τα πρωτοογκογονίδια είναι φυσιολογικά γονίδια που ρυθµίζουν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση των κυττάρων. Eχουν ταυτοποιηθεί   

περισσότερα από 75 (Rabbits1994).  Πρωτοογκογονίδια έχουν βρεθεί σε όλους τους 

πολυκυττάριους οργανισµούς.  
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Σχήµα  3 : Α. Κύκλος ζωής ενός ρετροιού.  Β. Απεικόνιση του γενώµατος ενός 
ρετροιού (Angel 1991, τροποποιηµένο). 
2.4.2  Μηχανισµοί δράσης ογκογονίδιων  
Υπάρχουν τρεις βασικοί µηχανισµοί µε τους οποίους δρουν. Ο πρώτος είναι η 

φωσφοριλίωση   πρωτεϊνών  σε  περιοχές  σερίνης,   θρεονίνης  και   τυροσίνης 

(Hunter 1985). Οι πρωτεΐνες των πρωτοογκογονιδίων µε αυτή τη δράση  

µεταφέρουν φωσφορικές οµάδες από το ATP στην πλάγια αλυσίδα των περιοχών 

αυτών. Η φωσφορυλίωση εξυπηρετεί δυο βασικούς µηχανισµούς στη µετάδοση ενός 

σήµατος. Αφ ‘ ενός αλλάζει τη διαµόρφωση της πρωτεΐνης  ενεργοποιώντας την σε 

δράση κινάσης της τυροσίνης. Αφ’ ετέρου, η φωσφορυλίωση της τυροσίνης 

δηµιουργεί κενές θέσεις πρόσδεσης που κινητοποιούν πρωτεΐνες στόχους, τις 

οποίες η ενεργοποιηµένη κινάση µπορεί  να φωσφορυλιώσει. Ως εκ τούτου η 

φωσφορυλίωση ευοδώνει την µετάβαση σηµάτων, µε τη  δηµιουργία συµπλεγµάτων 

µορίων που τα µεταφέρουν µέσα στο κύτταρο στις θέσεις που πρέπει να δράσουν. 

    Ο δεύτερος µηχανισµός µε τον οποίο ενεργούν τα πρωτοογκογονίδια για να 

µεταφέρουν µηνύµατα σχετίζεται µε τις GTPασες (Boume 1987, Boume 1990). 

Τέτοια συµπεριφορά έχουν οι πρωτεΐνες που παράγονται από τα γονίδια της 

οικογένειας ras. Οι πρωτεΐνες της οικογένειας ras λειτουργούν σα µοριακοί 

διακόπτες που ανοίγουν και κλείνουν µέσω ενός ρυθµισµένου κύκλου GDP/GTP. Οι 

πρωτεΐνες ras έχουν παροµοιαστεί µε ενδιάµεσα κλειδιά σε οδούς µεταγωγής 

σήµατος από τις κινάσες τυροσίνης  προς τις κινάσες σερίνης και θρεονίνης.  

    Ο τρίτος µηχανισµός µε τον οποίο δρουν τα πρωτοογκογονίδια αναφέρεται σε 

πρωτεΐνες που εντοπίζονται στον πυρήνα. Πρόκειται για  µεταγραφικούς 

παράγοντες οι οποίοι επάγουν την πρωτεϊνική σύνδεση, διεγείροντας το  DNA του 

πυρήνα να παράγει αγγελιοφόρο mRNA (Treisman 1994). 

     Κάποια «γεγονότα» έχουν ως αποτέλεσµα την συνεχή ενεργοποίηση των 

πρωτοογκογονιδίων  και την απώλεια του ελέγχου τους, τη  µετατροπή τους δηλαδή 
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σε  ογκογονίδια. Συνεπώς, ογκογονίδια είναι ενεργοποιηµένα πρωτοογκογονίδια  

που συνεχίζουν  να δρουν στη κυτταρική ανάπτυξη ανεξέλεγκτα και µπορούν να 

προκαλέσουν εξαλλαγή κυττάρων in vitro. Πειραµατικά δεδοµένα επιβεβαιώνουν  ότι 

τα ογκογονίδια  συµπεριφέρονται ως επικρατούντα γονίδια  δηλ.  µεταλλαγή στο ένα 

αλληλόµορφο είναι αρκετή για να δηµιουργήσει καρκινικό φαινότυπο. Παρ όλα αυτά, 

εκτός από  λίγες  εξαιρέσεων (όπως το γονίδιο RET), τα ογκογονίδια δε  

κληρονοµούνται και συνεισφέρουν στην παθογένεια του καρκίνου µε  σωµατικές 

µεταλλαγές στα κύτταρα  των οργάνων στόχων. 

 
2.4.3  Μέθοδοι ταυτοποίησης  ογκογονιδίων    
 

Αν και είχαν εντοπιστεί ρετροιοί που προκαλούσαν καρκίνο στον άνθρωπο, δεν ήταν 

σαφής ο τρόπος µε τον οποίο  τα γονίδια που περιέχονταν στους ρετροιούς 

µπορούσαν να σχετίζονται µε την παθογένεια του καρκίνου. Για την εντόπιση 

µετασχηµατισµένων γονιδίων από DNA ή RNA ογκογόνους ιούς, αρχικά 

χρησιµοποιήθηκε η τεχνική  προσδιορισµού  διαµόλυνσης DNA (DNA  transfection 

assay ) (Graham 1973, Shih 1981).  

Μόνο το 20% των όγκων που περιείχαν ογκογονίδια ταυτοποιήθηκε µε αυτό τον 

τρόπο, και περίπου το ¼ από αυτά ανήκαν στην οικογένεια ras. Με τη µέθοδο 

µελέτης  οµολογίας µε ρετροιούς Π.χ σε µετασχηµατισµένα γονίδια από 

ανθρώπινους όγκους ουροδόχου κύστη και πνεύµονα, αποδείχθηκε η οµολογία των 

ras γονίδιων µε τα γονίδια τα οποία είχαν πρόσφατα ταυτοποιηθεί στους ιούς του 

σαρκώµατος Harvey και Kirsten (Parada  1982). Ένα τρίτο γονίδιο από την 

οικογένεια ras αρχικά ταυτοποιήθηκε σε κύτταρα νευροβλαστώµατος και 

χαρακτηρίστηκε Ν-ras (Perucho 1981). Υπάρχει σαφής εκλεκτικότητα όσον αφορά 

ποια   οµολογία ras ενεργοποιείται  σε κάθε τύπο ανθρώπινου καρκίνου. Περίπου το 
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50% των  καρκίνων του παχέος εντέρου, το 95% των παγκρεατικών καρκίνων και το 

30% των αδενοκαρκινωµάτων του πνεύµονα έχουν µεταλλάξεις στο Κ-ras και 

σπάνια στα H-ras και N-ras( Bos 1990). Παροµοίως το  25% των οξειών λευχαιµιών 

έχουν µεταλλάξεις στα Ν- ras, στα Κ-ras και  H-ras (Kalmanti 1992).                                            

  Για την ανίχνευση  πρωτογκογονιδίων χρησιµοποιήθηκε η τεχνική υβριδισµού που   

βασίστηκε  στην παρατήρηση ότι µερικά ογκογονίδια εντοπίζονταν στη περιοχή των 

σηµείων αναδιάταξης των χρωµατοσωµάτων µετά από µεταθέσεις και τη δηµιουργία 

χιµαιρικών γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες σύντηξης  (fusion protein). 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί το χρωµόσωµα Φιλαδέλφειας (Ph) το οποίο 

προκύπτει από τη µετάθεση του χρωµοσώµατος 9 στο χρωµόσωµα 22, 

t(9;22)(q34;q11) και  αφορά  το 95% των ασθενών µε  ΧΜΛ (De Klein 1982, Cooper 

1996, Rabbits 1999).  

H γονιδιακή ενίσχυση, δηλαδή τα πολλαπλά αντίγραφα ενός πρωτοογκογονιδίου που 

ανιχνεύονται µε τεχνικές υβριδισµού, αποτελούν εναλλακτική µέθοδο ταυτοποίησης 

των πρωτοογκογονιδίων (Collins  & Groudine 1982). Συνολικά για την ταυτοποίηση 

ογκογονιδίων έχουν χρησιµοποιηθεί 5 διαφορετικές µέθοδοι (Narayanan 1992) 

(Πίνακας 1). 

 
Πίνακας 1  : Μέθοδοι ταυτοποίησης ογκογονιδίων   σε   ανθρώπινους   όγκους 
                                                                                    αντιπροσωπευτικά             
      Μέθοδοι                                                           ταυτοποιηµένα    ογκογονίδια     
 

 προσδιορισµός µε επιµόλυνση                               ras, myc, mas, trk, met 

  χρωµοσωµική  µετάθεση                                        abl, bcl1, bcl2, myc       

  οµολογία µε ρετροιούς                                           K -ras, H- ras, src 

  ενίσχυση                                                                erb2, L-myc, N-myc 

  µεταλλαγή ένθεσης                                                evi1, Int1 
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2.4.5  Μηχανισµοί ενεργοποίησης πρωτοογκογονιδίων 
Τα φυσιολογικά  πρωτοογκογονίδια µπορούν  να ενεργοποιηθούν  σε ογκογονίδια µε 

τους παρακάτω µηχανισµούς ( Bishop 1991 ) (σχήµα).  

1) Σηµειακή µεταλλαγή - απάλειψη   

2) Γονιδιακή ενίσχυση  

3) Χρωµοσωµική µετάθεση (Cory 1986)   

4) Μόλυνση µε ρετροιούς που µετασχηµατίζουν κύτταρα µε διαδικασία γνωστή  ως 

µετάλλαξη  ένθεσης (σχήµα 4). 

  

 

               

                  Σχήµα 4 : Μηχανισµοί ενεργοποίησης πρωτοογκογονιδίων 

 

2.4.6 Λειτουργική κατάταξη  πρωτοογκογονιδίων  
  

Ανάλογα µε τη βιολογική δράση των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν τα 

πρωτοογκογονίδια και την εντόπιση τους στο κύτταρο, µπορούν να καταταγούν 
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στις εξής κατηγορίες: 1) αυξητικοί παράγοντες (growth factors),  2) υποδοχείς 

αυξητικών παραγόντων (growth factors receptors), 3) µεταγωγείς σήµατος  

( signal transducers ) και 4) µεταγραφικοί  παράγοντες (transcription factors 

(Hunter 1991) (σχήµα 5). 

 

              

 

        

             Σχήµα 5: αναπαράσταση εντόπισης πρωτοογκογονιδίων 
 
 
Κακοήθειες έχουν συσχετιστεί  µε συγκεκριµένα ογκογονίδια ( Πίνακας 2) 
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Πίνακας 2: Αντιπροσωπευτικά πρωτο-ογκογονίδια, µηχανισµός αλλοίωσης    τους 
και συµµετοχή τους σε ανθρώπινα νεοπλάσµατα (Bishop 1991 ) 
 
 

                                                                         18 
 



 
πρωτο-ογκογονίδια        Νεοπλάσµατα                          Γενετική αλλοίωση 
 
 
 
 
abl  (BCR/ΑBL)             χρόνια µυελογενής  λευχαιµία                      µετατόπιση 
 
erbB-1                           ακανθοκυτταρικό  καρκίνωµα                 γονιδιακή επέκταση 
                                       γλοιοβλάστωµα, καρκίνωµα  
                                       µαστού 
 
erbB-2                            αδενοκαρκίνωµα ωοθηκών,                  γονιδιακή επέκταση 
                                        µαστού, στοµάχου 
 
gip                                  καρκίνος ωοθηκών,                              σηµειακές µεταλλαγές 
                                       ενδοκρινών αδένων 
 
gsp                               αδένωµα της υπόφυσης,                       σηµειακές µεταλλαγές 
                                      καρκίνωµα του θυρεοειδούς 
 
myc                                λέµφωµα Burkitt                                             µετατόπιση 
                                       καρκίνωµα του πνεύµονα,                     γονιδιακή επέκταση 
                                       µαστού και τραχήλου µήτρας 
L-myc                            µικροκυτταρικό του πνεύµονα              γονιδιακή επέκταση 
 
N-myc                            νευροβλάστωµα                                     γονιδιακή επέκταση 
                                       µικροκυτταρικό  καρκίνωµα  
                                       του   πνεύµονα 
 
Η-ras                              καρκίνωµα του ουροποιογεννητικού    σηµειακές µεταλλαγές 
 
                                       καρκίνωµα θυρεοειδούς, µελάνωµα 
 
K-ras                              καρκίνωµα του παχέος εντέρου,        σηµειακές   µεταλλαγές 
                                        πνεύµονα, παγκρέατος, 
                                        µελάνωµα 
 
N-ras                              οξεία µυελογενής και οξεία                 σηµειακές   µεταλλαγές 
                                       λεµφοβλαστική  λευχαιµία 
                                       καρκίνωµα θυρεοειδούς  και  
                                        µελάνωµα                                             ανασυνδυασµός 
 
ret                                   καρκίνωµα θυρεοειδούς                      ανασυνδυασµός 
 
ros                                   αστροκύττωµα                                                   
 
K-sam                            καρκίνωµα του στοµάχου                   γονιδιακή επέκταση 
 
 

 
 
 

                                                                         19 
 



Πίνακας 2 (συνέχεια) : Αντιπροσωπευτικά πρωτο-ογκογονίδια, µηχανισµός 

αλλοίωσης    τους και συµµετοχή τους σε ανθρώπινα νεοπλάσµατα (Bishop 1991 ) 

 
πρωτο-ογκογονίδια             Νεοπλάσµατα                              Γενετική αλλοίωση 
 
 
 

  sis                                   αστροκύττωµα                                              άγνωστη   
                 
  src                                  καρκίνωµα παχέος εντέρου                          άγνωστη            
 
  trk                                   καρκίνωµα θυρεοειδούς                         ανασυνδυασµός 
 
  EGRF                             καρκίνωµα από πλακώδη κύτταρα     γονιδιακή επέκταση
 
  K-sam                            καρκίνωµα του στοµάχου                     γονιδιακή επέκταση
 
  sis                                  αστροκύττωµα                                               άγνωστη     
                                     
  src                                  καρκίνωµα παχέος εντέρου                          άγνωστη    
                                                   
  trk                                   καρκίνωµα θυρεοειδούς                           ανασυνδυασµός 
 
  EGRF                             καρκίνωµα από πλακώδη κύτταρα      γονιδιακή επέκταση
 
  Dbl                                  λέµφωµα από Β  κύτταρα                         ανασυνδυασµός 
 
  ost                                    οστεοσάρκωµα                                             άγνωστη           
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2.5  Ογκοκατασταλτικά γονίδια 

2.5.1 Πειραµατικά δεδοµένα για την ύπαρξη ογκοκατασταλτικών 
γονιδίων 
     Μια δεύτερη οµάδα γονιδίων η οποία διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην 

καρκινογένεση, είναι τα ογκοκατασταλτικά γονίδια. Αυτά καθορίστηκαν σαν γονίδια 

τα οποία εµπλέκονται στον έλεγχο του ανώµαλου κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Η  

απώλεια ή η αδρανοποίηση τους σχετίζεται µε την ανάπτυξη κακοήθειας. Παρά την 

πολλαπλή ονοµατολογία τους στις πρώτες βιβλιογραφικές αναφορές, επικράτησαν 

τελικά σαν ογκοκατασταλτικά γονίδια (tumor suppressor genes) (Bishop 1991). 

Αποτελούν µια ευρεία οµάδα γονιδίων που συµπεριφέρονται στην καρκινογένεση  µε 

τρόπο υπολειπόµενο. ∆ηλαδή, για  να αναπτύξουν την ογκογόνο δράση  τους 

πρέπει να ενέχεται η λειτουργική αδρανοποίηση και των δύο αλληλόµορφων 

γονιδίων τους (Knudson 1986, Lasco 1991). 

    Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια  ήταν πολύ δυσκολότερο να ταυτοποιηθούν σε 

σύγκριση µε τα ογκογονίδια: Η εισαγωγή ενός ογκογονιδίου σε καλλιέργεια  

φυσιολογικών κυττάρων, οδηγούσε σε σαφώς αναγνωρίσιµα µετασχηµατισµένα 

κύτταρα. Αντίθετα,  η ταυτοποίηση µεταλλαγής που δεν οδηγεί σε  µετασχηµατισµό, 

σε υπόστρωµα  µετασχηµατισµένων κυττάρων, ήταν πειραµατικά δύσκολη ( Klinger 

1982, Stanbridge 1982 ). 

  Την υπόθεση ότι στο νεοπλασµατικό  µετασχηµατισµό πιθανά εµπλέκονται γονίδια 

των οποίων τα προϊόντα ρυθµίζουν αρνητικά τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

υποστήριξαν: α) η καταστολή της κακοήθειας σε υβρίδια σωµατικών κυττάρων 

(Weissman1987, Trent 1990) β) οι παρατηρήσεις σε οικογενείς καρκίνους (Knudson 

1971) και γ) η σταθερή απώλεια χρωµοσωµιακών περιοχών - απώλεια της 

ετεροζυγωτίας στα κύτταρα τoυ όγκου (Cavanee 1984). 

                

                                                                         21 
 



2.5.2  Καταστολή της κακοήθειας µε κυτταρική σύντηξη 

Το 1969 οι Ephrussi  και συν, σε πειράµατα κυτταρικής σύντηξης έδειξαν ότι ο 

µετασχηµατισµένος φαινότυπος είναι δυνατό να διορθωθεί  in vitro µε τη σύντηξη 

του µετασχηµατισµένου κυττάρου µε φυσιολογικό κύτταρο. Πολύ αργότερα oι Ηarris 

και συν  το 1988 κατόρθωσαν να αποδείξουν ότι  η ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων 

όγκου ποντικού σε συγγενικά ζώα µπορούσε να κατασταλεί όταν τα καρκινικά 

κύτταρα συντήκονταν µε φυσιολογικά.  ∆ιατύπωσαν την υπόθεση ότι ο καρκίνος 

είναι υπολειπόµενη διαταραχή που θα µπορούσε να αναχαιτιστεί.  

   Για να επιβεβαιωθεί αυτή η υπόθεση µετεµφυτεύτηκαν  συγκεκριµένα 

χρωµοσώµατα σε καρκινικά κύτταρα, µε αποτέλεσµα να καταστέλλονται οι 

ογκογόνες ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων (Weissman 1987). Με ανάλογα 

πειράµατα βρέθηκε π.χ ότι το χρωµόσωµα 4 του ανθρώπου µπορούσε να 

καταστείλει  την κακοήθεια (Evans 1982). Τα υβρίδια εκείνα τα οποία αφενός 

χαρακτηρίζονταν από απώλεια συγκεκριµένων χρωµοσωµάτων και αφετέρου από 

την ικανότητα τους να επάγουν όγκους σε πειραµατόζωα, οδήγησαν στο 

συµπέρασµα ότι τα συγκεκριµένα χρωµοσώµατα φέρουν  ογκοκατασταλτικά γονίδια. 

Αντίθετα, η επαναφορά των χρωµοσωµάτων αυτών στα υβρίδια  συνοδεύονταν από 

µείωση του καρκινικού φαινοτύπου, γεγονός που επίσης αποδείκνυε  και ότι τα 

γονίδια αυτά θα πρέπει να συµπεριφέρονται  γενετικά µε τρόπο υπολειπόµενο 

(Saxon  1986, Shimizu 1990). 
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2.5.3  Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια  στους οικογενείς καρκίνους : το µοντέλο 

του ρετινοβλαστώµατος  

Η δεύτερη  ένδειξη  για την ύπαρξη των ογκοκατασταλτικών γονιδίων, προέρχεται  

από µελέτες  σε κληρονοµικούς καρκίνους, καρκίνους δηλαδή µε συνήθως 

αυτοσωµατική  επικρατούσα κληρονοµικότητα και  τάση προσβολής  σε νεαρότερες 

ηλικίες, σε σύγκριση   µε τους σποραδικούς. 

   Πρότυπο των µελετών για τους κληρονοµικούς καρκίνους αποτέλεσε το  

ρετινοβλάστωµα. Προσβάλει τον αµφιβληστροειδή και αποτελεί τoν  πιο συχνό 

οφθαλµικό  όγκο της παιδικής ηλικίας. Το 1964 ο Francois  ανέφερε ότι  η επίπτωση 

του ποικίλει από 1/34000 έως 1/14.000 παιδιά, µε ολοένα αυξανόµενη συχνότητα τις 

τελευταίες δεκαετίες, χωρίς σηµαντικές διαφορές ανάµεσα σε  φύλα  και φυλές 

(Francois 1964), όπως επιβεβαιώθηκε και από µεταγενέστερες µελέτες (Mahoney 

1990). Το 1971 ο Knudson σε επιδηµιολογική µελέτη για το ρετινοβλάστωµα 

διαπίστωσε ότι οι περισσότερες περιπτώσεις της νόσου (60%) ήταν σποραδικές µε 

ετερόπλευρη εµφάνιση του όγκου. Υπήρχαν όµως  και  οι οικογενείς  µορφές - 

κληρονοµικές (40%) όπου φαινόταν ότι η νόσος κληρονοµείται µε αυτόσωµο 

επικρατούντα χαρακτήρα. Σε αυτές τις περιπτώσεις η νόσος εκδηλώνονταν σε 

µικρότερη ηλικία, ήταν πολυεστιακή, αµφοτερόπλευρη σε ποσοστό 25% και 

ετερόπλευρη σε ποσοστό 15%. (Knudson 1971). Μελετώντας το γενεαλογικό δένδρο 

των   κληρονοµικών  µορφών  διατύπωσε την υπόθεση των «δύο χτυπηµάτων» 

(“two hit theory”). ∆υο µεταλλακτικά γεγονότα είναι απαραίτητα για να εκδηλωθεί το 

ρετινοβλάστωµα. Θεώρησε ότι στην οικογενή µορφή της νόσου το πρώτο 

«χτύπηµα» είναι µια µεταλλαγή  στο γαµετικό κύτταρο, πατρικό ή µητρικό, βρίσκεται 

σε όλα τα κύτταρα του οργανισµού και κληρονοµείται. Παρ’ όλα αυτά 

απενεργοποίηση του ενός µόνο αλληλόµορφου γονιδίου είναι ανεπαρκής για την 
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ανάπτυξη κακοήθειας. Ένα δεύτερο «χτύπηµα», που αφορά µεταλλαγή  του   

εναποµείναντος   αλληλόµορφου   στο   σωµατικό        κύτταρο ( ρετινοβλάστη ), 

είναι αναγκαίο για να εκδηλωθεί η νόσος (σχήµα 6). 

 

 

Σχήµα 6:     Θεωρία των «δύο χτυπηµάτων»( Knudson 1971,τροποποιηµένο) 

 ∆εδοµένου του µεγάλου αριθµού των ρετινοβλαστών στο µάτι (>107) οι οποίες είναι 

σε κίνδυνο, επειδή ήδη όλες  κατά τη γέννηση  του πάσχοντος έχουν µια µεταλλαγή, 

ένα δεύτερο «κτύπηµα» θα συµβεί αρκετά συχνότερα και θα προκαλέσει όγκους 

στον  ένα τουλάχιστον οφθαλµό, συνηθέστερα όµως και στους δύο. Στη σποραδική 

µορφή της νόσου και οι δυο µεταλλαγές είναι σωµατικές  και αφορούν το ίδιο 

κύτταρο. Η πιθανότητα να συµβούν δυο µεταλλαγές στο ίδιο υγιές ως εκείνη την ώρα 

σωµατικό κύτταρο (ρετινοβλάστη ) είναι πολύ µικρή, γι αυτό η σποραδική µορφή της 

νόσου είναι µονοεστιακή και ετερόπλευρη (Hethcote 1978, Knudson 1978). Το 1993 

επιβεβαιώθηκε η υπόθεση του Knudson και κλωνοποιήθηκε το υπεύθυνο γονίδιο για 

το ρετινοβλάστωµα, το Rb-1 από τρεις ανεξάρτητες ερευνητικές οµάδες (Friend 

1986,  Lee  1987,  Fung  1987). 

  Η σηµασία της υπόθεσης του Knudson είναι διττή. Αφενός µεν  υπέδειξε  τους 

µηχανισµούς µέσα από τους οποίους κληρονοµούµενες  και επίκτητες γενετικές 

βλάβες  συνδυαζόµενες µπορούν να καταλήξουν σε κακοήθεια, αφετέρου πρότεινε 
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την ιδέα της υπολειπόµενης  γενετικής βλάβης στον καρκίνο, θέτοντας για πρώτη 

φορά τη θεωρητική βάση των πειραµάτων που ακολούθησαν. 

 

  2.5.4    ∆ιερεύνηση και ταυτοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 

Αρχικά για την εντόπιση χρωµοσωµικών περιοχών που περιείχαν ογκοκατασταλτικά 

γονίδια χρησιµοποιήθηκαν κυτταρογενετικές µελέτες, που ανίχνευαν τις δοµικές 

ανωµαλίες  των χρωµοσωµάτων στους  ασθενείς µε καρκίνο. Κατά αυτόν τον τρόπο 

εντοπίστηκαν   χρωµοσωµικές  µεταθέσεις ή απαλείψεις, οι οποίες υποδείκνυαν την 

ευρύτερη περιοχή στην οποία εντοπίζονταν ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο. Ήδη το 

1963 ο Lele KP και οι συν περιέγραψαν περίπτωση ρετινοβλαστώµατος µε έλλειψη 

στο χρωµόσωµα 13 (Lele 1963). Αργότερα, διαπιστώθηκε  ότι οι ασθενείς µε 

ρετινοβλάστωµα  εµφάνιζαν στα κύτταρα του περιφερικού αίµατος  ενδιάµεσες 

απαλείψεις της περιοχής  q14 του χρωµοσώµατος 13, σε ποσοστό > 5% (Francke 

1976) και σε λιγότερο από µια δεκαετία ο Ward P και οι συν εντόπισαν το γονίδιο του 

ρετινοβλαστώµατος Rb-1  στο µακρύ σκέλος του χρωµοσώµατος  13, στην ζώνη 

13q14 µε ανάλυση σύνδεσης µε το γονίδιο του ενζύµου D που εδράζεται επίσης στο 

13q14 (Ward  1984). 

   Η µελέτη ενός ασθενούς  µε κληρονοµικό καρκίνο και η ταυτοποίηση της σταθερής 

έλλειψης από τα κύτταρα του µιας συγκεκριµένης χρωµοσωµικής περιοχής, δεν 

αποτελεί απόδειξη ότι σε αυτή τη περιοχή υπάρχει ογκοκατασταλτικό γονίδιο το 

οποίο µεταβιβάζεται µε τους κανόνες κληρονοµικότητας του Mendel. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις είναι αναγκαία η ανάλυση ανασυνδυασµού (linkage analysis), για να 

αποδειχθεί ότι στις περιπτώσεις που κληρονοµείται ένας φαινότυπος, γενετικοί 

δείκτες µεταφέρονται από την υποψήφια  γονιδιακή περιοχή, σε µεγάλο αριθµό  

συγγενών διαδοχικών γενεών µιας οικογένειας, µε κληρονοµούµενη  µορφή 
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καρκίνου. Αν και η ανάλυση  γενετικής σύνδεσης µπορεί να εντοπίσει µε µεγαλύτερη 

ακρίβεια την θέση ενός ύποπτου γονιδίου,  η ταυτοποίηση και η χαρτογράφηση του 

γονιδίου απαιτεί κλωνοποίηση του γονιδίου και λεπτοµερή ανάλυση των 

µεταλλάξεων του. Πρόσφατο παράδειγµα της διαδικασίας αυτής αποτελεί η 

ανακάλυψη του γονιδίου που είναι υπεύθυνο για τον κληρονοµικό καρκίνο του 

µαστού BrCa1 (Hall 1990). 

   Πολύ χρήσιµη και διαδεδοµένη προσέγγιση στην ανακάλυψη ογκοκατασταλτικών  

γονιδίων  αποτελεί  η  µελέτη  απώλειας της ετεροζυγωτίας ( loss of heterozigocity ή 

LOH ).  

Κυτταρογενετικές αναλύσεις ρετινοβλαστώµατος απέδειξαν ότι στην ανάπτυξη αυτού 

του όγκου σηµαντική θέση  κατέχει η χρωµοσωµική περιοχή 13q14 ( Υunis 1978) η 

οποία συχνά σε βιοψίες όγκων υφίσταται απαλείψεις (Sparkes 1980, Βalaban 1982). 

Σε αυτή την περιοχή πιθανολογήθηκε  ότι εδράζεται το γονίδιο του 

ρετινοβλαστώµατος. Στη συνέχεια, βρέθηκε µε γενετικές αναλύσεις σύνδεσης ότι το 

γονίδιο εκείνο που ευθύνεται για το ρετινοβλάστωµα, βρίσκεται συνδεδεµένο µε το 

γονίδιο της εστεράσης D, το γονίδιο του οποίου είχε πρόσφατα χαρτογραφηθεί στην 

περιοχή 13q14 (Sparkes 1983).  Μελετώντας το πολυµορφικό ένζυµο εστεράση D, 

(Ward 1984 ) σε ασθενείς µε σποραδικό ρετινοβλάστωµα, διαπιστώθηκε ότι όλοι οι 

ασθενείς είχαν κατά 50% µειωµένα επίπεδα του ενζύµου τόσο στα κύτταρα του 

όγκου, όσο και στο  αίµα τους. Οι ασθενείς όµως µε κληρονοµικό ρετινοβλάστωµα 

δεν είχαν καµιά δράση του ενζύµου εστεράση D στα κύτταρα του  όγκου και  

παρουσίαζαν επίσης δραστικότητα ενζύµου στο αίµα µειωµένη κατά 50%. 

Θεωρήθηκε λοιπόν ότι α) το γονίδιο της εστεράσης D βρίσκεται κοντά στο γονίδιο 

που όταν δεν εκφράζεται προκαλεί ρετινοβλάστωµα, γι αυτό και ονοµάστηκε γονίδιο 

ευαισθησίας για το ρετινοβλάστωµα, Rb-1 (Sparkes 1983), β) ενώ αναµένονταν οι 
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ασθενείς µε κληρονοµική  µορφή (αυτοί δηλ που έφεραν ήδη µια µεταλλαγή στο 

γαµετοκύτταρο ) να είναι ετεροζυγώτες ( εξ ορισµού δεν ήταν  οµοζυγώτες ) για τους 

γενετικούς δείκτες της περιοχής αυτής, αποδείχθηκε ότι οι κληρονοµικές µορφές τη 

νόσου δεν είχαν ποτέ ετερόζυγο φαινότυπο στους γενετικούς δείκτες της περιοχής 

αυτής. Αυτό οδήγησε στη διατύπωση του «δεύτερου χτυπήµατος»  για την επαγωγή 

του όγκου, που προκαλούσε την αδρανοποίηση του εναποµείναντος φυσιολογικού 

αλληλόµορφου, ήταν η απώλεια της ετεροζυγωτίας. Πράγµατι, γενετικές αναλύσεις 

µε πολυµορφισµό µήκους περιοριστικών θραυσµάτων και υβριδισµό κατά Southern, 

έδειξαν ότι η απώλεια της ετεροζυγωτίας  αποτελεί σταθερό και χαρακτηριστικό 

γνώρισµα όχι µόνο του γονιδίου του ρετινοβλαστώµατος, αλλά όλων  των 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων (Cavanee 1984).  

 

2.5.5  Μηχανισµός απώλειας της ετεροζυγωτίας  

Όσον αφορά τον µοριακό µηχανισµό της απώλειας της ετεροζυγωτίας έχουν 

διατυπωθεί διάφορα µοντέλα τα οποία ερµηνεύουν  το φαινόµενο αυτό ( Cavanee 

1983) (σχήµα  7). 

1) Μη σύνδεση, που οδηγεί σε απώλεια ολόκληρου του χρωµοσώµατος . Ανιχνεύεται 

σαν απώλεια του ενός αλληλόµορφου χωρίς αύξηση της έντασης του 

εναποµένοντος.  

2) De novo ενδιάµεση απώλεια που ακολουθείται από διπλασιασµό του 

χρωµοσώµατος στην περιοχή αυτή στο εναποµένον αλληλόµορφο.  

3) Μιτωτικός ανασυνδυασµός, κατά τον οποίο συµβαίνει µια ανταλλαγή µεταξύ των 

οµόλογων χρωµοσωµάτων κατά τη διάρκεια της µείωσης  που οδηγεί σε απώλεια 

εκείνων των τµηµάτων περιφερικότερα του σηµείου της χιασµοτυπίας  

4)  Ανεξάρτητη µεταλλαγή, στο φυσιολογικό χρωµόσωµα. 
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Η µελέτη απώλειας της ετεροζυγωτίας σε συνδυασµό µε το πρότυπο των γενετικών 

δεικτών των γονέων του ασθενούς µε κληρονοµικό ρετινοβλάστωµα, έδειξαν πως το 

χρωµόσωµα εκείνο που υφίσταται την απώλεια είναι αυτό που προέρχεται από το 

γονέα που δεν είναι υπεύθυνος για την κληρονοµικότητα  του ρετινοβλαστώµατος  

( Cavanee  1985 ).  Χρησιµοποιώντας γενετικούς  δείκτες που εντοπίζονται στην 

περιοχή που εδράζεται το ογκοκατασταλτικό γονίδιο, ανιχνεύεται η ύπαρξη  

απώλειας της ετεροζυγωτίας. Με τη µελέτη  της απώλειας της ετεροζυγωτίας αφενός 

υποδεικνύεται η θέση νέων υποψήφιων ογκοκατασταλτικών γονιδίων και αφετέρου, 

αν αυτά είναι ήδη χαρακτηρισµένα, εκτιµάται ο βαθµός συµµετοχής των γονιδίων 

αυτών στην συγκεκριµένη νόσο. 

     Η διερεύνηση του τρόπου δράσης του πρώτου ογκοκατασταλτικού γονιδίου, του 

γονιδίου ευαισθησίας για το ρετινοβλάστωµα  Rb-1, οδήγησε στην αναζήτηση και 

άλλων ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Με την προαναφερθείσα µεθοδολογία 

αποκαλύφθηκε η θέση αρκετών ογκοκατασταλτικών γονιδίων σε όλο το ανθρώπινο 

γονιδίωµα µε το χαρακτηριστικό ότι η απώλεια της ετεροζυγωτίας περιορίζεται σε 

συγκεκριµένη - περιορισµένη χρωµοσωµική περιοχή. Ενδιαφέρον αποτελεί και το 

γεγονός ότι ο µοριακός  µηχανισµός που ευθύνεται για την απώλεια της 

ετεροζυγωτίας σε κάθε περίπτωση δεν  παρουσιάζει τυχαία κατανοµή αλλά ανάλογα 

µε τη χρωµοσωµική περιοχή  που υφίσταται την απώλεια και το τύπο του όγκου, 

είναι συγκεκριµένος. Για την περίπτωση του ρετινοβλαστώµατος είναι η απώλεια του 

χρωµοσώµατος  13 συνοδευόµενη από διπλασιασµό (James 1989, Mulligan 1990, 

Oshimura 1985, Hansen 1987 ).  
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Σχήµα 7: Μηχανισµοί απώλειας της ετεροζυγωτίας και δηµιουργίας ρετινοβλαστώµατος σε ένα 
άτοµο µε οικογενές ρετινοβλάστωµα. Αριστερά απεικονίζεται το γενεαλογικό δένδρο ενός 
προσβεβληµένου θήλεος που έχει κληρονοµήσει το ελαττωµατικό Rb γονίδιο από την 
προσβεβληµένη µητέρα της. Τα τέσσερα χρωµοσώµατα των δύο γονέων παριστάνονται έτσι ώστε να 
διακρίνεται η προέλευση τους. Ακριβώς κάτω από το γενετικό τόπο του ρετινοβλαστώµατος υπάρχει 
ένας πολυµορφικός δείκτης γι αυτή την οικογένεια. Η πάσχουσα κόρη είναι ΑΒ ως προς τον 
πολυµορφικό δείκτη, όπως και η µητέρα της, ενώ ο πατέρας είναι ΑΑ. Στο χρωµόσωµα που φέρει το 
ελαττωµατικό γονίδιο εντοπίζεται ο δείκτης Β. Ο όγκος δηµιουργείται όταν το φυσιολογικό 
αλληλόµορφο (Ν) του γονιδίου που η πάσχουσα κληρονόµησε από τον πατέρα της αδρανοποιηθεί. 
Στα δεξιά φαίνονται οι τέσσερις µηχανισµοί που µπορεί να συµβεί αυτό: 1) απώλεια του φυσιολογικού 
13   2) απώλεια και διπλασιασµός 3) µιτωτικός ανασυνδυασµός 4) σηµειακή µετάλλαξη ή  απάλειψη 
(Cavanee et al 1984) 
 
 

2.5.6   Μηχανισµοί αδρανοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων  

Όπως τα πρωτοογκογονίδια, ενεργοποιούνται σε ογκογονίδια έτσι και τα 

ογκοκατασταλτικά γονίδια αδρανοποιούνται µε:   

1) σηµειακή µεταλλαγή 

2) απάλειψη 

3) χρωµοσωµική µετάθεση 

Στην αδρανοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων δεν παρατηρείται ο 

µηχανισµός µόλυνσης µε ρετροιό αλλά οι µηχανισµοί: 
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4) υποµεθυλίωσης της CpG περιοχής του ογκοκατασταλτικού γονιδίου  

5) ακετυλίωσης στις ιστόνες, κυρίως της H4 

 
2.5.7  Λειτουργία των ογκοκατασταλτικών γονιδίων  
 
Με την προαναφερθείσα µεθοδολογία έχουν  ταυτοποιηθεί και κλωνοποιηθεί 12 

ογκοκατασταλτικά γονίδια (πίνακας 3) και τουλάχιστον αλλά 7 έχουν προταθεί 

(πίνακας 4), χωρίς  να έχει διευκρινιστεί πλήρως η λειτουργία όλων των 

αποδεδειγµένα ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Είναι βέβαια γνωστό ότι δρουν σε 

διάφορες θέσεις µέσα στο κύτταρο και µε διαφορετικούς τρόπους. Μερικά από αυτά 

φαίνεται να ανταγωνίζονται άµεσα ή έµµεσα την λειτουργία πρωτοογκογονιδίων όσο 

αφορά την ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Τα πιο αντιπροσωπευτικά 

ογκοκατασταλτικά γονίδια είναι: 

   Το γονίδιο p53 εντοπίζεται στο 17p13 και κωδικοποιεί για µια πυρηνική 

φωσφοπρωτεΐνη η οποία είναι µεταγραφικός παράγοντας, προσδένεται δηλ στο 

DNA και ενεργοποιεί τη µεταγραφή ορισµένων γονιδίων (Guinn 1997). Η 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη έχει δυο διαφορετικούς ρόλους. Όταν προκληθεί βλάβη 

στο DNA, η p53 αυξάνεται αναστέλλοντας τον κυτταρικό κύκλο στη G1 φάση, έως η 

βλάβη να επιδιορθωθεί, αναστέλλοντας την αντιγραφή του DNA µε αποτέλεσµα το 

κύτταρο να µην εισέρχεται στη S φάση µε βλάβη στο DNA (Culotta 1993 ). Εάν αυτό 

το σηµείο ελέγχου αποτύχει ή αν το κύτταρο διαιρείται ανεξέλεγκτα, η p53 οδηγεί το 

κύτταρο σε προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο (απόπτωση). Η αποπτωτική 

δράση του p53  φαίνεται να τελείται µέσω ενεργοποίησης του αποπτωτικού γονιδίου 

BAX  (Miyashita 1995). Tη δράση του p53 ανταγωνίζεται το γονίδιο ¨επιβίωσης¨ Bcl-

2, το οποίο εκφράζεται έντονα κατά την εµβρυογένεση, ενώ µετά τη γέννηση 

εκφράζεται µόνο σε αρχέγονα κύτταρα, όπως τα πολυδύναµα κύτταρα του 

αιµοποιητικού (Kalmanti & Dimitriou 1998). Για το πρωταρχικό του ρόλο στη 
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διατήρηση της πιστότητας του DNA,  το p53 έχει χαρακτηριστεί «φύλακας του 

γονιδιώµατος» (Levine 1997). 

Έχουν καταγράφει περισσότερο από 3400 διαφορετικές µεταλλάξεις του  p53 στη 

βάση δεδοµένων  EMBL. Οι µεταλλάξεις αυτές λειτουργικά, είτε αυξάνουν  το χρόνο 

ηµίσειας ζωής της πρωτεΐνης  p53, είτε αναστέλλουν την ενεργοποίηση   της  

µεταγραφής  συγκεκριµένων  γονιδίων  από  την  πρωτεΐνη ( Maklin 1993). 

   Το γονίδιο  APC , ( adenomatus polyposis coli ) που εντοπίζεται στο 5q21  ενέχεται 

στην ανάπτυξη της πολλαπλής οικογενούς πολυποδίασης (Caspari 1994). Το 

γονίδιο  DCC ( deleted in corelectal carcinoma ), εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 18 και 

το γονίδιο MCC (mutated in corelectal cancer), που εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 5, 

σχετίζονται επίσης µε το σποραδικό καρκίνο του παχέος εντέρου (Fearon, 

Vogelstein 1990 ). 

Τα γονίδια WT1 και WT2 ( Wilm’s Tumor) εντοπίζονται στο 11p13  και 11p15 

αντίστοιχα, σχετίζονται µε το νεφροβλάστωµα (Rahman 1996). 

 Το γονίδιο  BrCa1 ( breast cancer 1) εντοπίζεται στο 17q21. Το 60% των γυναικών 

που κληρονοµούν ένα µεταλλαγµένο  BrCa1 εµφανίζουν καρκίνο µαστού ως την 

ηλικία των 50 ετών ( Easton 1995).  

Τα περισσότερα ογκοκατασταλτικά γονίδια εκφράζονται  σε παρόµοια επίπεδα σε 

όλους τους ιστούς. Αυτό  δυσκολεύει την ερµηνεία της παρατήρησης, ότι  σε 

ανθρώπους µε κληρονοµούµενη βλάβη του αλληλόµορφου ενός ογκοκατασταλτικού 

γονιδίου, εµφανίζεται ένα περιορισµένο είδος όγκων. Παράδειγµα, οι ασθενείς που 

έχουν κληρονοµήσει  µετάλλαξη στο Rb-1, αναπτύσσουν µια περιορισµένη σειρά 

όγκων, όπως ρετινοβλάστωµα στην παιδική ηλικία, οστεοσάρκωµα ή  σαρκώµατα 

µαλακών µορίων. 
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Στο πίνακα 3 αναφέρονται µερικά ογκοκατασταλτικά γονίδια όπως επίσης τα 

νεοπλάσµατα και τα σύνδροµα που σχετίζονται µε αυτά. 

 

 
2.5.8  Χαρακτηρισµός υποψήφιων ογκοκατασταλτικών γονιδίων 
 
H ανίχνευση ογκοκατασταλτικών γονιδίων είναι δύσκολη διαδικασία. Μέχρι τώρα έχει 

βρεθεί ένας αριθµός πιθανών ογκοκατασταλτικών γονίδιων που συχνά είναι στόχος 

της απώλειας της ετεροζυγωτίας, όµως δεν έχει βρεθεί συσχέτιση τους µε 

συγκεκριµένο είδος όγκων. Κάποια από αυτά εκφράζονται σε πολύ χαµηλό επίπεδο 

ή απουσιάζουν σε µερικούς όγκους, ενώ άλλα δείχνουν να καταστέλλουν την 

ανάπτυξη  καρκινικών κυττάρων in vivo.  Τέλος, για να καταλήξει κάποιος στο 

συµπέρασµα ότι ένα γονίδιο είναι ή όχι,  ογκοκατασταλτικό, πρέπει να αποκλείσει το 

ενδεχόµενο ότι η αλλοιωµένη έκφραση του συγκεκριµένου γονιδίου είναι 

αποτέλεσµα των τροποποιηµένων ιδιοτήτων των καρκινικών κυττάρων. Στον πίνακα 

4 αναφέρονται υποψήφια ογκοκατασταλτικά γονίδια και πιθανά νεοπλάσµατα µε τα 

οποία σχετίζονται. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                         32 
 



Πίνακας 3 : Ογκοκατασταλτικά γονίδια και σχετιζόµενα  σύνδροµα και 
νεοπλάσµατα  

 
 
Γονίδιο                         Σύνδροµο                  Συχνότερο νεόπλασµα  

 

Rb-1       οικογεν  ρετινοβλάστωµα            ρετινοβλάστωµα,   οστεοσάρκωµα 

                                                                   προστάτη, ουρ. κύστη, πάνκρεας, 

                                                                   στοµάχου, οισοφάγου 

  p53          Li- Fraumeni                     50% σε όλους τους τύπους   καρκίνων  

,                                                               εγκεφάλου, λέµφωµα, µαστού, 

                                                                          σάρκωµα κ.α 

 p16/INK4         κληρονοµικό µελάνωµα       µελάνωµα, καρκίνος παγκρέατος 

  p14(p19)          οικογενές µελάνωµα ;          15% σε διάφορους όγκους     

 APC               οικογενής αδενωµατώδης     αδενωµατώδεις πολύποδες,  

                        πολυποδίαση, σ. Gardner     καρκίνος παχέος εντέρου 

  NF-1                νευροινωµάτωση τύπου1    αµαρτώµατα, γλοιώµατα, 

                                                                       νευρινώµατα, νευροβλάστωµα   

  NF-2                νευροινωµάτωση τύπου 2    σβανώµατα, µηνιγγιώµατα 

  BRCA 1            κληρονοµικός καρκίνος       µαστού, ωοθηκών 

                             µαστού και ωοθηκών  

 BRCA  2            καρκίνος µαστού(♀,♂) 

 VHL                   σ.Von-Hippel  Lindau             φαιοχρωµοκύττωµα, όγκοι 

                                                                         νεφρού, αιµαγγειωβλάστωµα   

WT-1                     σ WARG                             νεφροβλάστωµα 

ΜΕΝ-1           κληρονοµική πολλαπλή              αδένωµα παραθυρεοειδούς και 

                         ενδοκρινική νεοπλασία Ι            υπόφυσης, ενδοκρινικοί όγκοι 

                                                                           παγκρέατος. 

 TSC1, 2              οζώδης σκλήρυνση               άγνωστοι 
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Πίνακας 4:Υποψήφια ογκοκατασταλτικά γονίδια και πιθανά συσχετιζόµενα 

σύνδροµα και νεοπλάσµατα 

     Γονίδιο                       σύνδροµο                      συχνότερο νεόπλασµα 
 
    
    DPC4    νεανικής οικογ. πολύ/σης               παγκρέατος,  παχέος  εντέρου,  

                                                                                και άλλα 

    Ε- καντερίνη                                                   στοµάχου, µαστού,  

                                                                           ενδοµητρίου, ωοθηκών 

    α- κατενίνη                                                      προστάτη, πνεύµονα 

      DCC                                                              παχέος  εντέρου, 

                                                                            εγκεφάλου  

                                                                             νευροβλάστωµα 

  PTEN/MMCA1    σ. Cowden                            µαστού, θυρεοειδούς 

                                                                           γλοίωµα, προστάτη                    

     TGF-βII R                                                        παχέος  εντέρου 

   Περιοχή 9q22-31    σ Gorlin                         µη µελανωτικός καρκίνος του 

                                                                          δέρµατος, µυελοβλάστωµα 
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2.5.9.  Πρότυπα όγκων στους οποίους µόνο η απώλεια της ετεροζυγωτίας  δεν 

επαρκεί για την ανάπτυξη τους 

  Το  πιο χαρακτηριστικό παράδειγµα καρκίνου στον οποίο δεν µπορεί να γίνει πιστή 

εφαρµογή του πρότυπου για την απώλεια της ετεροζυγωτίας, είναι ο όγκος  Wilms 

(νεφροβλάστωµα)  που προσβάλει αποκλειστικά παιδιά.  

Μελέτες   απώλειας  της ετεροζυγωτίας  σε συνδυασµό µε γενετική ανάλυση  

σύνδεσης, έδειξαν ότι η ανάπτυξη της νόσου σχετίζεται µε έλλειψη στη 

χρωµοσωµική περιοχή 11p13 (Francke 1979) και 11p15 (Koufos 1989). Τα 

δεδοµένα αυτά βρίσκονται σε απόλυτη αρµονία µε το µοντέλο των «δυο 

χτυπηµάτων» για τα ογκοκατασταλτικά γονίδια, που στην προκειµένη περίπτωση θα 

έπρεπε να εντοπίζονται  στις προαναφερθείσες χρωµοσωµικές περιοχές. ∆εδοµένα 

όµως που περιέπλεκαν την υπόθεση αυτή, προέκυψαν µε την παρατήρηση ότι η 

εφαρµογή του µοντέλου αυτού προβλέπει την αδρανοποίηση, µε ίσες πιθανότητες, 

τόσο του µητρικού όσο και του πατρικού αλληλοµόρφου, στους όγκους του Wilms το 

αλληλόµορφο που συνήθως χάνονταν ήταν αυτό που κληρονοµούνταν από τη 

µητέρα (Huff 1990). Έπειτα από περαιτέρω µελέτες η ερµηνεία που δόθηκε ήταν 

αυτή της γονιδιακής εντύπωσης ( genomic imprinting ) ( Sapienza 1989). Σύµφωνα 

µε τη θεωρία αυτή, ένα γονίδιο το οποίο δεν εντοπίζεται – και κατά συνέπεια δεν 

εµφανίζει γενετική σύνδεση – στο βραχίονα 11p, επηρεάζει την έκφραση του ενός 

από τα δυο αλληλόµορφα του γονιδίου στον 11p βραχίονα, µε αποτέλεσµα να 

εκφράζονται εκλεκτικά (Scrable 1989). Προκύπτει λοιπόν, ότι στους µοριακούς 

µηχανισµούς της καρκινογένεσης εµπλέκονται και άλλοι που περιπλέκουν τα 

φαινόµενα. καθώς, όπως στη συγκεκριµένη περίπτωση συσχετίζονται  και µε την 

επίδραση του άλλου γονέα µέσω φαινοµένων γονιδιακής εντύπωσης. 
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                                           ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3ο 

 
                                                      
 
                               ΓΟΝΙ∆ΙΑ Rb-1 ΚΑΙ Kip1/p27 

------------------------------------------------------------------------------------------ 

 
3.1 Κυτταρικός κύκλος    
 
   Σε ανταπόκριση στο εξωτερικό περιβάλλον και στις εσωτερικές του απαιτήσεις, το 

κύτταρο θα πολλαπλασιαστεί, θα υποστεί απόπτωση ή θα παραµείνει 

διαφοροποιηµένο (νευρικά κύτταρα) (Hunter 1993). Η διαδικασία της κυτταρικής 

αναπαραγωγής, δηλ η χρονική περίοδος µεταξύ του τέλους της µιας κυτταρικής 

διαίρεσης µέχρι  το τέλος της επόµενης κυτταρικής διαίρεσης, καλείται κυτταρικός 

κύκλος, ο οποίος διαιρείται  σε τέσσερις φάσεις: φάση S (συνθετική), φάση Μ 

(µίτωση),  φάση G1 και  G2 και φάση ηρεµίας Gο, όπου  τα κύτταρα βρίσκονται και σε 

µια «εναλλακτική» κατάσταση πολύ χαµηλού µεταβολισµού (Hartwell 1989).   

   Η απόφαση αν θα εγκαταλείψουν την Gο και θα  προχωρήσουν σε 

πολλαπλασιασµό, εξαρτάται από την ισορροπία ανάµεσα σε µιτογόνα ή ανασταλτικά 

µηνύµατα. Παρουσία των παραγόντων PDGF,  FGGF ή EGF ή ενεργοποίηση των 

ογκογονιδίων ras, myc, raf, οδηγούν το κύτταρο στη  φάση G1    (Elledge  1996) 

(σχήµα 8 ). 

 

 

                                                                         36 
 



 

 

Σχήµα 8: Αναπαράσταση της συνδυασµένης δράσης δυο συµπληρωµατικών γονιδίων για τη 

επαγωγή της σύνθεσης του DNA. Μια πρόσκαιρη αύξηση του c-fos και του  c-myc συµβαίνει µετά τη 

δράση των PDGF,FGF, EGF, ή µετά από κατεργασία κυττάρων µε εστέρα φορβόλης. 
Τα κύτταρα χρειάζονται ινσουλίνη ή αυξητικό παράγοντα ινσουλίνης 1 για να εξελιχθούν στον 

κυτταρικό κύκλο. Αρκετά ογκογονίδια µπορούν να αντικαταστήσουν την ανάγκη για τους ανωτέρω 

αυξητικούς παράγοντες.PDGF: αυξητικός παράγοντας που προέρχεται από αιµοπετάλια, EGF: 

επιδερµικός αυξητικός παράγοντας, FGF:αυξητικός παράγοντας ινοβλαστών, IGF:αυξητικός 

παράγοντας ινσουλίνης (Park 2002). 

 

Της διαδικασίας εξόδου του κυττάρου από τη φάση G1, προηγείται ένας κεντρικός  

µηχανισµός που ονοµάστηκε  σηµείο περιορισµού (restriction point ),  ή σηµείο R, το 

ανάλογο  σηµείο START στη µαγιά. Το σηµείο περιορισµού θεωρείται ότι βρίσκεται 

κατά το µέσο προς τέλος της φάσης G1, και είναι το πρώτο «σηµείο ελέγχου» στη 

σωστή λειτουργία  του κυτταρικού κύκλου (Russell 1998). Το σηµείο R είναι η στιγµή 

του κύκλου  όπου  αφ’ ότου το κύτταρο την περάσει δεν υπακούει πλέον στα 

προαναφερθέντα αυξητικά ερεθίσµατα, αλλά ούτε και σε ανασταλτικά όπως ο TGFβ, 

γίνεται δηλαδή ανεξάρτητο µιτογόνων. Τα καρκινικά κύτταρα έχουν απολέσει αυτό το 

σηµείο ελέγχου (Hartwell 1994). 
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3.2.1 Κυκλίνες-κυκλινοεξαρτώµενες κινάσες CDK (Cyclin-Dependent Kinase) 

    Η µετάβαση του κυτταρικού κύκλου από τη µια φάση του κύκλου στην επόµενη, 

ρυθµίζεται πλέον από τις κυκλινοεξαρτώµενες κινάσες CDK (Cyclin-Dependent 

Kinase). Οι  CDKs είναι ετεροδιµερή ένζυµα που αποτελούνται  από µια ρυθµιστική 

και µια ενζυµική υποοµάδα : η µικρότερη υποοµάδα µε την ενζυµική δραστικότητα 

είναι µια κινάση που φωσφορυλιώνει ορισµένες σερίνες και θρεονίνες πρωτεϊνών. Η 

άλλη υποοµάδα είναι µια κυκλίνη, που συντίθεται περιοδικά στη διάρκεια του 

κυτταρικού κύκλου (και από εκεί προέρχεται η ονοµασία της). Η σύνθεση της 

κυκλίνης αρχίζει στην αρχή της φάσης G1. Ο ρυθµός σύνθεσης της καθορίζεται τόσο 

από τη καθορισµένη µεταγραφή του γονιδίου που την κωδικοποιεί, όσο και από την 

ελεγχόµενη πρωτεόλυση µέσω των πρωτεασών. Αυξάνεται, καθώς εξελίσσεται ο 

κύκλος, για να διακοπεί η σύνθεση της προς το τέλος της µίτωσης. Η κινάση είναι 

ενεργός όταν είναι συνδεδεµένη µε την αντίστοιχη κυκλίνη, γι αυτό ονοµάζεται CDK 

(Cyclin-Dependent Kinase) κυκλινοεξαρτώµενη κινάση. Η συγκέντρωση της κινάσης 

παραµένει σταθερή καθ όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, αλλά η 

δραστικότητα του συµπλόκου κυκλίνη-CDK  εξαρτάται από τη συγκέντρωση της 

κυκλίνης και από µια σειρά φωσφορυλιώσεων.  

   Μέχρι σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί 13 κυκλίνες στον άνθρωπο, διαφορετικές για 

την κάθε φάση του κυτταρικού κύκλου (σχήµα 9) (Ragione 1996). Ταξινοµούνται   

στις κυκλίνες της φάσης G1 και στις κυκλίνες της µίτωσης. Οι κυκλίνες C, D1-4  και η 

Ε1-2, F και G σχετίζονται µε τη φάση G1 φάση. Οι κυκλίνες Α σχετίζονται µε την όψιµη  

G1 και την S φάση και οι κυκλίνες  Β1-3 σχετίζονται µε τη G2/M. Όλες περιέχουν την 

ίδια οµόλογη περιοχή 100 αµινοξέων που ονοµάζεται «κουτί κυκλίνης» (cyclin box), 

το οποίο είναι η περιοχή σύνδεσης της κυκλίνης µε την αντίστοιχη CDK. Οι  κυκλίνες 

της φάσης G1, είναι βραχύβιες (χρόνος ηµίσειας ζωής 20 min). Αποδοµούνται από 
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µια πρωτεΐνη που ονοµάζεται PEST,  όταν ολοκληρώσουν τη δράση τους. Οι 

µιτωτικές κυκλίνες έχουν µακρύτερο χρόνο ζωής και αποδοµούνται από τις 

πρωτεϊνάσες, πριν την είσοδο στη µίτωση.  

 

 

Σχήµα 9: Αναπαράσταση της δράσης των κυκλινών, κυκλινοεξαρτωµένων κινασών στις διάφορες 

φάσεις του κυτταρικού κύκλο. Η φωσφορυλίωση της pRb από τις CDK4/6 κατά τη G1φάση, οδηγεί σε 

απελευθέρωση και ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα E2F, ο οποίος στη συνέχεια 

ενεργοποιεί τη µεταγραφή διαφόρων γονιδίων ώστε να είναι εφικτή η εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου 

στη S φάση (Ragione 1996). 

    

Οι πρωτογενείς G1 κυκλίνες της οµάδας  D (D1, D2, D3, D4) και η Ε, συνδέονται µε τις 

κινάσες CDK4/6.  Η σύνθεση τους ρυθµίζεται από µιτογόνους παράγοντες. Η δράση 

τους ασκείται   στο µέσο της φάση G1, διαρκεί  όσο εξακολουθεί η ύπαρξη 

                                                                         39 
 



µιτογόνων, ενώ απόσυρση των τελευταίων οδηγεί σε διακοπή της σύνθεσης τους και 

αποδόµηση από την πρωτεΐνη PEST.  Απώλεια της λειτουργίας της κινάσης 

εξαρτώµενης από τη D1, πριν τη φάση G1, δεν επιτρέπει στο κύτταρο να εισέλθει στη 

S φάση.  Η απώλεια της, αργότερα στο κυτταρικό κύκλο δεν έχει επίπτωση ( Βaldin 

1993).  

Έχουν ταυτοποιηθεί  8 ανθρώπινες CDKs.  Οι CDKs είναι ενεργές όταν είναι σε 

σύµπλοκο µε τις αντίστοιχες κυκλίνες και φωσφορυλιωθούν - αποφωσφορυλιωθούν  

σε ειδικές θέσεις των κινασών (Morgan 1995). 

     

   3.2.2   Λειτουργικός ρόλος των   D /CDK  

  Στόχος των κινασών αυτών είναι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης του 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου Rb, της pRb. Ένας τόσο ευαίσθητος και πολύπλοκος 

µηχανισµός, όπως αυτός του κυτταρικού κύκλου, πέρα από τη νοµοτελειακή 

ρύθµισή του από τις CDKs, έχει ανάγκη από υψηλή επίβλεψη  και από σηµεία 

ελέγχου που εγγυώνται ότι µια συγκεκριµένη διαδικασία έχει ολοκληρωθεί σωστά 

πριν ξεκινήσει µια νέα. Έχουν αναπτυχθεί µηχανισµοί οι οποίοι σταµατούν τον 

κυτταρικό κύκλο  όταν αυτός υποστεί βλάβη, έως ότου αυτή αναιρεθεί. Ο 

σηµαντικότερος αυτών των µηχανισµών ασκείται από το γονίδιο p53, όπως 

προαναφέρθηκε,  το οποίο προκαλεί αναστολή του κυτταρικού κύκλου στη G1  φάση, 

όταν  παρουσιαστεί βλάβη στο DNA  (Lane 1992 ).  Η πρωτεΐνη p53  έχει πολύ 

µικρό χρόνο ηµίσειας ζωής (20 min) και δεν ανιχνεύεται στα φυσιολογικά κύτταρα.  

Συσσωρεύεται στα κύτταρα των οποίων το DNA έχει υποστεί βλάβη, και ενεργοποιεί 

το γονίδιο WAF 1, που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη p21, η οποία είναι αναστολέας των 

κυκλινών - CDKs, ( D/CDK4, E/CDK2 και A/CDK2 ) (Deng 1995). Αυτό εµποδίζει  τη 

φωσφορυλίωση της pRb, δεν απελευθερώνεται ο µεταγραφικός παράγοντας E2F ο 
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οποίος επάγει τη  µεταγραφή γονιδίων που απαιτούνται για τη σύνθεση του DNA 

ώστε  το κύτταρο να µη µπορεί να περάσει στη S φάση και παραµένει στη G1. 

Παράλληλα, το γονίδιο p53 δρώντας απευθείας στην περιοχή επαγωγής του 

γονιδίου Rb, αυξάνει τα επίπεδα της παραγόµενης πρωτεΐνης pRb, επιτείνοντας την 

αναστολή του κύκλου. Καθώς το κύτταρο παραµένει στη G1  φάση έχει τον 

απαιτούµενο χρόνο ώστε να επιδιορθώσει τη βλάβη στο DNA. Εάν αυτό συµβεί, η 

p53 αποδοµείται άµεσα, αναστέλλεται η παραγωγή της p21, απελευθερώνονται οι 

κυκλίνες- CDKs που φωσφορυλιώνουν  τη pRb, και  ο κυτταρικός κύκλος εξελίσσεται 

στη S φάση. Εάν όµως η βλάβη στο DNA δεν είναι εφικτό να διορθωθεί, η p53 

οδηγεί το κύτταρο σε απόπτωση.  

    Τα παραπάνω συνοψίζονται περιγραφικά στο παρακάτω σχήµα 10  και καθιστούν  

σαφές ότι τόσο ο ρόλος του Rb-1  όσο και των κυκλινών  D και  Ε στον κυτταρικό 

κύκλο είναι  αναντικατάστατος. 

  

 

 

                                                                         41 
 



 

 
 
 
 
Σχήµα  10: Απεικόνιση ρυθµιστικών δικτύων που ευθύνονται για την εξέλιξη της G1 Φάσης και 

δρουν ταυτόχρονα στο σηµείο περιορισµού (R). Μιτογόνα µηνύµατα οδηγούν  στη σύνθεση της 

κυκλίνης D1. Οι αναστολείς των CDKs p21 και p27 παίζουν ρόλο και στη συνάθροιση και στην 

τροποποίηση της ενεργότητας των συµπλεγµάτων  κυκλίνης-D1- CDK4. Oι κυκλινοεξαρτώµενες  

κινάσες D1 και Ε  ρυθµίζουν αρνητικά την κατασταλτική αυξητική δράση του Rb-1.  Φωσφορυλίωση 

του Rb-1 οδηγεί σε απελευθέρωση του E2F που προάγει την έκφραση γονιδίων απαραίτητων για την 

είσοδο στη S φάση. (Ewen 2000). 
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3.3  Το γονίδιο ευαισθησίας του ρετινοβλαστώµατος Rb-1 

Οι µελέτες συσχέτισης ογκογονιδίων και καρκίνου  άρχισαν στα µέσα της δεκαετίας 

του 1970, αλλά µόλις το 1986 ταυτοποιήθηκε το πρώτο ογκοκατασταλτικό γονίδιο, το 

γονίδιο ευαισθησίας για το ρετινοβλάστωµα, Rb-1 σε κληρονοµικό ρετινοβλάστωµα, 

στο οποίο οφείλει και το όνοµα του (Friend 1986). Η ταυτοποίηση του ερµήνευσε τη 

µοριακή βάση του κληρονοµικού ρετινοβλαστώµατος µε τον µηχανισµό της 

αδρανοποίησης και των δυο αλληλοµόρφων του γονιδίου (Goodbout 1983). 

Περαιτέρω µελέτες έδειξαν ότι το γονίδιο αυτό  εδράζεται στο χρωµόσωµα 13q14,  

αποτελείται από 27 εξόνια  που καταλαµβάνουν 180 Kb  στο ανθρώπινο γονιδίωµα 

(Lee 1987). Το  µεταγραφικό  του   mRNA  4,8 Kb  εκφράζεται  σε όλους τους ιστούς 

(Goodrich and Lee1993), κωδικοποιεί για µια πυρηνική φωσφωπρωτεΐνη µε 

ικανότητα πρόσδεσης στο DNA (Lee 1987), µοριακού βάρους στη 

φωσφορυλιωµένης της µορφή 105 KD, που συµβολίζεται p105. Αποτελείται από 928 

αµινοξέα µε 12 θέσεις φωσφορυλίωσης σερίνης-θρεονίνης (Burke 1992) (σχήµα 11). 

 

 

  Σχήµα  11 : ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση του γονιδίου του Rb-1 
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Η pRb, η πρωτεΐνη  του Rb-1,  είναι πρωτεΐνη-κλειδί  που ρυθµίζει τη µετάβαση των 

φυσιολογικών κυττάρων από την G1 στην S φάση του  κυτταρικού κύκλου (Goodrich 

1991). Η ρύθµιση αυτή επιτυγχάνεται µέσω ρυθµίσεων του επιπέδου 

φωσφορυλίωσης της. Το κύτταρο δε διαιρείται αφού η πρωτεΐνη Rb-1 είναι αδρανής 

όσο   είναι υποφωσφορυλιωµένη (DeCaprio 1989)  δεσµεύοντας σε σύµπλοκο το 

σπουδαιότερο µεταγραφικό παράγοντα E2F (σχήµα 12). In vivo και in vitro µελέτες 

έχουν αποδείξει ότι η pRb φωσφορυλιώνεται κυρίως από τις κυκλίνες D1CDK4/6 και 

τις E/CDK2 (Hinds 1992, Pines 1995). Με τη φωσφορυλίωση της pRb,  

απελευθερώνει ο E2F, η απελευθέρωση του οποίου απαιτείται για την ενεργοποίηση 

γονιδίων, για τη µετάβαση των φυσιολογικών κυττάρων από την G1 στη S φάση του  

κυτταρικού κύκλου.  

 

Σχήµα 12: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση φωσφορυλίωσης της pRb  κατά τη 
διάρκεια του κυτταρικού κύκλου 
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Ο µεταγραφικός παράγοντας E2F προσδένεται σε συγκεκριµένη αλληλουχία του 

DNA και  ενεργοποιεί τα πρωτοογκογονίδια  c-myc, fos, cdc-2 και την DNA 

πολυµεράση για να αρχίσει η αντιγραφή (Chellapan 1991). Παράλληλα  και η 

υπερφωσφορυλιωµένη πρωτεΐνη pppp-pRb προσδένεται σε καθορισµένη 

αλληλουχία του DNA  και ενεργοποιεί την RNA πολυµεράση ώστε  να αρχίσει η 

µεταγραφή. Η  pRb αποφωσφορυλιώνεται καθώς το κύτταρο περνά από τη G2/M 

στη G0/G1 φάση (Sen 1993). Η  pRb αδρανοποιείται  από πρωτεΐνες ορισµένων 

ογκογόνων ιών. Οι ογκοπρωτεΐνες των ιών SV40 (T αντιγόνο)  (De Caprio1988 ), 

του αδενοιού (ΕΙΑ) (Whyte 1988), και του παπιλώµατος HPV-16  (E7) (Dyson 1989), 

µπορούν να προσδεθούν  εκλεκτικά στην pRb, απελευθερώνοντας τον  E2F, ο 

οποίος στη συνέχεια οδηγεί σε ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό τα προσβεβληµένα  

κύτταρα (Ludlow 1989) (σχήµα 13).  

Η pRb  εκτός από τον καθοριστικό ρόλο της στον πολλαπλασιασµό των 

αιµοποιητικών κυττάρων, συµµετέχει και  στη διαφοροποίηση και καταστέλλει την 

απόπτωση(Haas-Kogan 1995). Ποντίκια Rb-/- πεθαίνουν τη 13η ηµέρα της κύησης, 

παρουσιάζουν αναστολή της ωρίµανσης των ερυρθοβλαστων και των νευρικών 

κυττάρων και εκτεταµένη απόπτωση ( Lee 1992, Clarke 1992 ). Φυσικά, δεν είναι 

γνωστό εάν ζούσαν αυτά τα ποντίκια, στη συνέχεια αν θα ανέπτυσσαν λευχαιµία. 

Ένα κύτταρο µε ελαττωµατική pRb διαθέτει ένα πλεονέκτηµα αύξησης, και δεν 

µπορεί να διαφοροποιηθεί ή να υποστεί απόπτωση.  Συνεχίζει να διαιρείται 

ακατάλληλα, συµβάλλοντας στον κακοήθη µετασχηµατισµό. Έτσι, ένα κακόηθες 

κύτταρο το οποίο αποκτά και Rb-1 µεταλλαγή θα έχει µια επιπρόσθετη δυνατότητα 

αύξησης, η οποία το  οδηγήσει σε περισσότερο επιθετική νόσο (Hansen 1988). 

  Το γονίδιο Rb-1 εκφράζεται σε όλα τα κύτταρα του ανθρωπίνου σώµατος, και 

στα αιµοποιητικά κύτταρα (Furukawa 1990). Αδρανοποιείται,  µε απαλείψεις 
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(deletions), ανασυνδυασµούς (rearrangements),κατά κύριο λόγο µε µεταλλαγές 

(mutations) (Reissmann 1989). Οι µεταλλαγές ενώ θεωρητικά µπορούν να συµβούν 

στα περισσότερα εξόνια,  σε ποσοστό 90% παρατηρούνται στα εξόνια  20-24 

(Horowitz 1989, Yandell 1989, Mori1990). Η σπουδαιότητα των µεταλλαγών στα 

συγκεκριµένα  εξόνια ερµηνεύεται από το γεγονός ότι τα εξόνια αυτά κωδικοποιούν 

το τµήµα εκείνο της πρωτεΐνης το οποίο αφενός συνδέεται µε τον Ε2F, αφ’ ετέρου 

προσδένεται στο DNA. Μεταλλαγές συνεπώς στο τµήµα αυτό του γονιδίου οδηγούν 

πιθανά σε τροποποιηµένη λειτουργικά πρωτεΐνη (Horowitz 1990). Μελέτες σε 

ενήλικες µε συµπαγείς όγκους όπως οστεοσάρκωµα(Cance 1990 ), µικροκυτταρικός 

καρκίνος του πνεύµονα (Harbour 1988), καρκίνος του µαστού (Pietilainen 1995), της 

ουροδόχου κύστης (Presti1991) του προστάτη (Bookstein 1990), καθώς και στα 

λεµφώµατα (Ginsberg 1991), έχει δείξει ότι η αδρανοποίηση του γονιδίου Rb-1 

σχετίζεται µε κακή πρόγνωση.  

 

Σχήµα13:  Οργάνωση της πρωτεΐνης του Rb-1 
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Παράλληλα, η εισαγωγή φυσιολογικού Rb-1 γονιδίου σε νεοπλασµατικά κύτταρα 

που αποδεδειγµένα παρουσιάζουν ανωµαλίες σε αυτό, καταστέλλει τον 

νεοπλασµατικό φαινότυπο των κυττάρων (Huang 1988). Έχουν αναφερθεί 

οικογενείς περιπτώσεις λευχαιµίας  σε οικογένειες µε οστεοσάρκωµα  και 

ρετινιβλάστωµα, υποδηλώνοντας τον πιθανό ρόλο του Rb-1 στην  έναρξη κάποιων 

λευχαιµιών (Hansel 1990).    

   Όσον αφορά τις αιµατολογικές κακοήθειες ενηλίκων,  οι απαλείψεις ή οι 

αναδιατάξεις   αφορούν  το  20-30%  στις  ΟΜΛ  (Ahuja 1991, Chen 1990), στις ΟΛΛ  

(Chen 1990, Ginsberg 1991) και στις ΧΜΛ στη βλαστική κρίση.  Oι απαλείψεις του 

Rb-1  είναι συχνότερες στις ΧΛΛ (Τοwatari 1991), αφού η απώλεια της περιοχής 

13q14 (οπoυ εντοπίζεται το γονίδιο) αποτελεί ένα από τα συχνότερα κυταρογενετικά 

ευρήµατα στις ΧΜΛ (Kay 1993). Oι µελέτες που αφορούν την έκφραση της 

πρωτεΐνης p105 στις µυελογενείς λευχαιµίες ενηλίκων, αναφέρουν ότι σε ποσοστό 

30-40%  η ελάττωση ή η απουσία έκφρασης pRb µπορεί να αποτελέσει  ανεξάρτητο 

προγνωστικό παράγοντα (Κornblau 1992, Tang 1992, Weide 1993), ενώ τα 

ποσοστά για τις de novo ΟΛΛ των ενηλίκων- χωρίς κυτταρογενετικές ανωµαλίες 

στην 13q14- είναι υψηλότερα, 50-64% (Tsai 1996, Hangaishi 1996) και αποδίδονται 

σε σηµειακές µεταλλαγές του γονιδίου που κωδικοποιούν τη σύνθεση ελαττωµατικής 

pRb η οποία είτε  αποδοµείται γρήγορα είτε έχει µειωµένη έκφραση (Sakai 1991). Σε 

όλους τους ασθενείς η πρόγνωση ήταν δυσµενέστερη. 

 
 3.4      Αναστολείς των κυκλινοεξαρτώµενων κινασών 

Σήµερα γνωρίζουµε ότι ο έλεγχος των κυκλινών και των CDKs διασφαλίζεται µέσω 

µιας οµάδας ανασταλτικών πρωτεϊνών, των αναστολέων των κυκλινοεξαρτώµενων 

κινασών, CDKΙs. Υπάρχουν 7 διαφορετικές CDKΙs στα ανθρώπινα κύτταρα, οι 

οποίες ταξινοµούνται σε δυο κύριες οµάδες. Η οµάδα INK4 περιλαµβάνει τους p16 
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INK4a ( Serrano1993 ), p15 INK4b( Hannon and Beach 1994 ) ,  p18 INK4c(Guan 1994 )  

και p19 INK4d(Hirai 1995 ), οι οποίες αναστέλλουν τις CDK4 και CDK6 (σχήµα 14).  

 Η οµάδα Cip/Kip  περιλαµβάνει τους αναστολείς  p21Waf1 (Harper 1993), 

p27Kip1(Toyoshima  and Hunter 1994)   και p57Kip2 (Lee 1995). Αυτοί συνδέονται 

εκλεκτικά  µε τις CDKs  της  G1/S  φάσης. Η δεύτερη οµάδα αναστολέων 

περιλαµβάνει τους  p15,  p16,  p18  και p19.  

   Ο p16/ΜΤS1/INK4A/CDKN2 κωδικοποιείται από το MTS1 ογκοκατασταλτικό 

γονίδιο, που εδράζεται στο 9p21( Serrano 1993). Aναστέλλει τις CDK4    και   CDK6, 

εµποδίζοντας τελικά τις κινάσες αυτές να φωσφορυλιώσουν την pRb, ώστε να 

παραµένει συνδεδεµένη µε το µεταγραφικό παράγοντα E2F. Μεταβολές   στο   p16   

έχουν    διαπιστωθεί    σε   πολλούς  τύπους   καρκίνων (µελάνωµα, καρκίνο του 

οισοφάγου, γλοιώµατα,κ.λ.π) (Hassussian 1994, Mori 1994, He  1994, Okamoto 

1994). 

  Το γονίδιο που κωδικοποιεί τον p15/MTS2/INK4B, είναι το  MTS2, το οποίο 

εδράζεται δίπλα στο γονίδιο MTS1, στο 9p21 και επίσης αναστέλλει τις CDK4    και  

CDK6.  

   Το γονίδιο που κωδικοποιεί το p21, Waf1/Cip1/Sdi1/Cap20, εδράζεται στο 6p21.1 

και αναστέλλει τις   Ε/CDK2, A/CDK2 και D/CDK4 (Hong 1993). H έκφραση του p21 

επάγεται από το p53 (EI Deity 1993). Το µεταλλαγµένο p53 δεν µπορεί να ρυθµίσει 

το p21 ώστε να αναστείλει τις προαναφερθείσες κικλυνοεξαρτώµενες κινάσες, 

γεγονός σηµαντικό, δεδοµένης της µεγάλης συχνότητας των  µεταλλάξεων  στο p53.  

Με τα µέχρι σήµερα δεδοµένα, δεν έχουν ανιχνευθεί  µεταλλαγές  του p21 σε 

κακοήθειες, τόσο ποντίκια που στερούνται p21 αναπτύσσονται φυσιολογικά  αλλά 

είναι προβληµατικά στον έλεγχο της εξέλιξης της G1 φάσης ( Deng 1995). 
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Σχήµα 14: Συνοπτική απεικόνιση κυκλινών, κυκλινοεξαρτώµενων κινασών και αναστολέων 

κυκλινοεξαρτώµενων κινασών  ως προς τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου. Συνδυαστικές 

αλληλεπιδράσεις των κυκλινών και των CDKs  κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Η εξέλιξη από 

τη G0 στη G1 απαιτεί  τη συνεχόµενη δράση αυξητικών παραγόντων. Αυτή η απαίτηση µπορεί να 

αντικατασταθεί από ογκογονίδια  όπως το ras,  το myc, το raf και κινάσες τυροσίνης. Η εξέλιξη της G1 

µπορεί να διακοπεί από τη δράση αντιµιτογόνων παραγόντων ( όπως ο TGFβ, το    p53 και το   Rb ). 

Απαιτεί επίσης το σύµπλεγµα των κυκλινών D και Ε και τους CDKs  για την εξέλιξη κατά τη G1 φάση 

και την είσοδο στη φάση S. Oι κυκλίνες Α και Β δηµιουργούν συµπλέγµατα µε τους CDK2 κατά τον 

κυτταρικό κύκλο και σχετίζονται µε την εξέλιξη από τη G2 στη φάση Μ. Στην εικόνα απεικονίζονται µε 

ανοιχτό γκρι χρώµα οι κυκλίνες που βρίσκονται επηρεασµένες στον καρκίνο (Park 1998). 
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3.5.1   Ο αναστολέας του κυτταρικού κύκλου Kip1/ p27 
 
  Η παρατήρηση ότι ο αντιµιτογόνος παράγοντας TGFβ και η επαφή δυο κυττάρων 

εµποδίζουν την ενεργοποίηση του συµπλέγµατος Ε/CDK2 κατά τη διάρκεια της G1 

φάσης του κυτταρικού κύκλου (Κoff 1991), οδήγησε στην ταυτοποίηση της p27,  

ενός  από τους κυριότερους αναστολείς των CDKs (Polyak 1994). H p27 είναι µια 

θερµικά σταθερή πρωτεΐνη, µοριακού βάρους 27KD. Κωδικοποιείται από τo γονίδιο 

Kip1, το οποίο αποτελείται από 594 νουκλεοτίδια και εδράζεται στο χρωµόσωµα 12 

στην περιοχή 12p13. Το Kip1 αποτελείται από 2 εξόνια και δυο ιντρόνια, ένα 

ανάµεσα στην κωδικοποιούσα περιοχή και το άλλο µετά το κωδικόνιο τερµατισµού   

( Bullrich 1995). 

  H p27 συνδέεται ισχυρά µε τις E/CDK2 και D/CDK4 µε στοιχειοµετρικό τρόπο και 

αναστέλλοντας τη δράση τους εµποδίζει   την εξέλιξη από τη G1 στη S φάση του 

κυτταρικού κύκλου (Polyak 1994). Kύτταρα που στερούνται την p27, συνεχίζουν να 

πολλαπλασιάζονται, παρ’ όλη την απουσία αυξητικών παραγόντων (Cοats 1996). 

Αντιθέτως, τα υψηλά επίπεδα της  p27 αναστέλλουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

(Toyoshima 1994). Σε συνθήκες stress, όπως έλλειψη αυξητικών παραγόντων ή σε 

φλεγµονώδεις καταστάσεις, η p27 αναστέλλει την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, 

βασικό για την επιβίωση των κυττάρων (Ophascharoensuk 1998). 

Ποντίκια µε οµόζυγη έλλειψη του Kip1 (Kip1 -/-) είναι βιώσιµα, αλλά αναπτύσσονται 

µε διπλάσιο ρυθµό συγκρινόµενα µε τα ποντίκια ελέγχου. Εκδηλώνουν σύνδροµο 

πολλαπλής υπερπλασίας οργάνων, κυρίως του θύµου, του σπλήνα, των 

επινεφριδίων και των  γονάδων, καθώς  και  αυξηµένη συχνότητα όγκων στην 

υπόφυση (Fero 1996). Επιπροσθέτως, παρουσιάζουν στειρότητα λόγω 

ανοοωρρηκτικού κύκλου αλλά και αδυναµίας εµφύτευσης του εµβρύου (Kiyokawa 

1996).  Ποντίκια µε ετερόζυγη έλλειψη του Kip1 (Kip1 -/+) έχουν ενδιάµεσο µέγεθος. 
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Αυτή η παρατήρηση φανερώνει ότι η ποσότητα της p27 είναι σηµαντικός 

παράγοντας στη ρύθµιση του αριθµού των κυττάρων αλλά και στη διαφοροποίηση 

που σχετίζεται µε την αναστολή του κυτταρικού κύκλου (Tong 1998). 

   Η p27 παίζει καθοριστικό ρόλο στη απόφαση (switch) ανάµεσα στον 

πολλαπλασιασµό ή στη διαφοροποίηση των αρχέγονων κυττάρων σε πολλές 

κυτταρικές σειρές (Hengst and Reed 1996). Η απουσία της  p27  σχετίζεται µε 

φτωχή διαφοροποίηση σε πολλές κακοήθειες. Σε µελέτες καρκίνου του µαστού 

(Catzavelos 1997), του πνεύµονα (Esposito 1997) και  του εντέρου (Loda 1997), τα 

χαµηλά επίπεδα της p27 συσχετίστηκαν µε προχωρηµένο στάδιο της νόσου 

(Fredersdorff 1997). Η µειωµένη έκφραση της p27 έχει αποδειχθεί ότι είναι 

ισχυρότερα κακός προγνωστικός δείκτης σε σχέση µε τον ιστολογικό τύπο ή τις 

µεταβολές της p53 στο καρκίνο του µαστού (Porter 1997), της ουροδόχου κύστης 

(Sgambato 1999)  και των ωοθηκών (Newcomb 1999). Η αδρανοποίηση του ενός 

και  µόνο αλληλοµόρφου του Kip1 προκαλεί µείωση της έκφρασης της πρωτεΐνης 

p27 επαρκή για να προδιαθέσει σε καρκινογένεση (Fero 1998). Ενδιαφέρουσα 

παρατήρηση αποτελεί η διαπιστωµένη προοδευτική απώλεια της p27  από 

φυσιολογικούς ιστούς, σε καλοήθεις και κακοήθεις όγκους (Lloyd 1999, Masciullo 

1999), καθιστώντας το ρόλο της σηµαντικό στην εξέλιξη ποικίλων κακοηθειών.   

  Πολλαπλές µελέτες αναφέρουν την  p27 ως ισχυρό προγνωστικό παράγοντα σε 

συµπαγείς όγκους όπως στον καρκίνο του εντέρου (Loda 1997), του στοµάχου  

(Yasui 1997), του οισοφάγου (Anayama 1998) του µαστού (Porter 1997), του 

πνεύµονα (Esposito 1997) και του προστάτη (Cote 1998). Στις αιµατολογικές 

κακοήθειες των ενηλίκων τα χαµηλά επίπεδα έκφρασης της  p27 σχετίζονται µε κακή 

πρόγνωση στα λεµφώµατα, Hodgkin  ( Erlason 1998) και µη Hodgkin  ( Moller 1999) 
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και στις Β σειράς ΧΛΜ (Vrhovac 1998), καθώς και στις ΟΛΛ και ΟΜΛ των  ενηλίκων 

(Kabayashi1994, Pietenpol  1995, Yokozawa 2000). 

 

3.5.2  Η  p27 είναι σηµαντικός αρνητικός ρυθµιστής του κυτταρικού κύκλου 

 Σύµφωνα µε πρόσφατες θεωρίες,  η  p27 είναι ο µόνος CDKI  ο οποίος συντονίζει 

την είσοδο από το εξωκυττάριο περιβάλλον γνωστών αντιµιτογόνων παραγόντων 

και λειτουργεί σαν διακόπτης για το πέρασµα από το σηµείο START (Couts 1996),  

είτε για την εξέλιξη στην S φάση είτε για την έξοδο από τον κυτταρικό κύκλο. 

Αποτελεί δηλαδή ένα βασικό συνδετικό  κρίκο του κυττάρου µε τους εξωκυττάριους 

ρυθµιστές, µιτογόνα και αντιµιτογόνα (Cheng 1998). 

  Τα επίπεδα  αλλά και η δραστικότητα της p27 µειώνονται  από τον σηµαντικότερο 

αντιµιτογόνο παράγοντα, τον αυξητικό παράγοντα µετασχηµατισµού β, TGFβ  

( transforming growth factor ) (Mosestt 1997). Ιn vivo χορήγηση TGFβ, προκαλεί 

αύξηση της έκφρασης της  p15 η  οποία συνδέεται στο σύµπλεγµα κυκλίνη D/CDK4 

απελευθερώνοντας  την p27, που συνδεόµενη µε την κυκλίνη E/CDK2 την 

αδρανοποιεί. Το  κύτταρο παραµένει στη G1 φάση, αφού η φωσφορυλίωση της pRb  

στη S φάση πραγµατοποιείται από την κυκλίνη E/CDK2 ( Ewen 1993) (σχήµα 13). 

 Στα  µακροφάγα  που έχουν διεγερθεί µε  παράγοντα σχηµατισµού αποικιών, 

µπορεί να ανασταλεί ο πολλαπλασιασµός τους , όταν  εκτεθούν σε cAMP, λόγω 

αύξησης των επιπέδων της p27 ( Sherr 1994,  Kato 1994). 

  Πολλαπλασιαζόµενα Τ λεµφοκύτταρα λόγω διέγερσης τους από IL-2, 

χαρακτηρίζονται από χαµηλά επίπεδα p27. Όταν όµως προστεθεί ραπαµυκίνη,   ένα  

αντιµιτογόνο   φάρµακο,  τα  επίπεδα  της   p27  αυξάνονται (Nourse 1994, Zhang 

2000). Στα φυσιολογικά λεµφοκύτταρα που βρίσκονται σε φάση ηρεµίας, τα επίπεδα 
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της p27 είναι υψηλά, αντίθετα τα πολλαπλασιαζόµενα λεµφοκύτταρα, εκφράζουν 

χαµηλά ή µη ανιχνεύσιµα επίπεδα p27( Croix 1996, Sanchez-Beato 1997).  

Η p27 συµµετέχει στη επαγωγή της απόπτωσης (Bani 1995, Wang 1997). Το γονίδιο 

Kip1 προκαλεί απόπτωση σε πολλές κυτταρικές σειρές µετά από  γονιδιακή 

µεταφορά του µέσω αδενοιού (Schreiber 1999). Aπόπτωση όµως δεν 

πραγµατοποιείται σε κύτταρα που στερούνται pRb, παρατήρηση για την οποία δεν 

υπάρχει προς το παρόν ερµηνεία. Η µοριακή βάση της αποπτωτικής δράσης της 

p27 παραµένει άγνωστη. Σε πειραµατικό µοντέλο σε κύτταρα µελανώµατος αυτό 

επιτυγχάνεται µέσω της µειωµένης έκφρασης του myc (D ‘Angelo 2001).  Στη µελέτη 

των Eymin  και συν, αναφέρεται ότι η  p27 προκαλεί αντοχή στη χηµειοθεραπεία 

εµποδίζοντας την απόπτωση µέσω  της προοδευτικής  απελευθέρωσης του 

κυτοχρώµατος c και της ενεργοποίησης του προκαψίδιου-3 στα λευχαιµικά κύτταρα 

(Eymin 1999). Τελικά, η p27 συντονίζει τον κυτταρικό κύκλο και την απόπτωση µε 

τρόπο ώστε να προστατέψει τα κύτταρα από εξωτερικές προσβολές οι οποίες θα 

µπορούσαν να προκαλέσουν υπερβολικό κυτταρικό πολλαπλασιασµό ή απόπτωση  

(Craig 1997). 

 

3.5.3    Πειραµατικά δεδοµένα για το ρόλο του Kip1/p27  

   Αναφέρθηκε ότι τα ογκοκατασταλτικά γονίδια κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες οι 

οποίες αναστέλλουν το µετασχηµατισµό των κυττάρων. Η αδρανοποίηση τους, λόγω 

χρωµοσωµικής απώλειας ή/και µεταλλαγής θεωρείται απαραίτητη για την προώθηση 

µέσω ποικίλων σταδίων της καρκινογένεσης. Γνωρίζοντας το ανασταλτικό 

αποτέλεσµα ταυτοποιηµένων ογκοκατασταλτικών γονιδίων  στην κυτταρική διαίρεση, 

είναι λογικό να θεωρηθεί ότι αυτά τα σηµαντικά γονίδια πιθανά δρουν ως 

ογκοκατασταλτικά. Οι αναστολείς των κυκλινοεξαρτωµένων κινασών είναι υποψήφιοι 
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για µια τέτοια υπόθεση.  Η υπόθεση ότι το Kip1 είναι ογκοκατασταλτικό γονίδιο 

βασίστηκε σε τρεις παρατηρήσεις: 

1) συµπεριφέρεται βιοχηµικά ως αναστολέας του κυτταρικού κύκλου ( Polyak 1994, 

Toyoshima1994). 

2) Η έκφραση του στα λευκά αιµοσφαίρια ρυθµίζει αρνητικά τη  µετάβαση από την 

ηρεµία στον πολλαπλασιασµό ( Fitpo 1994). 

3) Εδράζεται σε χρωµοσωµική περιοχή  η οποία έχει συχνά υποστεί απάλειψη σε 

λευχαιµίες (Kabayashi 1994). Συγκεκριµένα, χρωµοσωµικές απαλείψεις  ή  µη  

ισοζυγισµένες  µεταθέσεις  που  αφορούν   την 12p13  ζώνη (όπου εδράζεται το 

Kip1 γονίδιο), ανιχνεύονται συχνά  τόσο στις λεµφοβλαστικές όσο και στις 

µυελογενείς λευχαιµίες ( Chan 1992 ). 

    Σύµφωνα µε την υπόθεση των «δύο χτυπηµάτων» του Knudson (Knudson 1971), 

για να είναι ένα τέτοιο γονίδιο υποψήφιο για ογκοκατασταλτικό θα πρέπει να είναι 

διπλά «τροποποιηµένο» στα κύτταρα του όγκου: το ένα αλληλόµορφο να έχει 

απαλειφθεί µε απώλεια της ετεροζυγωτίας ( LOH ) που αφορά τόσο τα κύτταρα του 

όγκου, όσο και όλα τα σωµατικά κύτταρα του ασθενούς και το εναποµείναν 

αλληλόµορφο να έχει αδρανοποιηθεί µε µετάλλαξη µόνο στα κύτταρα του όγκου. 

Ενώ τα σωµατικά κύτταρα των ατόµων µε LOH εκφράζουν  το 50% της p27 και η 

λειτουργία τους παραµένει φυσιολογική, στα κύτταρα του όγκου δεν εκφράζεται 

καθόλου p27. 

    Οι Pietenpol J   και συν και oι Bullrich F και συν ( Pietenpol 1995, Bullrich 1995 ), 

δεν ανίχνευσαν  µεταλλαγές του Kip1 µελετώντας µια µεγάλη ποικιλία συµπαγών 

όγκων. Οι  Castaneda και συν και οι  Kawamata N και συν, σε µελέτες µε Southern 

blot ασθενών µε συµπαγείς όγκους που είχαν απώλεια της ετεροζυγωτίας στο 12p, 

δεν διαπίστωσαν ταυτόχρονα και  µεταλλαγή του Kip1  (Castaneda 1995). Οι 
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Kawamata N και συν, σε µελέτες λευχαιµιών ενηλίκων διαπίστωσαν ότι το ένα 

αλληλόµορφο Kip1 είχε απαλειφθεί σε ποσοστό  5%, το άλλο όµως αλληλόµορφο 

παρέµενε λειτουργικό ( Kawamata 1999). Σύµφωνα µε τις µελέτες αυτές φαίνεται 

πως ο Kip1/p27 δεν είναι συχνός στόχος µεταλλαγών   που  προδιαθέτουν σε 

καρκίνο και µε πιθανόν όχι τυπική ογκοκατασταλτική  δράση. 

Αντίθετα, η µελέτη των Stegmairer K  και συν σε ΟΛΛ  παιδιών, αναφέρει απώλεια 

της ετεροζυγωτίας (LOH) στο  12p σε ποσοστό µέχρι 33%, ευρήµατα που    

υποδεικνύουν ότι ο Kip1 θα µπορούσε να είναι ογκοκατασταλτικό γονίδιο 

(Stegmairer 1996). 

   Επειδή η p27 δρα ως αναστολέας των κυκλινοεξαρτωµένων κινασών της G1 

φάσης ακόµη και µικρές µεταβολές στα επίπεδα της  µπορούν να έχουν καθοριστική 

επιρροή στην εξέλιξη  του κύκλου (Kato 1994). 

Απώλεια του ενός αλλήλοµορφου του Kip1, είτε µε απάλειψη είτε µε µεταλλαγή, 

προκαλεί µειωµένα επίπεδα p27 στα κύτταρα. Η µείωση αυτή πιθανά τροποποιεί τη  

στοιχειοµετρική σχέση της p27 µε τις άλλες συνιστώσες των κυκλινών-

κυκλινοεξαρτώµενων κινασών της G1, µε αποτέλεσµα µειωµένη ικανότητα 

ανασταλτικής δράσης σε αυτές. Τα χαµηλά επίπεδα της  p27 προσδίδουν στο  

κύτταρο µια αυξητική δυνατότητα. Η αδρανοποίηση όµως και του άλλου, 

λειτουργικού ως τότε αλλήλοµορφου, επιτρέπει στο κύτταρο ανεξέλεγκτο 

πολλαπλασιασµό.  

 

3.6   Συνεργική δράση των γονιδίων 

  Τα επίπεδα στις κυκλίνες-CDK ρυθµίζονται εν µέρει από  τους αναστολείς τους 

CDKIs. Καθοριστικό ρόλο ασκούν οι  οδοί µεταγωγείς σηµάτων  µέσω του ras. 

Συνοπτικά, ο καταρράκτης ras/raf/MEK/MARK οδηγεί στην επαγωγή και 
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ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων που εµπλέκονται στη σύνθεση της κυκλίνης 

D1.  Οι εξαρτώµενες από το Rac οδοί  επηρεάζουν επίσης τη σύνθεση της κυκλίνης 

D1.  H οδός µέσω του Rho προάγει την αποδόµηση της p27 κατά την εξέλιξη της G1 

φάσης (Weber 1997). Τα επίπεδα της p27 είναι αυξηµένα όταν τα κύτταρα βρίσκονται 

σε φάση ηρεµίας, ενώ ταυτόχρονα τα επίπεδα της p21 (της πρωτεΐνης του ras) είναι 

πολύ χαµηλά και αυξάνονται µετά από ερεθίσµατα µιτογόνων (Hengest 1994). 

Αύξηση των επιπέδων της ras µέσω της οδού Rho προκαλεί καταστολή της p27. Οι 

πρωτεΐνες των ras (p21)  ρυθµίζουν τη  µετάπτωση από τη G0 στη G1 φάση 

ανεξάρτητα από την pRb, ενώ ρυθµίζουν το πέρασµα από τη G1προς την S  φάση 

µέσω της αύξησης της κυκλίνης  D1 (Ewen 2000) (σχήµα 15). 

 

 
Σχήµα 15  : αναπαράσταση των οδών µεταγωγής σηµάτων µέσω ras και των τρόπων που 
λειτουργούν στον µηχανισµό του κυτταρικού κύκλου. Ο καταρράκτης Raf/MEK/MARK οδηγεί στην 
επαγωγή και ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων που εµπλέκονται στη σύνθεση της κυκλίνης 
D1.Οι οδοί Rac και  Rho δρουν µαζί µειώνοντας την ενεργότητα της  p27 µε άγνωστο µηχανισµό (Ewen 
2000). 
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Η p27  προάγει το  σχηµατισµό συµπλόκου της κυκλίνης D1, της οποίας η δράση 

ελέγχεται από το µονοπάτι ras/raf/MEK/MARK, όπως προαναφέρθηκε, µε την κινάση 

CDK4 και το ενεργό πλέον σύµπλοκο D1/CDK4 αρχίζει τη φωσφορυλίωση της 

υποφωσφορυλιωµένης  και ανενεργού  pRb. Καθώς ο αριθµός των µορίων D1/CDK4 

αυξάνεται, η p27  µετακινείται από το σύµπλοκο κυκλίνη E/CDK2, το οποίο 

αδρανοποιεί. Η κυκλίνη E/CDK2 απελευθερωµένη από την αναστολή µέσω p27, 

συµπληρώνει την φωσφορυλίωση της pRb καθώς εξελίσσεται ο κυτταρικός κύκλος 

προς τη φάση S,  απελευθερώνοντας τον δεσµευµένο E2F, ο οποίος ενεργοποιεί 

γονίδια απαραίτητα για την εξέλιξη της S φάσης ( σχήµα 16). 

 

 

 

 

          Σχήµα 16: Συνεργική δράση pRb και  p27( Moller 1999). 
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  Ο E2F µε παλίνδροµη ρύθµιση (µέσω του myc) ελέγχει τη µεταγραφή της p14, 

αναστέλλει ή επάγει µέσω του MDM2 την έκφραση του p53. Με τροποποίηση στη 

µεταγραφή, δεδοµένου ότι το γονίδιο  p16 έχει κοινά δυο εξόνια µε το p14, 

κωδικοποιείται παράλληλα και η πρωτεΐνη p16, η οποία αναστέλλει τη D1/CDK4. Σε 

βλάβη του DNA η p53 µέσω της p21 αναστέλλει επίσης τη D1/CDK4 ( σχήµα 17 ). 

 

 

Σχήµα   17: αναπαράσταση αλληλεπιδράσεων κυκλινοεξαρτωµένων αναστολέων, της 

πρωτεΐνης του ρετινοβλασώµατος και της p53 (Schmid 2001).     
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 ΣΚΟΠΟΣ 

  Οι µελέτες που αφορούν µεταλλαγές του Rb-1 και του Kip1 είναι λίγες, αναφέρονται  

κυρίως στις χρόνιες λεµφοβλαστικές λευχαιµίες και αφορούν αποκλειστικά ενήλικες. 

Από αυτές προκύπτει ότι η ελαττωµένη έκφραση της pRb σχετίζεται µε κακή 

πρόγνωση τόσο στις λεµφοβλαστικές όσο και στις µυελογενείς, ενώ της p27 µόνο µε 

τις µυελογενείς λευχαιµίες. Όσο αφορά τις λευχαιµίες της παιδικής ηλικίας, δεν 

υπάρχουν πληροφορίες για το ρόλο της αδρανοποίησης του Rb-1 και του Kip1 και 

την πιθανή προγνωστική αξία τους.  Στην οξεία λευχαιµία των παιδιών  ένα ποσοστό 

ασθενών έχει  έκβαση µη συµβατή µε την αρχική πρόγνωση. ∆εν είναι γνωστός/οί 

ο/οι παράγοντας-ες που διαφοροποιεί-ούν την ανταπόκριση στη θεραπεία και την  

έκβαση της νόσου σε λευχαιµίες µε τους ίδιους  αρχικά προγνωστικούς παράγοντες, 

ώστε λευχαιµία ίδιας οµάδας κινδύνου µε µια άλλη, να µην επιτυγχάνει ύφεση ή να 

υποτροπιάζει. Πιθανά πρόκειται για γενετικό παράγοντα ο οποίος συµµετέχει στην 

διαδικασία  της   λευχαιµογένεσης,  είτε   στην   έναρξη   (initiation)  ή  την   εξέλιξη  

( promotion, progression ) της νόσου. Θεωρώντας υποψήφια τα γονίδια Rb-1 και 

Kip1 µελετήθηκε : 

 1) η συχνότητα των µεταλλαγών των γονιδίων ευαισθησίας για το ρετινοβάστωµα 

Rb-1  και ενός   από τους σηµαντικότερους αναστολείς των κυκλινοεξαρτωµένων 

κινασών Kip1/p27  στις οξείες λευχαιµίες των παιδιών (Οξεία Λεµφοβλαστική 

Λευχαιµία, ΟΛΛ και Οξεία Μυελογενή Λευχαιµία, ΟΜΛ ) καθώς και από τους 

συµπαγείς  όγκους το νευροβλάστωµα. 

 2) η σχέση των µεταλλαγών αυτών µε την αιτία-έναρξη ή την εξέλιξη-έκβαση   της 

νόσου. 

 3) η  συσχέτιση των µεταλλαγών µε  το στάδιο αλλά και την έκβαση της νόσου, η 

πιθανή σχέση αυτών µε άλλους γνωστούς προγνωστικούς παράγοντες αλλά κυρίως 

                                                                         59 
 



η αξιολόγηση τους σαν ανεξάρτητους  προγνωστικούς δείκτες και τη δυνατότητα  να 

συνεισφέρουν  όχι µόνο στην τροποποίηση της θεραπείας αλλά ακόµη και στην 

εξατοµίκευση της.  

4) η δυνατότητα αξιοποίησης τους στην ανίχνευση της ελάχιστης υπολειπόµενης 

νόσου.  

   Επιλέχθηκε  η  µελέτη  των  οξειών  λευχαιµιών  γιατί   αποτελούν   τη  συχνότερη  

κακοήθεια της παιδικής ηλικίας. Από τους συµπαγείς όγκους επιλέχθηκε το 

νευροβλάστωµα, επειδή είναι όγκος που µπορεί να  διηθήσει το µυελό ( στο στάδιο 

IV µε διήθηση µυελού). Έγινε προσπάθεια συσχέτισης των σταδίων του 

νευροβλαστώµατος µε την παρουσία ή µη µεταλλαγών. 

  Για τη µελέτη των ανωτέρω χρησιµοποιήθηκαν επιχρίσµατα µυελού από οξείες 

λευχαιµίες παιδιών και νευροβλαστώµατα. Για την ενίσχυση των προαναφερθέντων 

εξονίων χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράση 

(PCR), ενώ για την ανίχνευση των µεταλλαγών χρησιµοποιήθηκε η τεχνική 

Ανάλυσης Πολυµορφισµού Μονόκλωνης Αλυσίδας (SSCP: Single–Strand  

Conformation Polymorphism  Analysis ) και η Ανάλυση Ετεροδιµερών  

( Heteroduplex Analysis ). 
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                                                ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4ο  
 
 
                                 ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  
 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
  
ΥΛΙΚΟ 
 
Μελετήθηκαν  στην  πρωτοδιάγνωση   51 παιδιά  ηλικίας 3 µηνών - 16 ετών ( µέση 

ηλικία 7,8 έτη ) µε οξεία λευχαιµία και 9 παιδιά µε νευροβλάστωµα, ηλικίας 4µηνών - 

4 ετών, τα οποία διαγνώστηκαν, έλαβαν θεραπεία και παρακολουθούνται 

συστηµατικά  στην Παιδιατρική Κλινική Αιµατολογίας/Ογκολογίας του 

Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου, την χρονική περίοδο 1992-2001. 

Το υλικό αποτέλεσαν  επιχρίσµατα παρακέντησης µυελού  µε χρώση  May Grunwald 

– Giemsa της περιόδου 1992-1999 από 30 περιπτώσεις από τις οποίες  26 

λευχαιµίες (18 Οξείες Λεµφοβλαστικές - ΟΛΛ και 8 Οξείες Μυελογενείς - ΟΜΛ) και 4 

νευροβλαστώµατα  και κύτταρα µυελού µετά από διαχωρισµό  επίσης από 30 

περιπτώσεις από τις οποίες  25 λευχαιµίες (18 Οξείες Λεµφοβλαστικές - ΟΛΛ και 8 

Οξείες Μυελογενείς - ΟΜΛ) και  5 νευροβλαστώµατα από το 1997 έως και το 2001. 

Η µελέτη υποβλήθηκε και εγκρίθηκε από την Επιτροπή Μεταπτυχιακών Σπουδών 

του Πανεπιστηµίου Κρήτης  και επιχορηγήθηκε εν µέρει, κατόπιν έγκρισης του 

πρωτοκόλλου από την Ιατρική  Υπηρεσία του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου  

Ηρακλείου - ΠαΓΝΗ. 

Συνολικά  µελετήθηκαν 51 οξείες λευχαιµίες (34 αγόρια και 17 κορίτσια) από τις 

οποίες οι  39 ήταν ΟΛΛ  και οι 12 ΟΜΛ (Πίνακας 5).  

Η ταυτοποίηση των λευχαιµιών βασίστηκε σε ειδικές χρώσεις (PAS 

µυελουπεροξειδάση, όξινη φωσφατάση, µη ειδικές εστεράσες) και στην 
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κυτταροµετρία ροής. Η ταξινόµηση των λευχαιµιών έγινε σύµφωνα µε την 

ταξινόµηση κατά FAB.  

   Στην οµάδα των παιδιών µε ΟΛΛ, 28 ήταν αγόρια και 11 ήταν κορίτσια, µε κατ 

εξοχήν κατανοµή ηλικίας 1-9 ετών (Πίνακας 6). Με βάση τον ανοσοφαινότυπο, το 

89% των περιπτώσεων της µελέτης ήταν ΟΛΛ  Β σειράς ( 94%  cALLA +) και το 

11% Τ σειράς (Πίνακας10). Με βάση το πρωτόκολλο θεραπείας BFM-ALL, 12 

ασθενείς ανήκαν στην οµάδα χαµηλού κινδύνου (SR), ποσοστό 31%, 16 ασθενείς 

ανήκαν στην οµάδα ενδιαµέσου κινδύνου (ΜR), ποσοστό 41% και  11 ασθενείς 

ανήκαν στην οµάδα υψηλού κινδύνου (ΗR), ποσοστό 28% (Πίνακας11). Τρεις 

ασθενείς που αρχικά είχαν θεωρηθεί ενδιαµέσου κινδύνου, στην πορεία  

χαρακτηρίστηκαν υψηλού κινδύνου λόγω της εξέλιξης της νόσου τους.  

   Οι ασθενείς έλαβαν θεραπεία µε βάση τα πρωτόκολλα BFM-90, 95 και MSKCC  

NY II.Ύφεση την 30-33η ηµέρα θεραπείας επιτεύχθηκε σε ποσοστό 89%. Σε όλα τα  

περιστατικά  στέλνονταν στην  πρωτοδιάγνωση έλεγχος χρωµοσωµάτων µυελού. 

Κυτταρογενετικές ανωµαλίες διαπιστώθηκαν σε ποσοστό 13% (Πίνακας 9). 

Υποτροπή υπό θεραπεία παρουσίασε το 2% ενώ υποτροπή µετά το τέλος της 

θεραπείας το 5%. Σε πλήρη ύφεση βρίσκεται το 92%, µακράς διάρκειας επιβίωση-

ίαση (3-11έτη ) απολαµβάνει το 42% των µελετηθέντων παιδιών µε ΟΛΛ (Πίνακας 

12). 

   H οµάδα της ΟΜΛ περιελάµβανε 7 κορίτσια και 5 αγόρια. Το 75%   ήταν 

περιστατικά de novo µυελογενούς λευχαιµίας και το 25%  δευτεροπαθούς 

(Πίνακας13 ).  

  Οι 47/51 περιπτώσεις οξείες λευχαιµίες αφορούν παιδιά που γεννήθηκαν και 

µεγάλωσαν στην Κρήτη, ενώ 4 ασθενείς παραπέµφθηκαν από παιδιατρικά 

Νοσοκοµεία εκτός Κρήτης. Οι 24 περιπτώσεις αφορούσαν κατοίκους του νοµού 
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Ηρακλείου, οι  7 κατοίκους του νοµού Ρεθύµνου, οι  6 του νοµού Χανίων και οι  10 

του  νοµού Λασιθίου (Πίνακας 8). Όσον αφορά  την εποχιακή κατανοµή των 

λευχαιµιών, οι περισσότερες λευχαιµίες διαγνώστηκαν τους φθινοπωρινούς µήνες 

(Πίνακας 7). Συνολικά τα χαρακτηριστικά των λευχαιµιών της µελέτης καταγράφονται 

στον πίνακα 15. 

   Η οµάδα του νευροβλαστώµατος περιελάµβανε 9 ασθενείς, 6 αγόρια και 3 

κορίτσια, ηλικίας 3 µηνών ως  3 ετών.  Τέσσερις  ασθενείς είχαν νόσο σταδίου IV (2 

µε διήθηση µυελού),  τρεις  είχαν νόσο σταδίου IV – S, ένας ασθενής είχε νόσο 

σταδίου ΙΙΙ και ένας νόσο σταδίου ΙΙ (Πίνακας 14). Από την οµάδα των 9  

νευροβλαστωµάτων, ένα παιδί σταδίου IV  µε διήθηση µυελού έχει καταλήξει. Τα 

άλλα 8 παιδιά έχουν ολοκληρώσει θεραπεία και είναι ελεύθερα νόσου 2-9 έτη. 
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Πίνακας 6 

 

 
Πίνακας 7 
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Πίνακας 8 

 
 

 
 
Πίνακας 9 
 
 

 
Πίνακας  10 
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Πίνακας 11 
 
                                                                                                                           
 

 
Πίνακας 12 
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Πίνακας 13 

                    Οξεία µυελογενής λευχαιµία (ΟΜΛ) 

Σύνολο 12 

De novo 
• 3 παιδιά- µακράς διάρκειας 
ύφεση 

 (2-συµβατική ΧΜΘ, 1-ΜΜΟ) 
• 1 παιδί µε 4η υποτροπή µετά 
ΜΜΟ 

9/12 (75%) 

Θάνατοι 
 5 παιδιά ( τα 2  ήταν βρέφη ) 
µε ανθεκτική νόσο και υποτροπές 

5/9 

∆ευτεροπαθής 
•  Σύνδροµο Kostmann 
• Οστεοσάρκωµα 
• Λέµφωµα  

3/12 (25%) 

Θάνατοι 2/3 

 
 
                               
                 
                       Ασθενείς µε νευροβλάστωµα 
 
Στάδιο 
νόσου 

 
     I 

 
    II 

 
   III 

 
    IV 

 
 IV-S 

αριθµός 
ασθενών 

  
    1 

 
    1 

 
    4       

(διήθηση    
µυελού 2)    

 
    3 

 

 

Πίνακας 14 
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Πίνακας 15: Κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών   ( I ) 

 
  α/α 
 Ηλικία 
 Φύλο 
Κατοικία 

 
 
Κλινική 
εικόνα 

 
 
Αντικειµεν
ευρήµατα 

 
 
Αιµατολογικοί
παράµετροι 

 
 
 ∆ιάγνωση 
Ανοσοφαι- 
νότυπος 

 
 
Οµάδα 
κινδύνου 

 
               
καρυότυπο 

                      
 
Επίτευξη 
ύφεσης 
33η ηµέρα 

 
                     
έκβαση 

  Νο1 
  Σ∆ 
 2.5 ♂ 
 
Λασίθι 

πυρετός 
εκχυµώ- 
σεις 
καταβολή 
ανορεξία 

Ήπαρ + 
 
Σπλήνα – 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά 5600/µl 
Βλάστες 61% 
 
Hb  8.1gr/dl 
 
ΑΜΠ 31000/µl 

 Β-ΟΛΛ 
 
CD1094% 
      L1 

  
αρχικά MR 
     BFM 
   ALL - IΙ 
Υποτροπή 
   →HR 

 
   
 46XY 
 

   ( +) 
2µην. από το 
τέλος της 
ΧΜΘ→υποτ 
ΚΝΣ,µυελο
→ΜΜΟ→ 

Υποτροπή 
ΚΝΣ→ΧΜΘ 
  ΥΦΕΣΗ 
ΠΥ 10µ 
εκτός 
θεραπείας 

 Νο 3 
  ΜΓ 
 5.5 ♂ 
Ηράκλειο 

Οστικά  
άλγη 
καταβολή 
ανορεξία 

Ήπαρ+3 
 
Σπλήνα+5 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά100000/µl
Βλάστες 93% 
  
Hb 12.8 gr/dl 
 
ΑΜΠ 189000/µl

 Β-ΟΛΛ 
 
CD1095% 
   Pre-B    
      L1 

αρχικά MR 
     BFM  
  ALL- IΙ  → 
υποτροπή  
ΚΝΣ   →HR

 
 46XY 
 

ALL REZ 
BFM-96 
→3o κύκλο 
maintenance 
    → 

ΚΝΣ υποτρο 
     ↓ 
θάνατος 

 Νο 4 
  ΣΝ 
 13 ♂ 
Ηράκλειο 

 
Οστικά  
άλγη 
καταβολή 
ανορεξία 

Ήπαρ + 
 
Σπλήνα - 
 
Λεµφαδ - 

Λευκά5000/µl 
Βλάστες  15% 
 
Hb  9.9gr/dl 
 
ΑΜΠ  234000/µl

 Β-ΟΛΛ 
 
CD108
       L1 

6% 

    MR 
   BFM  
ALL- 90

 
 46XY 
 

 
   ( + )   

ΠΥ   55µ 
εκτός 
θεραπεία 

 Νο 5 
 ΣΜ 
 4 ♂ 
Λασίθι 

 
Πυρετός 
καταβολή 
ανορεξία 

Ήπαρ – 
 
Σπλήνας - 
 
Λεµφαδ  - 

Λευκά 5200/µl 
Βλάστες 83% 
 
Hb  6.73 gr/dl 
ΑΜ 233000/µl  

Β-ΟΛΛ   
 
CD108
       L1 

6% 

    MR 
   BFM  
 ALL-86 

   
  46XY 

    
   ( + )      

ΠΥ  50µ 
Εκτός 
 θεραπείας 

 Νο  6 
 ΚΚ 
11♀ 
Λασίθι 

 
Υπερτρο- 
φία  
ούλων 

Ήπαρ +4 
 
σπλήνα+2 
  
Λεµφαδ + 

Λευκά 70000/µl  
Βλάστες 90% 
 
Hb 11 gr/dl 
 
ΑΜΠ  63000/µl

  
 ΟΜΛ 
    Μ4 

   HR 
  BFM 
AML-93

  46ΧΧ 
 
t(10;11,13) 
q21;q23;q32 

 
   ( + )   

ΠΥ   60µ 
 εκτός 
 θεραπείας 

 Νο  7 
  AΕ 
  9♂ 
Ρέθυµνο   

 
Τραχηλι-
κή 
λεµφαδε-
νίτιδα 

Ήπαρ + 
 
σπλήνα + 
 
Λεµφαδ + 

Λευκά 13800/ µl
Βλάστες 
Hb 14.5 gr/dl 
 
ΑΜΠ 361000/ µl

Τ-ΟΛΛ 
CD2 
CD3 
CD5 
CD7 

   HR 
 
 MSKNY 
    II 

 
  46XY 
 
 

 
      
   ( + )   

ΠΥ   50µ 
 εκτός 
 θεραπείας 

 Νο  8 
A θήλυ 
 3µ ♀ 
Ρέθυµνο   

 
Πυρετό 
λοίµωξη 
αναπ/ού 

Ήπαρ +5 

Σπλήνα  - 
 
Λεµφαδ - 

Λευκά132000/µl
Βλάστες 88% 
 
Hb 10 gr/dl 
 
ΑΜΠ 159000/µl

   
  ΟΜΛ 
     Μ4 

   HR 
  BFM 
AML-93

  46ΧΧ 
   11q- 

mar90% 

    
   ( + )      
  ΜΜΟ 
        

9 µήνες 
µετά ΜΜΟ 
→υποτρο- 
πή→(-)υφεσ 
→θάνατος   

 Νο  9 
  ΜΑ 
 10 ♀ 
Λασίθι 

 
εκχυµώ- 
σεις 
καταβολή 
ανορεξία 

Ήπαρ +8 

σπλήνα+2  
 
λεµφαδ +2 

Λευκά 2200/µl 
Βλάστες  

Hb 5.6 gr/dl 
 
ΑΜΠ 20000/µl 

Β-ΟΛΛ   
 
CD107
       L1 

7% 

    MR 
   BFM  
 ALL-ΙΙ 

   
   46XY 

 
    ( - ) 
 

ΠΥ 10ετη 
  
 εκτός 
 θεραπείας 

 Νο 10 
    Φ 
  12 ♀ 
Ηράκλειο 

 ήπαρ 
σπλήνα 
 
λεµφαδ 

Λευκά 
Hb 
 
ΑΜΠ 

 
   ΟΜΛ 
 

  HR 
  BFM 
AML-86

  
    ( - ) 
 

 
θάνατος 
στο 
induction 

 Νο 11 
    Ζ 
  12 ♀ 
Ηράκλειο 

 ήπαρ 

σπλήνα 
 
λεµφαδ 

Λευκά<20000/µl

Hb 
 
ΑΜΠ 

 
 Β-ΟΛΛ  
 

  
  BFM  
 ALL-86

 

   

 
    (+) 
  

Θάνατος 
 στο 
 induction 
από 
τοξικότητα 
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Πίνακας 15: Κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών(συνέχεια  II )  

 
  α/α 
 Ηλικία 
 Φύλο 
Κατοικία 

 

Κλινική 
εικόνα 

 

Αντικειµενι
ευρήµατα 

 

Αιµατολογικοί
παράµετροι 

 
 
∆ιάγνωση 
Ανοσοφαι- 
νότυπος 

 
 
 Οµάδα 
κινδύνου 

 
               
καρυότυπο 

                    
 
Επίτευξη 
ύφεσης 
33η ηµέρα 

                    

έκβαση 

Νο 12 
    ΠΓ 
  13 ♂ 
Ηράκλειο 

 
Τραχηλι-
κή 
λεµφαδε-
νίτιδα 

Ήπαρ +4 
Σπλήνα+3 
 
Λεµφαδ + 

λευκά27500/µl 
βλάστες 30% 
 
Hb 12 gr/dl 
 
ΑΜΠ317000/µl 

Τ-ΟΛΛ 
CD2 
CD3 
CD5 
CD7 

   HR 
 
 MSKNY 
    II 

 
  46XY 
 
 

 
      
   ( + )   

ΠΥ  6ετη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο  13 
  ΒΕ 
 4 ♀ 
Λασίθι 

Οστικά  
άλγη 
καταβολή 
ανορεξία 
πυρετός 

Ήπαρ+2 

Σπλήνα - 
 
Λεµφαδ - 

Λευκά 4400/µl 
Βλάστες 69%  

Hb 6.9 gr/dl 
 
ΑΜΠ  23000/µl 

Β-ΟΛΛ   
 
CD106
       L1 

7% 

    SR 
   BFM  
 ALL-Ι 

 
  46ΧΧ 
 

    
    ( + )  

ΠΥ  7έτη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 14 
   Σ   
  7 ♂ 
Χανιά 

 
πυρετός 
εκχυµώ- 
σεις 

 

ήπαρ 
σπλήνα 
 
λεµφαδ 

λευκά 
βλάστες 
Hb 
 
ΑΜΠ 

 
  ΟΜΛ 
 

   HR 
  BFM 
AML-86

  
    ( - ) 
 

 
Θάνατος 
στο 
induction 

Νο 15 
   ∆Ε 
  2.5 ♂ 
Ηράκλειο 

εκχυµώ- 
σεις 
καταβολή 
ανορεξία 

Ήπαρ+2 
Σπλήνα- 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά 9300/µl 
Βλάστες  26% 
 
Hb  7.7 gr/dl 
ΑΜΠ1 25000/µl

Β-ΟΛΛ   
  
CD107
      L1 

0% 

    MR 
   ALL 
 BFM -ΙΙ

 46XY 
 t(8;22) 

 
   ( + ) 

ΠΥ  6ετη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 16 
   T   
  10 ♀ 
  Χανιά 

καταβολή 
ανορεξία 
πυρετός 
υπερτρ  ο
 ούλων 

ήπαρ 
σπλήνα 
 
λεµφαδ 

Λευκά 
βλάστες 
Hb 
 
ΑΜΠ 

 
  ΟΜΛ 
 

  HR 
  BFM 
AML-93

  
    ( - ) 
   

 
Θάνατος 
στο 
induction 

Νο 17 
   ΝΙ 
  9  ♂ 
 
Ηράκλειο 

Οστικά  
άλγη 
καταβολή 
ανορεξία 
πυρετός 

ηπαρ +4 
σπλήνα+6 
 
λεµφαδ +  

λευκά 42000/µl
βλάστες  40% 
 
Hb  6.8 gr/dl 
 
ΑΜΠ 95000/µl 

Β-ΟΛΛ   
 
CD1067% 
       
        L1 

   Αρχικά 
    MR 
BFM ALL-Ι  
10η λόγω 
CD20 + 
  HR 
MSKNY II      

 
 
  46XY 
 

 
 
   ( + )  
 

ΠΥ  7έτη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 18 
   ΧΑ 
16 ♂ 
 
Ηράκλειο 

Οστικά  
άλγη 
καταβολή 

 

ήπαρ  +2 
σπλήνα+2 
 
λεµφαδ  + 

λευκά 3800/µl 
βλάστες  20% 
 
Hb 12. 5 gr/dl 
 
ΑΜΠ105000/µl

Β-ΟΛΛ   
 
CD109 % 2
       L2 

   HR 
 
 MSKNY 
    II 

 
  46XY 

 
       
   ( + ) 

ΠΥ  8 έτη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 19 
   Α∆     
  14 ♀ 
 
Ηράκλειο 

Οστικά  
άλγη 
καταβολή 
ανορεξία 
πυρετός 
υπερτρο. 
ούλων 

ήπαρ +3 

σπλήνα + 
 
λεµφαδ - 

λευκά  23000/µl
βλάστες  65% 
 
Hb  10. 9 gr/dl 
 
ΑΜΠ  37000/µl

 
  ΟΜΛ 
    Μ1 

   
   HR 
  BFM 
AML-93

 
 46XY 
 t(8;21) 
(q13;q21) 

 
 
   ( + ) 

ΠΥ  7έτη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 20 
   ΣΣ 
7  ♂ 
 
Ηράκλειο 

 
εκχυµώ- 
σεις 
καταβολή 
ανορεξία 

 
ηπαρ+6 
σπλήνα+8 
 
λεµφαδ+ 

λευκά 3600/µl 
βλάστες  51% 
 
Hb   7.7 gr/dl 
 
ΑΜΠ  73000/µl

 Β-ΟΛΛ  
 
CD105 % 5
       L1 

 Αρχικά MR 
ALL -  BFM 
     85 
ύφεση (-) 33η
   →HR 
  MSKNY II     

 
   
  46XY 

    
 
   ( - ) 
 
 

ΠΥ  8έτη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 21 
   Μ 
  7 ♂ 
Χανιά 

πυρετός 
υπερτρο.  
ούλων 

ηπαρ+5 
σπλήνα+ 
 
λεµφαδ+ 

Λευκά 
βλάστες 
Hb 
 
ΑΜΠ 

 
  ΟΜΛ 

   HR 
  BFM 
AML-93

 
 46XY 

 
      
   ( - ) 
 

Θάνατος 
στο  
Induction 
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Πίνακας 15: Κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών (συνέχεια  III )   

 
Ηλικία 
Φύλο 
κατοικία 

 
Κλινική 

 
Αντικειµενικά
ευρήµατα 

 
Αιµατολογικοί
παράµετροι 

 
 ∆ιάγνωση 
Ανοσοφαι- 

 
Οµάδα 
κινδύνου 

 
                  
καρυότυπο 

                  
Επίτευξη 
ύφεσης 
33η 
ηµέρα 

                   
έκβαση 

Νο 23 
   ΚΠ 
  6.5   ♂ 
Ηράκλειο 

 
καταβολή 
ανορεξία 

Ήπαρ   +4 
 
Σπλήνα  +6 
 
Λεµφαδ  + 

Λευκά 5300/µl 
Βλάστες  16% 
 
Hb   6.7 gr/dl 

 
 Β-ΟΛΛ  
CD 7 % 10 9
       L1 

Αρχικά MR 
ALL-  BFM I 
ύφεση (-) 33η
   →HR 

 
  46XY 

 
   ( - ) 
 

ΠΥ  7έτη 
 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 24    
   ΜΓ 
  2.5  ♀ 
Ηράκλειο 

 
 
Πυρετό 
λοίµωξη 
αναπ/ού 

εικόνα 
νότυπος 

 

πυρετός 
ΑΜΠ130000/µl   MSKNY II    

 
Ήπαρ+4 
Σπλήνα+2 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά  47200/µl
Βλάστες  87% 
 
Hb   6. 5 gr/dl 
ΑΜΠ  24000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD 9 % 10 4
       L1 

    MR 
   ALL 
 BFM -ΙΙ

   
   46XY 

 
  ( + )   

  εκτός 
 θεραπείας 

Νο 25 
  ΚΜ   
  3 ♀ 
  Χανιά 

 

λοίµωξη 
αναπ/ού 

Ήπαρ +3 
 
Σπλήνα  - 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά  20200/µl
Βλάστες  80% 

Hb   6. 8gr/dl 
ΑΜΠ  11000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD 9 % 10 8
       L1 

    MR 
   ALL 

   
   46XY 

 
  ( + ) 

ΠΥ 6 έτη 
  
  εκτός 
 θεραπείας 

  ΗR 
  6 ♂ 
Αγγλία 

 
πυρετός 
εκχυµώσ
εις 

 
 

Σπλήνα +2 
Λεµφαδ+ 

Λευκά 9300/µl 
Βλάστες  26% 
 
Hb  5.7 gr/dl 
ΑΜΠ1 25000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  

10 1
       L1 

 
    
    MR 
 

 
    
  46XY    ; 

 
Μετάβαση 
στη Αγγλία  
για  
θεραπεία 

Νο 27    
   ΓΑ 

Ηράκλειο 

 
πυρετός 
εκχυµώσ
εις 

 
Ήπαρ   +6 
 
Σπλήνα  +5 

Λεµφαδ  + 

Λευκά 3800/µl 
Βλάστες  90% 
 
Hb   4. 1 gr/dl 
ΑΜΠ  11000/µl

 
  ΟΜΛ 
    Μ  

  HR 
δευτεροπαθή 
οστεοσαρκω
µα/θεραπεία 
ετοποσιδη 
  BFM 
AML-93 

 
   
  46ΧΧ 

 
   
  ( - ) 

 
Θάνατος 
στο  
Induction 

Νο 28 

  5 ♀ 
Ιεράπετρας

εκχυµώσ- 
εις 
ωχρότητα 
ανορεξία 
καταβολή 

Ήπαρ +3 
Σπλήνα +3 

Λεµφαδ + 

λευκά 70000/µl
βλάστες  80% 
 
Hb   6. 8gr/dl 
ΑΜΠ  11000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD 8 % 0
       L1 

    
    MR 
   ALL 
 BFM -95 

   
   46XY 

 
  ( + )   

  εκτός 
 θεραπείας 

Νο 29 
   ΓΛ 
  4.5   ♂ 
Ηράκλειο 

 

ανορεξία 
πυρετός 

Ήπαρ - 

Σπλήνα  +2 
 
Λεµφαδ  + 

λευκά 9900/µl 
βλάστες 45% 
 

ΑΜΠ  127000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD 8 % 10 6
       L1 

    
    SR 
   ALL 

 
  46XY 

 
 ( + ) 

ΠΥ 2 έτη 
  εκτός 
 θεραπείας 
λευκοεγκε- 
φαλοπαθεια 

Νο 30 
  ΧΜ 
  8 ♂ 
Ηράκλειο 

τραχηλι-
κή 
λεµφαδ/δα 
πυρετός 

ήπαρ 

σπλήνα 

λεµφαδ 

λευκά 13600/µl
βλάστες  80% 
 
Hb   10. 9 gr/dl 
ΑΜΠ  76000/µl

 
Β-ΟΛΛ   
CD 8 % 6
       L1 

    
    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   46XY 

 
  ( + )   

  εκτός 
 θεραπείας 

 
Νο 31   Χ
  ΦΑ 

ΠΥ 6 έτη 

Πυρετό 
 

 BFM -83

 Νο 26 
Ήπαρ - 

CD 7 % 

  14 ♀ 
1 

 

ΠΥ 2 έτη 
   ∆Χ  

10

καταβολή 

Hb   7. 5gr/dl 

 BFM -95
ΠΥ 4 έτη 

 10

 8.5  ♂ 
 
 Αθήνα 

 
ωχρότητα 
δερµατ 
λοίµωξη 
γενικ 
λεµφαδε
νοπαθεια 

 
Ήπαρ +4 
Σπλήνα  +6 
 
Λεµφαδ + 

 
λευκά 70000/µl
βλάστες  77% 
 
 

AML-93Hb   5. 2 gr/dl 
 
ΑΜΠ  73000/µl

 
   
 
  ΟΜΛ 
     

   
   HR 
  BFM 

 
   
  46XY 

 
 
  ( + ) 

3η υποτροπή 
      ↓ 
(Memorial 
hospital) 
ΜΜΟ→    
     4η 
υποτροπή 
    ΧΜΘ 

Νο 32 
   ΑΓ 
  2.5 ♂ 
παραποµ
πή από  
Αλβανία 

εκχυµώσ- 
εις 
ρινορραγ 
ωχρότητα 
ανορεξία 
καταβολή 

Ήπαρ - 
Σπλήνα   - 
 
Λεµφαδ  - 

λευκά  9200/µl 
βλάστες  75% 
 
Hb   6. 8gr/dl 
 
ΑΜΠ  47000/µl

 
Β-ΟΛΛ   
CD107 % 6
       L1 

    
    SR 
   ALL 
 BFM -95

 
  
  46XY 

 
  
  ( + ) 

 
ΠΥ 2 έτη 
  εκτός 
 θεραπείας 
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     Πίνακας 15: Κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών  (συνέχεια IV ) 

 
Ηλικία 
Φύλο 
κατοικία 

 
Κλινική 
εικόνα 

 
Αντικειµενικά
ευρήµατα 

 
Αιµατολογικοί
παράµετροι 

 
 ∆ιάγνωση 
Ανοσοφαι- 
νότυπος 

 
Οµάδα 
κινδύνου 

 
                  
καρυότυπο 

                  
Επίτευξη 
ύφεσης 
33η 
ηµέρα 

 
                   
έκβαση 

Νο 33 
  ΚΕ  
  5 ♂ 
Ιεράπετρας

 
ωχρότητα 
καταβολή 

Ήπαρ+2 
Σπλήνα+3 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά  26800/µl
Βλάστες  96% 
 
Hb   5. 2 gr/dl 
ΑΜΠ  34000/µl 

Β-ΟΛΛ   
CD109 % 4
       L1 

    MR 
   ALL 
 BFM -ΙΙ

   
   46XY 

 
  ( + ) 

ΠΥ 1 έτος 
  
  εκτός 
 θεραπείας 

Νο 34 
  ΑΣ 
  9  ♂ 
Ηράκλειο 

διόγκωση 
άλγος 
 ∆Ε 
γόνατος 

 
Ήπαρ+2 
Σπλήνα+2 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά  1000/µl 
Βλάστες  87% 
 
Hb   6. 5 gr/dl 
ΑΜΠ  24000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD1053% 
    L1-L2 

    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   46XY 

 
  ( + ) 

  ΠΥ  
11o κύκλο 
maintenance 

Νο 35 
  ΛΙ 
3  ♂ 
Ηράκλειο 

 
πυρετό 
κοιλιακό 
άλγος 

Ήπαρ +1 
 
Σπλήνα  +  4
Λεµφαδ+ 

Λευκά  69500/µl
Βλάστες  83% 
 
Hb    6. 2 gr/dl 
ΑΜΠ   48700/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD109 % 1
       L1 

    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   46XY 

 
  ( + ) 

   ΠΥ  
10o κύκλο 
maintenance 

Νο 36 
  ΚΕ 
 4 ♂ 
Ηράκλειο 

 
Πυρετό 
λοίµωξη 
αναπ/ού 

 
Ήπαρ - 
Σπλήνα +2 
Λεµφαδ+ 

Λευκά 91500/µl
Βλάστες  70% 
 
Hb   8. 9 gr/dl 
ΑΜΠ  190000/µ

 
  ΟΜΛ 
     

   HR 
  BFM 
AML-98   

 
   46XY 

 
 ( + ) 

ΠΥ 2έτη 
  
  εκτός 
 θεραπείας 

Νο 37 
  ΣΚ 
4.5 ♂ 
Ηράκλειο 

 
ωχρότητα 
ανορεξία 
καταβολή 
αρθραλγ 

 
Ήπαρ   +2 
 
Σπλήνα  +2 
 
Λεµφαδ  + 

Λευκά 7400/µl 
Βλάστες  14% 
 
Hb   8. 5 gr/dl 
ΑΜΠ  311000/µl

 
Β-ΟΛΛ   
CD1093% 
       L2 

    
    SR 
   ALL 
 BFM -95

 
  
  46XY 

 
  
  ( + ) 

   ΠΥ  
10o κύκλο 
maintenance 

Νο 38 
   ΣΠ 
  3 ♀ 
Ηράκλειο 

αναιµία 
ανορεξία 
καταβολή 

Ήπαρ +4 
Σπλήνα - 
 
Λεµφαδ + 

Λευκά7400/µl 
βλάστες 7% 
 
Hb   8. 5gr/dl 
ΑΜΠ  311000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD109 % 2
       L1 

    
    SR 
    ALL 
 BFM -95 

   
   46XY 

 
  ( + ) 

  ΠΥ  
9o κύκλο 
maintenance 

Νο 39 
   ΑΝ 
  5.5   ♂ 
Ηράκλειο 

 
καταβολή 
ανορεξία 
πυρετός 

Ήπαρ+4 
Σπλήνα  + 
 
Λεµφαδ  + 

λευκά 6500/µl 
βλάστες 90% 
 
Hb   7. 2gr/dl 
ΑΜΠ  76000/µl

 
 ΟΜΛ 

  HR 
δευτεροπαθή 
σ.Kostmann 
  BFM 
AML-98 

 
   
  46ΧΧ 
 

 
  
  ( + ) 

  ΜΜΟ 
ΠΥ 2έτη 
  
  εκτός 
 θεραπείας 

Νο 41 
   ΠΣ 
  2 ♂ 
παρα/µπή     
από  
Θες/νικη 

τραχηλι-
κή 
λεµφαδ/δα 
πυρετός 

Ήπαρ +2 
Σπλήνα  +4 
 
Λεµφαδ + 

λευκά 216000/µl
βλάστες  80% 
 
Hb   7. 5 gr/dl 
ΑΜΠ  60000/µl

 
Τ-ΟΛΛ   
CD598% 
CD796% 
 

    
    HR 
  BFM 
AML-95

   
   
  46XY 

 
  
  ( + ) 

   ΠΥ 
  
10o κύκλο 
maintenance 

 
Νο 42   Χ
  ∆Ε 
3.5  ♂ 
Ηράκλειο 
  

 
 
 
υµενίτιδα 
ισχίου 

 
Ήπαρ +2 
 
Σπλήνα  +2 
 
Λεµφαδ - 

 
λευκά 9100/µl 
βλάστες  4% 
 
Hb   8. 7 gr/dl 
 
ΑΜΠ  336000/µl

 
Β-ΟΛΛ   
CD1068% 
       L1 

    
    SR 
   ALL 
 BFM -95

 
  
  46XY 

 
  
  ( + ) 

  
  ΠΥ  
11o κύκλο 
maintenance 

Νο 43 
   ΞΝ 
  3.5 ♂ 
Ρέθυµνο 

εκχυµώσ- 
εις 
ρινορραγ 
ωχρότητα 
ανορεξία 
καταβολή 

 
Ήπαρ +2 
Σπλήνα   - 
 
Λεµφαδ  + 

λευκά  5000/µl 
βλάστες  52% 
 
Hb   5. 5gr/dl 
 
ΑΜΠ  37000/µl

 
Β-ΟΛΛ   
CD108 % 1
       L1 

    
    SR 
   ALL 
 BFM -95

 
  
  46XY 

 
  
 ( + ) 

 
ΠΥ  
9o κύκλο 
maintenance 
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Πίνακας15: Κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών  (συνέχεια V) 

 
Ηλικία 
Φύλο 
κατοικία 

 
Κλινική 
εικόνα 

 
Αντικειµενικά
ευρήµατα 

 
Αιµατολογικοί
παράµετροι 

 
 ∆ιάγνωση 
Ανοσοφαι- 
νότυπος 

 
Οµάδα 
κινδύνου 

 
                  
καρυότυπο 

                  
Επίτευξη 
ύφεσης 
33η 
ηµέρα 

 
                   
έκβαση 

Νο 44 
  ΛΜ 
  16 ♂ 
Ρέθυµνο 

 
άτονο  
έλκος 
κνήµης 

Ήπαρ  +6 
Σπλήνα  +6 
 
Λεµφαδ  - 

Λευκά  12300/µl
Βλάστες  46% 
 
Hb    8. 5 gr/dl 
ΑΜΠ  16000/µl 

Β-ΟΛΛ   
CD108 % 9
       L1 

    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   46XY 

 
  ( - ) 

θάνατος 
στο  
induction 

Νο 45 
   ΚΤ 
  13 ♂ 
Ηράκλειο 

ρινορρα
γία 
πυρετός 

 
ηπαρ+2 
Σπλήνα+5 
 
Λεµφαδ+ 

Λευκά  44800/µl
Βλάστες  46% 
 
Hb      7. 4 gr/dl 
ΑΜΠ  1 48000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD10
    L1 

88% 

    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   46XY 

 
  ( + ) 

  ΠΥ  
4o κύκλο 
maintenance 

Νο 46 
   ΘΣ 
  4.5  ♀ 
Ηράκλειο 

 
ωχρότητα 
ανορεξία 
καταβολή 

ήπαρ +5 
 
σπλήνα  +9 
Λεµφαδ  + 

Λευκά  36400/µl
Βλάστες  88% 
 
Hb    5. 6 gr/dl 
ΑΜΠ   18000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD108 % 9
       L1 

    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   46XΧ 

 
  ( + ) 

   ΠΥ 
5  µήνες 
εκτός 
 θεραπείας 

Νο 47 
  ΜΑ 
 4 ♂ 
Ιεράπετρα 

 
τραχηλική 
λεµφ/δα 

 
ήπαρ +2 
σπλήνα - 
Λεµφαδ+ 

Λευκά 2600/µl 
Βλάστες  68% 
 
Hb   7. 5 gr/dl 
ΑΜΠ  25000/µ 

 
 Β-ΟΛΛ  
CD108 % 4
       L1 

    
    SR 
    ALL 
 BFM -95 

 
   46XY 

 
 ( + ) 

ΠΥ  
3o κύκλο 
maintenance 

 Νο 49 
 Μ άρρεν 
12 µην ♂ 
Ηράκλειο 

Πυρετό 
λοίµωξη 
αναπ/ού 
διάχυτη  
ενδαγγ 
πήξη 

 
ήπαρ   +4 
 
σπλήνα  +3 
 
Λεµφαδ  + 

Λευκά178000/µl
Βλάστες  87% 
 
Hb   8. 7  gr/dl 
ΑΜΠ  48000/µl

 
  ΟΜΛ 

    
    HR 
  BFM 
AML-98

   
   
  46XY 

 
  
  ( + ) 

 θάνατος 
στο  
induction  

Νο 50 
  ΛΑ 
  4♀ 
Χανιά 

 
τραχηλική 
λεµφ/δα 

 
ήπαρ +5 
σπλήνα +5 
 
Λεµφαδ + 

Λευκά48900/µl 
βλάστες 94% 
 
Hb   8. 5gr/dl 
ΑΜΠ  38000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD109 % 5
       L1 

    
    MR 
    ALL 
 BFM -95 

   
   46XΧ 

 
  ( + ) 

  ΠΥ  
4o κύκλο 
maintenance 

Νο 51 
  Β∆ 
 11   ♂ 
Ρέθυµνο 

 
καταβολή 
ανορεξία 
οστικά 
άλγη     

 
ήπαρ +3 
σπλήνα  - 
 
λεµφαδ  + 

λευκά 4500/µl 
βλάστες 25% 
 
Hb   8..3 gr/dl 
ΑΜΠ  150000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD10
    L1 

55% 

     
    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   
   46XY 

 
 
   ( + ) 

  
     ΠΥ  
4o κύκλο 
maintenance 

Νο 52 
   ΜΠ 
  8   ♂ 
Αλβανία 

 
γενικευµ 
λεµφαδ/α 
καταβολή 
ανορεξία 
πυρετός 

 
ήπαρ +4 
σπλήνα  +3 
 
λεµφαδ  + 

λευκά 4500/µl 
βλάστες 25% 
 
Hb   8..3 gr/dl 
ΑΜΠ  150000/µl

 
 Β-ΟΛΛ  
CD10
    L1 

76% 

     
    MR 
   ALL 
 BFM -95

   
   
   46XY 

 
 
   ( + ) 

  ΠΥ  
4o κύκλο 
maintenance 

 
Νο 53  
  ΖΓ 
  5.5  ♀ 
Ηράκλειο 

 
 
πυρετός 
οστικά 
άλγη 
 

 
Ήπαρ +2 
 
Σπλήνα  +1 
 
Λεµφαδ + 

 
λευκά 2300/µl 
βλάστες  28% 
 
Hb   9. 1 gr/dl 
 
ΑΜΠ  137000/µl

 
Β-ΟΛΛ   
CD1072% 
       L1 

    
    SR 
   ALL 
 BFM -95

 
  
  46XY 

 
  
  ( + ) 

  
  ΠΥ  
4o κύκλο 
maintenance 

Νο 54 
  ∆Μ 
 5.5  ♀ 
Ηράκλειο  

 
ανορεξία 
καταβολή 
πυρετός 
 

 
Ήπαρ +5 
Σπλήνα   +5 
 
Λεµφαδ  + 

λευκά  130000/µ
βλάστες  88% 
 
Hb   9. 6gr/dl 
 
ΑΜΠ  26000/µl

 
Β-ΟΛΛ   
CD108 % 1
       L1 

    
    SR 
   ALL 
 BFM -95

 
  
  46XY 

 
  
  ( + ) 

 
   ΠΥ  
3o κύκλο 
maintenance 

 

 

                                                                         73 
 



                                       ΜΕΘΟ∆ΟΣ  

4.2 Τεχνική εκχύλισης DNA 

   Για κάθε δείγµα επιλέγονται τρεις αντικειµενοφόροι πλάκες  µε επίχρισµα µυελού 

των οστών, κατά προτίµηση µετά από χρώση, ώστε να µπορεί να εκτιµηθεί η 

κυτταροβρίθεια του µυελού και να αποκλειστεί η χρησιµοποίηση τεχνικά αραιού 

µυελού µε µεγάλη πρόσµιξη αίµατος. Με χειρουργική λεπίδα αποξύνεται το τµήµα 

αυτό από την αντικειµενοφόρο πλάκα  που µακροσκοπικά µε την βοήθεια της 

χρώσης Giemsa διακρίνεται ότι φέρει µυελό (βαθύ µπλε χρώµα). Με αυτό τον τρόπο 

διασφαλίζεται αδρά ότι  τα δείγµατα που µελετώνται  αφορούν µυελό χωρίς 

πρόσµιξη περιφερικού αίµατος. Το υλικό µεταφέρεται  προσεκτικά σε αριθµηµένο και 

αποστειρωµένο σωληνάριο τύπου eppendorf 1.5ml.  Αλλάζοντας γάντια, λεπίδα και 

πεδίο, για να αποφευχθεί η επιµόλυνση του DNA µεταξύ των  διαφορετικών 

δειγµάτων, επαναλαµβάνεται η διαδικασία για όλα τα δείγµατα.  

     Ο  ιστός (µυελός των οστών ) οµογενοποιείται  µε 500µl Reagent B (διάλυµα 

λύσης που περιέχει 60 mM  EDTA,   400 mM Tris- HCL, 150 mM   NaCl και  1% 

SDS ).  Στη  συνέχεια ο οµογενοποιηµένος  ιστός επωάζεται  σε θερµοκρασία  600 C  

για 24h αφού προστεθεί πρωτεΐνάση Κ  σε τελική συγκέντρωση  100µg/ml.  

Ακολουθεί εκχύλιση του DNA µε   ίσο όγκο φαινόλης–χλωροφόρµιου(1:1), που 

αποσκοπεί ταυτόχρονα και στη απενεργοποίηση της πρωτεΐνάσης  Κ. Γίνεται ισχυρή 

ανάδευση   ( vortex ) και φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 15min σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Το υπερκείµενο συλλέγεται  σε νέο σωληνάριο τύπου eppendorf  και η 

διαδικασία εκχύλισης  φαινόλης/χλωροφόρµιου επαναλαµβάνεται όσες φορές 

απαιτείται ώστε το υπερκείµενο να είναι διαυγές. Στην υδατική φάση που παραµένει 

προστίθεται 1/20 του όγκου NaCl  5 mM και 2-2.5Χ του όγκου απόλυτη ψυχρή  (-200 

C)   αιθανόλη  για την κατακρήµνιση του DNA.  Το DNA επανακτάται σαν ίζηµα από 
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τους -200 C  που έχει διατηρηθεί για τουλάχιστον 12-16h, µε φυγοκέντρηση στις 

13.000 rpm στους 40 C  για 15min. Η υπερκείµενη φάση  αποµακρύνεται και το ίζηµα  

εκπλύεται µε ψυχρή αιθανόλη 70%  για την αποµάκρυνση των αλάτων και αφήνεται 

να στεγνώσει. 

Επαναδιαλύεται  µε 30-50 µl δισαπεσταγµένου - αποστειρωµένου νερού  και 

φυλάσσεται αρχικά για ένα 24ωρο σε θερµοκρασία 40C. Εν συνεχεία φυλάσσεται 

στους -200 C  επ΄ άπειρο.  Η ποσότητα και η καθαρότητα του   DNA  µπορεί να  

υπολογιστεί µε φωτοµέτρηση στα  260-280nm. Αδρός ποσοτικός προσδιορισµός, 

για επιβεβαίωση ότι εκχυλίστηκε το  DNA,  µπορεί να γίνει   µε ηλεκτροφόρηση σε  

γέλη αγαρόζης    (Sambrook 1989). 

 

4.3 Τεχνική καθαρισµού του εκχυλισµένου DNA  (IsoQuick) 

Το IsoQuick είναι έτοιµη συσκευασία (Kit )  το οποίο µε τα κατάλληλα Reagent 1,2,3 

χρησιµοποιείται για τον καθαρισµό εκχυλισµένου DNA. H τεχνική IsoQuick 

εξασφαλίζει την αδρανοποίηση των νουκλεασών (DNAάσες και     RNAάσες) που 

περιέχονται σε DNA από δείγµατα αρχείου που δεν έχουν διατηρηθεί στους -200C, 

εξασφαλίζοντας επιπλέον και τη σταθερότητα του. 

10µl DNA αναµειγνύονται µε 190 µl απεσταγµένου και δις απιονισµένου νερού. 

Προστίθενται  500 µl από το Reagent 2  του Kit του IsoQuick και ακολουθεί  

ανάδευση (Vortex), προσθήκη  400 µl από το Reagent 3, ανάδευση και  επώαση 

στους 650C για 10 min. Ακολουθεί ανάδευση και  φυγοκέντρηση  στις 12.000 

στροφές για 5 min. Η υπερκείµενη υδατική φάση µεταφέρεται σε νέο eppendorf και 

προστίθενται 500 µl Reagent 2, ανάδευση για 10 min και φυγοκέντρηση  στις 12.000 

στροφές για 5 min. Η υπερκείµενη υδατική φάση µεταφέρεται ξανά σε νέο eppendorf 

και προστίθεται Reagent 4 σε όγκο ίσο µε το 1/10 του όγκου της καθώς και 400 µl 
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ισοπροπρανολόλης, αναδεύονται ελαφρώς και αφήνονται τουλάχιστον 12 ώρες  

στους -200C για να κατακρηµνιστεί το DNA. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12.000 

στροφές για 10min και µεταφορά της υπερκείµενης υδατικής φάσης σε νέο 

eppendorf. Η υπερκείµενη φάση  αποµακρύνεται και το ίζηµα  εκπλύεται µε 1000 µl 

ψυχρή αιθανόλη 70%  για την αποµάκρυνση των αλάτων, και ακολουθεί  ανάδευση 

και φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές για 5 min. Αποµακρύνεται όλη η υδατική 

φάση και αφήνεται τo σχηµατισµένο ίζηµα  στο eppendorf να στεγνώσει. Το 

ανακτηµένο DNA επαναδιαλύεται  µε 30-50 µl δισαπεσταγµένου - αποστειρωµένου 

νερού  και φυλάσσεται αρχικά για ένα 24ωρο σε θερµοκρασία 40C. Εν συνεχεία 

µπορεί να διατηρηθεί στους -200 C  επ΄αόριστο.  

 
4.4 Η αλυσιδωτή αντίδραση µε πολυµεράση  ( polymerase  chain reaction, 

PCR ) 

Μελετήθηκαν τα εξόνια 20, 21, 22, 23 και 24 του γονιδίου ευαισθησίας για το 

ρετινοβλάστωµα, Rb-1 και τα εξόνια 1 και 2 του γονιδίου Kip1µε τη µέθοδο της  

αλυσιδωτής  αντίδρασης  µε  πολυµεράση  ( polymerase  chain reaction,PCR ). 

Επιλέχθηκε η µέθοδος της  PCR για τη µελέτη των προαναφερθέντων εξονίων   γιατί 

χαρακτηρίζεται από ευαισθησία, ειδικότητα και ταχύτητα ( Kawasaki  1990, Larrick 

1992). Επίσης η τεχνική αυτή εκτός από το ότι απαιτεί ελάχιστη ποσότητα αρχικού 

υλικού, το DNA  δεν είναι απαραίτητο να έχει την υψηλή καθαρότητα  και 

ακεραιότητα που απαιτείται για άλλες τεχνικές ανάλυσης νουκλεινικών οξέων (όπως 

Southern blot  και in situ υβριδισµός ). Μοναδική προϋπόθεση είναι να υπάρχει 

τουλάχιστον ένα ακέραιο τµήµα  DNA το οποίο να περιέχει την αλληλουχία που 

πρόκειται να ενισχυθεί. 

  Τα τρία στάδια της αντίδραση PCR  που εφαρµόστηκε είναι α) η αποδιάταξη του 

υποστρώµατος DNA (template denaturation) σε υψηλή θερµοκρασία στους 940 C β) 
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ο υβριδισµός των εκκινητών σε θερµοκρασία 50-530C και  γ) η  σύνθεση του  DNA  

µε επιµήκυνση των υβριδισµένων εκκινητών (primer extension) σε θερµοκρασία 

720C  και για  1 min που καταλύεται από την θερµοανθεκτική  Taq  DNA 

πολυµεράση που µε την παρουσία περίσσειας dNTPs αντιγράφει το µονόκλωνο 

DNA µε κατεύθυνση 5΄→3΄ αρχίζοντας πάντα µε την τοποθέτηση ενός νουκλεοτιδίου  

στη θέση 3΄ της δίκλωνης περιοχής του DNA του εκάστοτε εξονίου που 

χρησιµοποιείται σαν υπόστρωµα. Στο τέλος κάθε κύκλου το προϊόν επιµήκυνσης του 

κάθε εκκινιτή αποτελεί υπόστρωµα για τον άλλο εκκινητή,  στον επόµενο κύκλο, που 

ξαναρχίζει µε την αποδιάταξη του DNA  και επανάληψη των σταδίων β και γ  µε 

αποτέλεσµα την εκθετική αύξηση της ποσότητας της αλληλουχίας DNA του εξονίου 

που ενισχύουµε (σχήµα 18). Η απόδοση της ενίσχυσης που έχουµε επιτύχει  µπορεί 

να εκτιµηθεί µε την ακόλουθη εξίσωση : Ν= n(1+e)c  όπου  N η τελική ποσότητα του 

προϊόντος, n η αρχική ποσότητα του υποστρώµατος,  e  η απόδοση της αντίδρασης 

και c  ο αριθµόs  των κύκλων PCR. Όταν η συγκέντρωση του προϊόντος ξεπεράσει 

την 10-7Μ, τότε παύει η παραγωγή νέων αλυσίδων και η αντίδραση µας µπαίνει σε 

φάση κορεσµού. Στη παρούσα µελέτη όλα τα εξόνια ενισχύθηκαν µε συνολικά 40 

κύκλους.  
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                 Σχήµα  18 :∆ιαγραµµατική αναπαράσταση της PCR. 
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4.4.1   Τα βασικά συστατικά της αντίδρασης PCR που εφαρµόστηκε 

Στην παρούσα µελέτη ο τελικός όγκος της αντίδραση PCR ήταν 25 µl και 

πραγµατοποιήθηκε σε σωληνάριο eppendorf. Χρησιµοποιήθηκαν: υπόστρωµα 

(template) DNA από το υλικό, ένζυµο DNA θερµοανθεκτική πολυµεράση, 

δεσοξυριβοτριφωσφορικά νουκλεοτίδια  dNTPs ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP ) που 

παρέχουν την ενέργεια για την αντίδραση, ολιγονουκλεοτίδια εκκινητές  (primers) 

καθώς ρυθµιστικά  διαλύµατα. Κατ εξοχήν τα πειράµατα έγιναν σε θερµικό 

κυκλοποιητή PerkinElmer. 

4.4.2  Υπόστρωµα DNA 

Ως πηγή DNA χρησιµοποιήθηκαν επιχρίσµατα µυελού των οστών παιδιών µε οξεία 

λευχαιµία και νευροβλάστωµα  τα οποία ελήφθησαν στα πλαίσια της διάγνωσης και 

της σταδιοποίησης της νόσου (ίδε υλικό).  Επειδή τα επιχρίσµατα είχαν διατηρηθεί 

σε θερµοκρασία δωµατίου, κυρίως τα παλαιότερα δείγµατα, δηµιουργήθηκαν 

προβλήµατα λόγω της διάσπασης του γενωµικού DNA και της παρουσίας πολλών 

αναστολέων (νουκλεασών), που καθιστούσαν δυσχερέστατη την ενίσχυση των 

επιλεγµένων εξονίων. Γι το λόγο αυτό χρειάστηκε τα δείγµατα DNA να 

«καθαριστούν» µε την διαδικασία IsoQuick που προαναφέρθηκε. 

4.4.3  Θερµοάντοχη  DNA πολυµεράση 

     H Taq DNA πολυµεράση καταλύει την προσθήκη νουκλεοτιδίων µε κατεύθυνση 

5΄→3΄. Η σύνθεση του DNA  γίνεται πάντα µε κατεύθυνση 5΄→3΄ από το 5΄ α- 

φωσφόρο του τριφωσφορικού δεοξυνουκλεοτιδίου προς την 3΄τελική υδροξυλική 

οµάδα της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας. Ανάλογα µε τη δοµή της αλληλουχίας του 

εξονίου που ενισχύουµε, η Taq πολυµεράση έχει δράση περίπου 

150/νουκλεοτίδια/sec/µόριο  ενζύµου και βέλτιστη θερµοκρασία δράσης  ΤΟ opt 75-

800C. Η Taq πολυµεράση δεν έχει ικανότητα σύνθεσης DNA σε θερµοκρασίες πάνω 
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από 900C, το ένζυµο όµως παραµένει σταθερό σε αυτές τις θερµοκρασίες.  Η 

χρησιµοποίηση της Taq πολυµεράσης επιτρέπει την  αυτοµατοποίηση της 

αντίδρασης σε θερµικό κυκλοποιητή  που µεταβάλει τη θερµοκρασία βάσει 

προγραµµατισµού (thermal circler).  Επίσης  αυξάνει  την ειδικότητα και την 

απόδοση της αντίδρασης επειδή χρησιµοποιούνται υψηλότερες θερµοκρασίες στα 

στάδια σύνθεσης εκκινιτή-υποστρώµατος και σύνθεσης DNA. Στην παρούσα µελέτη 

χρησιµοποιήθηκε αποκλειστικά Taq πολυµεράση.  

4.4.4 Τριφωσφορικά  δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs ) 

   Κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού χρησιµοποιήθηκαν υψηλής καθαρότητας 

dNTPs, σε συγκέντρωση που κυµαίνεται από 100-200µΜ. Σε µικρότερες 

συγκεντρώσεις (10-100µΜ) η πολυµεράση παρουσίαζε µεγαλύτερη πιστότητα, 

ωστόσο η βέλτιστη συγκέντρωση των dNTPs εξαρτήθηκε  και από την συγκέντρωση 

του MgCl2  και των εκκινητών, το µήκος του προς ενίσχυση τµήµατος, τον αριθµό 

των κύκλων της αντίδρασης καθώς και από το πόσο αυστηρές συνθήκες ενίσχυσης 

έχουµε επιλέξει ( reaction strigency ). 

4.4.5  Εκκινητές ( primers )  

  Αρχικά χρησιµοποιήθηκαν οι primes Zandecki και συν 1995 (Zandecki 1995), οι 

οποίοι διαπιστώθηκε ότι δεν είχαν απόλυτη αλληλουχία µε τα εξόνια που επρόκειτο 

να ενισχυθούν και εγκαταλείφθηκαν. 

 Για  το  σωστό  σχεδιασµό των νέων εκκινητών  ελήφθησαν  υπόψη τα εξής : οι 

τέσσερις βάσεις να βρίσκονται σε αναλογία µεταξύ τους ώστε  να µη δηµιουργούνται 

δευτεροταγείς δοµές και τα ζεύγη των ολιγονουκλεοτιδίων  να παρουσιάζουν την 

ελάχιστη δυνατότητα σύζευξης  µεταξύ τους, κυρίως στο 3΄ακρο, για να µη 

δηµιουργούν µεταξύ τους διµερή. 
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    Η θερµοκρασία υβριδισµού  των εκκινητών που εφαρµόστηκε  στην αντίδραση 

PCR  υπολογίστηκε  από τα αντίστοιχα Τm των ολιγονουκλεοτιδίων τα οποία δεν 

µπορούν να διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ τους. Το Τm υπολογίζεται από πολύπλοκες  

εξισώσεις που λαµβάνουν υπόψη την  αναλογία βάσεων, το µέγεθος του εκκινητή 

και διάφορες άλλες θερµοδυναµικές παραµέτρους. Η πιο απλή εξίσωση είναι η 

ακόλουθη : ( αριθµός των βάσεων Α+Τ )  χ 20 C + ( αριθµό των βάσεων  G+C ) χ  40 

C.  Σε κάθε νέο ζεύγος εκκινητών κρίθηκε απαραίτητη η  βελτιστοποίηση της 

θερµοκρασίας υβριδισµού που συχνά διέφερε από την υπολογιζόµενη(Suggs1981 ). 

Για το εξόνιο 20 η θερµοκρασία υβριδισµού ήταν   510C,  για το εξόνιο 21  500C, για 

το εξόνιο 22   520C,  για το εξόνιο 23   500C,  για το εξόνιο 24   520C και για τα εξόνια 

1,2  του Kip1  51 0C. Οι πρότυπες αλληλουχίες των πέντε εξονίων του Rb-1 και των 

δυο εξονίων του γονιδίουKip1 που ενισχύθηκαν, αποκτήθηκαν µέσω  Internet µε 

διαδικασία  anonymous ftp, από τη διεθνή βάση αλληλουχιών GenBank-EMBL. Ο 

αριθµός πρόσβασης (accession No ) για τις αλληλουχίες των εξονίων του Rb-1 είναι  

L11910 και για το Kip1 είναι  L11916. Οι εκκινητές των εξονίων του Rb-1 συντέθηκαν  

στο ΙΤΕ, εργαστήριο µικροχηµείας. 
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Εκκινητές  (ιδε αλληλουχία βάσεων και εκιννητών) 

    Εξόνιο 20  Rb-1       PCR   προϊόν   350  bp 

 Αριθµός σχεδιασµού  731  s  5΄  TTCTCTGGGGGAAAGAAAAGAGTGG  3΄ 

Αριθµός σχεδιασµού  732  a  5΄   AGTTAACAAGTAAGTAGGGAGGAGA  3΄  

    Εξόνιο 21  Rb-1       PCR  προϊόν   518   bp 

Αριθµός σχεδιασµού  733  s  5΄   GACTTTCAAACTGAGTTCAGTATGG  3΄ 

Αριθµός σχεδιασµού  734  a  5΄    ACAAATACCTGCTTATTACAGGGAT  3΄ 

    Εξόνιο 22  Rb-1      PCR προϊόν   363   bp 

Αριθµός σχεδιασµού  735  s  5΄    GCAGCTATAATCCAAGCCTAAGAAG  3΄ 

Αριθµός σχεδιασµού  736  a  5΄    GTTTTGGTGGACCATTACATTAGA   3΄                                 

     Εξόνιο 23  Rb-1       PCR προϊόν   251 bp 

Αριθµός σχεδιασµού  737  s  5΄    TCTAATGTAATGGGTCCACCAAAA  3΄ 

Αριθµός σχεδιασµού  738  a  5΄   TCCCTAAAGAGAAAACACAC   3΄                                         

     Εξόνιο 24  Rb-1        PCR προϊόν   550  bp 

Αριθµός σχεδιασµού  739  s  5΄  TAAAACTAAGAGACTAGGTGAGTAT   3΄ 

Αριθµός σχεδιασµού  740  a  5΄   GAGATTTGGGTGAGAAAAAAATCTC  3΄ 

     Εξόνιο 1,2 Kip1       PCR προϊόν 228    bp 

     Εµπορική ονοµασία primer CDKI1b p27: shgc2536  ή erh13754 

5΄    GGATAAGTGAAATGGATACTACATC   3΄ 

5΄    AAAAAGAGGGGAAAACCTATTCTAC   3΄ 
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  4.4.6   Αλληλουχία εξονίων Rb-1 20-24 και primers 
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                4.4.7     Αλληλουχία γονιδίου Kip1/p27 
 
            Εξόνιο 1, 158  κωδικόνια, 474 κωδικοποιόντα  ζεύγη βάσεων 

                                        5΄- GGCGGTCGTGCAGACCCGGGAGGAAGATGTCAAACGTGCGAGTGTCTbp21 
                        AACGGGAGCCCTAGCCTGGAGCGGATGGACGCCAGGCAGGCGGATCACbp69 

                                              CCCAAGCCCTCGGCCTGCAGGAACCTCTTCGGCCCCGGTGGACCACGAAbp117 
                         GAGTTACCCGGGACTTGGAGAAGCACTGCAGAGACATGGAAGAGGCGbp165 
                          AGCCAGCGCAAGTGGAATTTCGATTTTCAGAATCACAAACCCCTAGAGbp213 
                         GGCAAGTACGAGTGGCAAGAGGTGGAGAAGGGCAGCTTGCCCGAGTTCbp309 
                          TACTACAGACCCCCGCGGCCCCCCAAAGGTGCCTGCAAGGTGCCGGCGbp357 
                           CAGGAGAGCCAGGATGGCAGCGGGAGCCGCCCGCGGCGCCTTTAATTbp405 
                           GGGGCTCCGGCTAACTCTGAGGACACGCATTTGGTGGACCCAAGACTbp453 
                        GATCCGTCGGACAGCCAGACGGGGTTAGCGGAGCAATGCGCAGGAATAbp475 
                           AGGAAGCGACCTGCAACCGACGgtaatgccctttcccaaccatagaat ιντρόνιο 
                     Gtgtttggggccttcagacctcacgatacctgatcttactggttgatg  ιντρόνιο 
                      gcaaattaaaagcttatgggg-3΄  ιντρόνιο 
            Εξόνιο 2, 40  κωδικόνια, 120 κωδικοποιόντα  ζεύγη βάσεων   
                       5΄- gggtttttctacccctgactatggggccaacttctgccagccattgt ιντρόνιο 
                        tttttataataaagattgtgtgttctttttaaaaatttcccctgcgct ιντρόνιο 
                     tagATTCTTCTACTCAAAACAAAGAGCCAACAGAACAGAAGAAAATGbp520 

                                            TCAGACGGTTCCCCAAATGCCGTTCTGTGGAGCAGACGCCCAAGAbp568 
                                  AGCCTGGCCTCAGAAGACGTCAAACGTAAACAGCTCGgtgggttgacbp594 
                         actaaaggagcacgcactggaacccggggccttcagacctcacgatac ιντρόνιο 
                         ctgatcttactggttgctggcaaattaaaagcttatgggg - 3΄ ιντρόνιο 
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4.4.8  Ρυθµιστικά διαλύµατα  

  Το ρυθµιστικό διάλυµα που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη  ( PCR buffer ) 

περιλάµβανε  τα εξής : Tris – HCl σε τελική συγκέντρωση 10mM  και   pH  8.4 , 50 

mM  KCl,  1.5 Mm MgCl2 ,  0.01% ζελατίνη,   0.01% ΝΡ40   και 0.01% Tween 20. Τα 

µη ιονικά απορρυπαντικά µπορούν να αντικατασταθούν από 0.1% Triton –X 100, 

ενώ είναι δυνατόν να διαφέρει και η συγκέντρωση αλάτων.  

   Βασικό ρυθµιστικό διάλυµα είναι το MgCl2. Τα ιόντα  Mg+2 δηµιουργούν ένα 

διαλυτό σύµπλεγµα µε τα dNTPs, το οποίο είναι απαραίτητο για την ενσωµάτωση 

των δεύτερων στη νεοσυντιθέµενη αλυσίδα του DNA, ενώ συγχρόνως τα ιόντα είναι 

απαραίτητα  για την ενεργότητα της πολυµεράσης. Τα ιόντα  Mg+2 αυξάνουν επίσης 

το Τm του δίκλωνου µορίου καθώς και του συµπλέγµατος του εκκινητή µε την 

αλληλουχία στόχο. ∆ιαπιστώθηκε ότι όταν οι συγκεντρώσεις των ιόντων Mg++ ήταν 

µικρότερες της βέλτιστης ελάττωναν την απόδοση της αντίδρασης ενώ οι 

µεγαλύτερες ελάττωναν την ειδικότητα και προκαλούσαν  την δηµιουργία µη ειδικών 

προϊόντων. Η συγκέντρωση του MgCl2 στο τελικό διάλυµα της αντίδρασης 

κυµαινόταν από 2-2.5 mM. 

4.4.9  Φραγµός εξάτµισης 

Λόγω των υψηλών θερµοκρασιών που αναπτύσσονται στην αντίδραση, απαιτείται 

ένα στρώµα µεταλλικού ελαίου (mineral oil) ώστε να παρεµποδίζεται η εξάτµιση. 

Στους θερµικούς κυκλοποιητές  νέας τεχνολογίας, όπου το άνω κάλυµµα είναι 

θερµαινόµενο, η χρήση ελαίου δεν  είναι απαραίτητη. Στη παρούσα µελέτη σχεδόν 

αποκλειστικά χρησιµοποιήθηκε θερµικός κυκλοποιητής µε θερµαινόµενο καπάκι και 

αποφεύχθηκε η χρήση µεταλλικού ελαίου που καθιστούσε δυσχερότερη την SSCP 

ανάλυση που ακολουθούσε.  
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4.4.10  Συνθήκες αντιδράσεων PCR 

0.3-2µl του εκχυλισµένου DNA από κάθε δείγµα υφίσταται ενζυµική ενίσχυση σε 

τελικό όγκο αντίδρασης 25µl. Η αντίδραση περιλαµβάνει 3µl  ρυθµιστικού 

διαλύµατος της πολυµεράσης, 150-200µΜ από κάθε dNTP, 0.3-0.5 µΜ από κάθε 

εκκινητή και 1-2U πολυµεράση. Το  µίγµα αρχικά επωάζεται για 2.5 min στους 940C 

και ακολουθούν 10 κύκλοι προενίσχυσης (nested PCR) και 30 κύκλοι ενίσχυσης µε 

τις ακόλουθες συνθήκες:  

   Για την ενίσχυση του εξονίου 20 του γονιδίου Rb-1 και την ανίχνευση µεταλλάγων 

σε αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 731 και 732. Οι συνθήκες της αντίδρασης 

ήταν οι εξής: 940C για 30sec, 530C για 35sec και 720C για 35sec για 10 κύκλους Εν 

συνεχεία 920C για 30sec, 500C για 35sec και 720C για 50sec για άλλους 30 κύκλους.  

3 µl από κάθε PCR προϊόν αναλύεται σε γέλη  αγαρόζης  και εκτίθεται σε υπεριώδη 

ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η ενίσχυση της προς έλεγχο περιοχής των 

350bp. 

  Για την ενίσχυση του εξονίου 21 του γονιδίου Rb-1 και την ανίχνευση µεταλλαγών 

σε αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 733 και 734. Οι συνθήκες της αντίδρασης 

ήταν οι εξής: 940C για 35sec, 500C για 35sec και 720C για 45 sec  για 10 κύκλους. 

Εν συνεχεία  920C για 35sec, 480C για 35sec και 720C για 70sec+2s/c για άλλους 30 

κύκλους. 3 µl από κάθε PCR προϊόν αναλύεται σε γέλη  αγαρόζης  και εκτίθεται σε 

υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η ενίσχυση της προς έλεγχο περιοχής 

των 518bp. 

 Για την ενίσχυση του εξονίου 22 του γονιδίου Rb-1 και την ανίχνευση µεταλλαγών 

σε αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 735 και 736. Οι συνθήκες της αντίδρασης 

ήταν οι εξής: 940C για 35sec, 520C για 35sec και 720C για 40sec για 10 κύκλους. Εν 

συνεχεία 920C για 35sec, 500C για 35sec και 720C 50sec+1s/c για άλλους 30 
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κύκλους.  3 µl από κάθε PCR προϊόν αναλύεται σε γέλη  αγαρόζης  και εκτίθεται σε 

υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η ενίσχυση της προς έλεγχο περιοχής 

των 363bp. 

 Για την ενίσχυση του εξονίου 23 του γονιδίου Rb-1 και την ανίχνευση µεταλλαγών 

σε αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 737 και 738. Οι συνθήκες της αντίδρασης 

ήταν οι εξής: 940C για 20sec, 520C για 20sec και 720C για 30 sec  για 10 κύκλους. 

Εν συνεχεία  920C για 20sec, 520C για 25sec και 720C για 35 sec για άλλους 30 

κύκλους.  3µl από κάθε PCR προϊόν αναλύεται σε γέλη  αγαρόζης  και εκτίθεται σε 

υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η ενίσχυση της προς έλεγχο περιοχής 

των 251bp. 

 Για την ενίσχυση του εξονίου 24 του γονιδίου Rb-1 και την ανίχνευση µεταλλαγών 

σε αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 739 και 740. Οι συνθήκες της αντίδρασης 

ήταν οι εξής: 940C για 35sec, 500C για 35sec και 720C για 50 sec  για 10 κύκλους. 

Εν συνεχεία  920C για 35sec, 480C για 35sec και 720C για 70sec+2s/c για άλλους 30 

κύκλους. 3 µl από κάθε PCR προϊόν αναλύεται σε γέλη  αγαρόζης  και εκτίθεται σε 

υπεριώδη ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η ενίσχυση της προς έλεγχο περιοχής 

των 550bp. 

  Για την ενίσχυση του γονιδίου  Kip1 και την ανίχνευση µεταλλαγών σε αυτό 

χρησιµοποιήθηκε ο εκκινητής shgc2536. Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν οι εξής: 

940C για 30sec, 510C για 30sec και 720C για 35 sec  για 10 κύκλους. Εν συνεχεία  

920C για 30sec, 480C για 30sec και 720C για 45sec για άλλους 30 κύκλους. 3 µl από 

κάθε PCR προϊόν αναλύεται σε γέλη  αγαρόζης  και εκτίθεται σε υπεριώδη 

ακτινοβολία, ώστε να πιστοποιηθεί η ενίσχυση της προς έλεγχο περιοχής των 

228bp. 
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H εφαρµογή της προενισχυόµενης (nested) PCR,  θεωρήθηκε επιβεβληµένη λόγω 

της παρουσίας των πολλαπλών αναστολέων στα δείγµατα, οι οποίοι καθιστούσαν 

αδύνατη την ενίσχυση των δειγµάτων µε την απλή PCR. 

 

4.4.11    Προβλήµατα της µεθόδου 

   Το µεγαλύτερο πρόβληµα που παρουσιάζεται στην αντίδραση PCR είναι η 

επιµόλυνση των δειγµάτων που συνήθως οφείλεται σε προϊόντα προηγούµενων 

αντιδράσεων  PCR ( δηλαδή  DNA που έχει πολλαπλασιαστεί µε αντίδραση PCR ). 

Στις περιπτώσεις αυτές ακόµη και απειροελάχιστο ποσό πολλαπλασιασµένου 

προϊόντος προηγούµενης αντίδρασης µπορεί  να αποτελέσει το κυρίως υπόστρωµα 

δίνοντας ψευδώς θετικά ή αρνητικά αποτελέσµατα. Η µεταφορά γίνεται µέσω 

επιµολυσµένων πιπετών και προλαµβάνεται: α) χρησιµοποιώντας πιπέτες 

αποκλειστικής χρήσης για PCR, και όχι τις ίδιες  πιπέτες µε αυτές που 

χρησιµοποιούνται κατά την εκχύλιση του DNA.  Οι πιπέτες πριν χρησιµοποιηθούν 

για την αντίδραση πρέπει να εκτίθενται σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV) για 15 min β) 

πρέπει να υπάρχει ειδικός χώρος στο εργαστήριο στον οποίο πραγµατοποιείται η 

PCR αντίδραση ( PCR room ). Η διασφάλιση ότι το PCR προϊόν που  έχει ενισχυθεί 

προέρχεται από το ελεγχόµενο δείγµα και ότι δεν πρόκειται για ενίσχυση γενωµικού 

DNA από µόλυνση, εξασφαλίζεται µε την χρήση σε κάθε αντίδραση «τυφλών» 

σωληναρίων (‘blank’), δηλαδή σωληνάριων που περιέχουν µόνο το 

προετοιµαζόµενο διάλυµα (premix) της αντίδρασης χωρίς να έχει προστεθεί DNA. 

Aν υπάρχει µόλυνση, θα εµφανιστεί ζώνη µοριακού βάρους ίδιου µε των 

ενισχυµένων δειγµάτων. Στην παρούσα µελέτη εφαρµόστηκαν  όλες οι  

προαναφερόµενες προϋποθέσεις και χρησιµοποιήθηκαν δύο «τυφλά» σωληνάρια 

σε κάθε αντίδραση. 
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   Ένα δεύτερο πρόβληµα είναι  η ποιότητα των θερµικών κυκλοποιητών.  Η 

θερµαινόµενη επιφάνεια του κυκλοποιητή όπου τοποθετούνται τα σωληνάρια πρέπει 

να εξασφαλίζει την ίδια θερµοκρασία σε όλα τα σωληνάρια της αντίδρασης. Επίσης ο 

κυκλοποιητής θα πρέπει να έχει τη δυνατότητα να µεταβάλει τη θερµοκρασία µεταξύ 

των τριών σταδίων της αντίδρασης µε σχετικά γρήγορο ρυθµό. Ο ρυθµός που 

ανεβαίνει η θερµοκρασία θα πρέπει να είναι 1-20C/sec και ο ρυθµός που κατεβαίνει 

10C/sec. Στη παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε  θερµικός κυκλοποιητής της 

νεότερης τεχνολογίας (PerkinElmer 2400), ώστε να αποφευχθούν τα 

προαναφερόµενα προβλήµατα. 

 

4.5  Ηλεκτροφόρηση ενισχυµένων µε PCR αλληλουχιών  DNA 

  Το DNA ηλεκτροφορείται  σε  γέλη  αγαρόζης ή  ακρυλαµιδίου. Η επιλογή  της 

συγκεκριµένης γέλης  εξαρτάται  από το µέγεθος του DNA που πρόκειται να 

ηλεκτροφορηθεί  και  από την διακριτική ικανότητα  που επιθυµούµε να επιτευχθεί. 

Συνήθως, όσο µεγαλύτερα είναι  τα DNA τµήµατα  καθώς και όσο µεγαλύτερες είναι  

οι διαφορές µεγέθους των τµηµάτων που πρόκειται να διαχωριστούν, τόσο 

καταλληλότερη είναι  η γέλη αγαρόζης. Αντίθετα, για µικρότερα τµήµατα DNA και για 

µικρές διαφορές µεγέθους  ανάµεσά  τους, επιλέγεται  η γέλη ακρυλαµιδίου 

Στην παρούσα µελέτη για τη  διαπίστωση της ενίσχυσης των δειγµάτων µε τη PCR 

χρησιµοποιήθηκε η γέλη αγαρόζης, ενώ για τη  µελέτη της SCCP ανάλυσης όπου οι 

διαφορές µεγέθους φυσιολογικού γονιδίου και µεταλλαγµένου είναι µικρές, 

χρησιµοποιήθηκε  η γέλη ακρυλαµιδίου.  
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  4.5.1   Ηλεκτροφόρηση των PCR  προϊόντων σε  γέλη  αγαρόζης   

  Η  γέλη αγαρόζης παρασκευάζεται  µε τη διάλυση της αγαρόζης (σε µορφή σκόνης) 

σε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ 0.5Χ και θέρµανση  σε φούρνο µικροκυµάτων περίπου 

5min. Το διάλυµα αφήνεται  να κρυώσει έως περίπου τους 600 C και προστίθεται 

βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) σε τελική συγκέντρωση  0.5µg/ml.Το βρωµιούχο αιθίδιο  

έχει την ιδιότητα να συνδέεται στις αλυσίδες του DNA και να φθορίζει παρουσία 

υπεριώδους ακτινοβολίας (UV). Μετά από ανακίνηση,  το µίγµα τοποθετείται  στην 

ειδική συσκευή µε την  κατάλληλη «κτένα» δηµιουργώντας  υποδοχές («πηγάδια») 

για κάθε δείγµα. Όταν στερεοποιηθεί  η αγαρόζη, εµβαπτίζεται  σε διάλυµα ΤΒΕ 0.5Χ  

και τα δείγµατα τοποθετούνται στα «πηγάδια» αφού αναµιχθούν µε 1/10 του όγκου 

τους από διάλυµα φόρτωσης (loading buffer) που περιέχει χρωστικές  µε 

συγκεκριµένη  ηλεκτροφορητική  δυνατότητα  ώστε να είναι εύκολη η 

παρακολούθηση  της πορείας των δειγµάτων.  Ταυτόχρονα  σε  ένα  «πηγάδι»  

φορτώνεται κατάλληλος δείκτης µοριακών βαρών  για να είναι δυνατή  η άµεση 

σύγκριση  µε το µοριακό βάρος που έχουν  οι ζώνες των δειγµάτων που έχουν  

ενισχυθεί µε την PCR. Στη  γέλη  εφαρµόζεται  τάση 90-120V  για όση ώρα 

απαιτείται  για τον καλό διαχωρισµό των ζωνών. 

• ∆ιάλυµα TBE: 10.8gr/l Tris, 5.5gr/l βορικό οξύ,  0.002Μ EDTA. 

• ∆ιάλυµα φόρτωσης :  0.25%w/v µπλε της βρωµοφαινόλης,  0.25%w/v  κυανό του 

ξυλένιου,  25%v /v φικόλη σε 1Χ  ΤΒΕ. 
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4.5.2   Ηλεκτροφόρηση των PCR  προϊόντων σε γέλη πολυακρυλαµιδίου 
 

   Η γέλη πολυακρυλαµιδίου  προκύπτει από τον πολυµερισµό του ακρυλαµιδίου  και 

του Bis- ακρυλαµιδίου, παρουσία ελευθέρων ριζών  µε τη βοήθεια καταλύτη. 

Συνήθως ως δότης ελευθέρων ριζών  χρησιµοποιείται το υπερθειικό αµµώνιο 

(ammonium persulfate, APS ) και ως καταλύτης  η τετραµεθυλ-αιθυλεν- διαµίνη 

(TEMED ).  

Το διάλυµα του πολυακρυλαµιδίου διατηρείται έτοιµο προς χρήση  σε συγκέντρωση 

20%w/v. Η αναλογία του είναι 19:1 µείγµα  ακρυλαµιδίου:bis ακρυλαµιδίου. Αφού τα 

συστατικά διαλυθούν σε απεσταγµένο νερό,  το διάλυµα φιλτράρεται  σε φίλτρο µε 

διάµετρο  πόρου 0.45µm, απαερώνεται και αποθηκεύεται στο σκοτάδι ( Sambrook 

1989 ). 

  Για την παρασκευή  γέλης πολυακρυλαµιδίου  8% όγκου 50ml προστίθενται τα 

εξής: 10 ml από  διάλυµα πολυακρυλαµιδίου από το  stock 20%,  8 ml 5Χ  ΤΒΕ   και  

22 ml Η2Ο. Σε ποσότητα  περίπου 5 ml  από το παραπάνω και προστίθενται   35µl 

TEMED και 150µl APS. Ανακινούµε και µεταφέρουµε  γρήγορα στην ειδική συσκευή  

το µίγµα  ώστε να στεγανοποιήσουµε το κάτω τµήµα της. Αυτό το πρώτο µίγµα 

στερεοποιείται σε  1-3min. Στην συνέχεια προσθέτουµε 40µl TEMED και 200µl APS 

προσεκτικά πάνω από το ήδη στερεοποιηµένο µίγµα-βάση. Αυτό το δεύτερο µίγµα  

απαιτεί περίπου 30 min  για να στερεοποιηθεί. Στη κορυφή τοποθετούµε «κτένα» 

ώστε να σχηµατιστούν «πηγάδια» για το φόρτωµα των δειγµάτων. Στη γέλη  

εφαρµόζεται τάση  200V ώστε τα δείγµατα να εισέλθουν οµοιόµορφα  και  εν 

συνεχεία  αυξάνουµε την τάση  ως και 300V, για όση ώρα απαιτείται για τον καλό 

διαχωρισµό των ζωνών. 
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4.6   Χρώση γέλης πολυακρυλαµιδίου µε νιτρικό άργυρο. 

    Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται όταν το DNA έχει ηλεκτροφορηθεί  σε γέλη  

ακρυλαµιδίου. Χαρακτηρίζεται από τη µεγάλη ευαισθησία της για την  οποία 

επιλέγεται, αντικαθιστώντας την έως σήµερα χρησιµοποιούµενη τεχνική µε  

ραδιενέργεια. Μειονέκτηµα της είναι ότι εκτός από το δίκλωνο  DNA χρωµατίζεται 

επίσης και το µονόκλωνο DNA, το RNA και οι πρωτεΐνες, δεδοµένο που  

προϋποθέτει  για την εφαρµογή της την ύπαρξη ιδιαίτερα καθαρού  και ειδικού DNA.  

   Η χρώση  της γέλης ακρυλαµιδίου  γίνεται µε διαδοχικές   εµβαπτίσεις  της  σε 

ειδικά  διαλύµατα που σκοπό  έχουν  τη µονιµοποίηση του DNA  στη γέλη, την 

ενσωµάτωση  της χρωστικής-αργύρου και τη  διακοπή της αντίδρασης- χρώσης. 

   Πιο συγκεκριµένα, τοποθετούµε  τη γέλη σε µονιµοποιητικό διάλυµα για 15-20 min 

µε συνεχή ανάδευση. Στο διάλυµα αυτό είναι δυνατόν να διατηρηθεί  η γέλη για 

περισσότερο από ένα  24ωρο.  Στη συνέχεια,  την  εµβαπτίζουµε  σε διάλυµα  

χρώσης νιτρικού αργύρου για 10-15 min. Ο νιτρικός άργυρος είναι φωτοευαίσθητος 

και γι΄ αυτό η ανάδευση πραγµατοποιείται µε καλυµµένη την συσκευή ανάδευσης. 

Στο τέλος της χρώσης το διάλυµα εκπλύεται µε απιονισµένο H2O και η γέλη 

τοποθετείται σε  διάλυµα εµφάνισης για 3-20 min. Ακολούθως η αντίδραση 

εµφάνισης εξουδετερώνεται µε έκπλυση µε διάλυµα ανθρακικού νατρίου. Στο 

διάλυµα αυτό η χρωσµένη γέλη µπορεί να διατηρηθεί   ως τη φωτογράφησή της 

(Sambrook et al 1989). 

• ∆ιάλυµα  µονιµοποίησης (fixer) : 900ml  απιονισµένο H2O, 100ml αιθανόλη 

10% v/v  και 40ml CH3COOH 0.5% v/v.  

• ∆ιάλυµα  χρώσης νιτρικού αργύρου: AgNO3 0.1% v/v σε 1lt απιονισµένο H2O.  

• ∆ιάλυµα εµφάνισης:150ml  NaOH 0.5N  και 400µl  φορµαλδεΰδης 0.15% v/v 

σε 1lt απιονισµένο H2O .   
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• ∆ιάλυµα εξουδετέρωσης: 3.75gr Na2CO3 0.75% v/v σε 1lt απιονισµένο H2O.  

 

4.7  Ταυτοποίηση µεταλλαγµένων δειγµάτων: Ανάλυση Πολυµορφισµού 

Μονόκλωνης Αλυσίδας (SSCP: Single – Strand  Conformation Polymorphism  

Analysis )   και   Ανάλυση  Ετεροδιµερών ( Heteroduplex Analysis ) 

   Για την ανίχνευση  µεταλλαγών χρησιµοποιήθηκε η τεχνική SSCP  . Πρόκειται για 

µια ανάλυση η οποία στηρίζεται στην ιδιότητα του DNA µονής αλύσου  να λαµβάνει  

τρισδιάστατη µορφή κατά την ηλεκτροφόρηση (Makino1992). Σύµφωνα µε αυτή τη 

τεχνική, η αλληλουχία που ερευνάται για µεταλλαγή ενισχύεται µε PCR, και 

διαχωρίζεται µε ηλεκτροφόρηση  σε πορώδες  µέσο χωρίς αποδιατακτικό. Η 

µεταλλαγή συνήθως προκαλεί διαφορετική κινητικότητα στη  στερεοµορφή του DNA 

κατά την ηλεκτροφόρηση και µε τον τρόπο αυτό ανιχνεύεται. Ο λόγος γι αυτή την 

διαταραχή της κινητικότητας  θεωρείται ότι είναι  οι στερεοδοµικές αλλαγές  που 

προκαλεί η µεταλλαγή  στην απλή αλυσίδα  του µεταλλαγµένου DNA. 

Η τεχνική SSCP  µόνη ή σε συνδυασµό µε την ανάλυση ετεροδιµερών (ΗΑ) είναι µια 

από τις πιο διαδεδοµένες  και πρακτικές προσεγγίσεις  για την ανίχνευση 

µεταλλαγών. Τα κύρια πλεονεκτήµατα  της τεχνικής είναι  η ταχεία πραγµατοποίησή  

της  και το γεγονός ότι µπορεί να εφαρµοστεί  µε την χρήση εξοπλισµού  που είναι 

διαθέσιµος  στα περισσότερα εργαστήρια µοριακής βιολογίας. Η µέθοδος  είναι πολύ 

ευαίσθητη  και µπορούν να διακριθούν µεταξύ τους  πολλές διαφορετικές µεταλλαγές 

στο ίδιο τµήµα  και στην ίδια γέλη  ηλεκτροφόρησης. Οι τεχνικές SSCP και ΗΑ  

µπορούν να πραγµατοποιηθούν στο ίδιο πήκτωµα  ηλεκτροφόρησης αφού, µετά την 

αποδιάταξη του δείγµατος, πριν από το φόρτωµα των «πηγαδιών»,  συχνά 

παρατηρείται ο επανασχηµατισµός  ενός σηµαντικού ποσοστού διπλών αλυσίδων 

DNA. Το δίκλωνο αυτό DNA εµφανίζεται σε µια κατώτερη  θέση από τα προϊόντα 
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των απλών  αλυσίδων στην ηλεκτροφόρηση  του SSCP. Από την  στιγµή που τα 

ετεροδιµερή  µπορούν να διακριθούν  από τα οµοδιµερή, η εµφάνιση των 

ετεροδιµερών  στο πήκτωµα ηλεκτροφόρησης του SSCP µπορεί να παρέχει 

περισσότερες πληροφορίες  για την παρουσία πολυµορφισµού.  

    Η στερεοδοµή, δηλαδή η τεταρτοταγής δοµή της απλής αλυσίδας του DNA 

καθορίζεται από τις διαµοριακές αλληλεπιδράσεις, οι οποίες  µπορεί να µεταβληθούν 

µε βάση τις φυσικές συνθήκες, όπως η θερµοκρασία  και το ιονισµένο περιβάλλον. 

Έτσι, ο διαχωρισµός του µεταλλαγµένου DNA  µε την µέθοδο SSCP  ποικίλει 

ανάλογα µε τις συνθήκες της ηλεκτροφόρησης. Αν και έχουν αρχίσει να 

δηµιουργούνται εµπειρικοί κανόνες  για το βέλτιστο διαχωρισµό των διαφόρων 

αλληλουχιών, δεν είναι ακόµα προβλέψιµο εάν µια συγκεκριµένη µετάλλαξη µπορεί 

να ανιχνευτεί κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες. Παρ’ όλα αυτά,  η ευαισθησία της 

PCR  - SSCP θεωρείται υψηλή όταν η αλληλουχία είναι µικρή. ∆εν υπάρχει 

θεωρητική επιβεβαίωση ότι η ευαισθησία της µεθόδου είναι 100%. Συνεπώς,  η µη 

εµφάνιση µιας νέας ζώνης, δεν αποκλείει την παρουσία της µεταλλαγής. 

   Οι µεταλλαγές που ανιχνεύονται  µε τη µέθοδο PCR  - SSCP  δεν περιορίζονται σε 

προκαθορισµένες θέσεις  στο τµήµα DNA  που έχουν ενισχυθεί µε PCR. Άλλες 

µοριακοί µέθοδοι δηλαδή µέθοδοι σάρωσης, όπως ονοµάζονται, είναι οι:   DGGE ( 

Denaturing Gradient Gel  Electrophoresis ), ανάλυση   ετεροδιµερών  και  η  

ανάλυση αποκοπής κακοσυζευγµένων βάσεων ( mismatch cleavage analyses ). 

Μεταξύ αυτών των τεχνικών, η SSCP  είναι η απλούστερη. Παρουσιάζει το 

πλεονέκτηµα  της ανίχνευσης και αποµόνωσης  των µεταλλαγµένων τµηµάτων που 

αποτελούν ένα µικρό τµήµα στην ελεγχόµενη αλληλουχία και του χαρακτηρισµού 

τους µε τη µέθοδο  νουκλεοτιδικής ταυτοποίησης (sequencing ) µετά την ενίσχυσή 

τους. 
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     Η τεχνική SSCP  έχει χρησιµοποιηθεί  για την ανίχνευση άγνωστων  µεταλλαγών 

σχετιζόµενων µε ασθένειες. Χαρακτηριστικά παράδειγµα η ανίχνευση ογκογονιδίων  

σε καρκινικούς ιστούς (Dean 1990), η ανίχνευση µεταλλαγών σε γονίδια που 

σχετίζονται  µε   κληρονοµικές   νόσους   σε  φορείς  ή   ασθενείς   µε   ενεργή   νόσο  

(Kozlowski 1996), µε  σκοπό να αποδειχθεί  ότι αυτά τα γονίδια είναι πράγµατι 

υπεύθυνα. Η µέθοδος  αυτή µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί προκειµένου να 

αποδειχθεί  η παρουσία ή η απουσία  ανιχνεύσιµων µεταλλαγών, όπως π.χ.  

έλεγχος εάν ένα παιδί  είναι φορέας  ενός µεταλλαγµένου αλληλοµόρφου που έχει 

εντοπιστεί στο γονιδίωµα των γονέων. 

    Τυπικά, το αυτοραδιόγραµµα του ιδίου µοριακού είδους  (π.χ. κλωνοποιηµένο 

DNA, οµόζυγες θέσεις ) µπορεί να δώσει το πολύ δύο ζώνες, κάθε µια από τις 

οποίες αντιστοιχεί  στις διαχωρισµένες αλυσίδες. Μόνο µια ζώνη  µπορεί να 

παρατηρηθεί  στη περίπτωση  που οι δύο αλυσίδες  δεν έχουν διαχωριστεί. 

Για την ανάλυση SSCP- ΗΑ :  5µl από κάθε PCR  προϊόν αναµειγνύεται µε 5µl  

αποδιατακτικού διαλύµατος ( ΝαΟΗ 10mΜ, 2µM EDTA,  95% φορµαµίδη, 0.05% 

κυανό της βρωµοφαινόλη και 0,05% κυανό του ξυλένιου ). Ακολουθεί αποδιάταξη 

του DNA µε επώαση  στους 940C για 5min, και απότοµη ψύξη τους στους 00C 

(τοποθέτηση των eppendorfs στον πάγο). Στη συνέχεια 2-5µl από το κάθε προϊόν  

ηλεκτροφορείται σε γέλη πολυακριλαµιδίου 10% (37.5/1 acrylamide/bisacrylamide) 

σε θερµοκρασία 40C  για 2000-6000Vh ανάλογα µε το µέγεθος του PCR προϊόντος. 

Ακολουθεί χρώση µε την µέθοδο του νιτρικού αργύρου. Για την ετεροδίκλωνη 

ανάλυση (Heteroduplex ) τα PCR προϊόντα   αποδιατάσονται  στους 940 C για 5 min 

και στη συνέχεια αφήνονται να επανέλθουν  στη  θερµοκρασία περιβάλλοντος. 2-5µl 

από το κάθε προϊόν  ηλεκτροφορoύνται σε γέλη πολυακριλαµιδίου 10% (37.5/1 

acrylamide/bisacrylamide) σε θερµοκρασία δωµατίου για 1000-3000Vh ανάλογα µε 
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το µέγεθος του PCR προϊόντος, και ακολουθεί χρώση µε την µέθοδο του νιτρικού 

αργύρου. Οι αποδιατεταγµένες (απλές) αλυσίδες του  DNA διαχωρίζονται στο 

πήκτωµα και οι µεταβολές στην αλληλουχία του DNA µεταξύ των εκκινητών 

εµφανίζονται ως τµήµατα µε διαφορετική κινητικότητα εξαιτίας της διαφορετικής 

αναδίπλωσης της απλής αλυσίδας. Οι συνθήκες της ηλεκτροφόρησης µπορεί να 

επηρεαστούν  µε την αλλαγή της θερµοκρασίας, το βαθµό της διασταυρούµενης 

σύνδεσης στο µέσο της γέλης ή µε την εισαγωγή γλυκερόλης ή σουκρόζης (από 

λάθος στο buffer της ηλεκτροφόρησης).  

Το προϊόν του εξονίου 21 και 23 λόγω του µεγέθους τους για  να  µπορέσει να 

υποστεί SSCP ανάλυση ( µη εφικτή όταν το DNA είναι µεγαλύτερο από 450 bp), 

υποβάλλονται σε πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα Ndel , στους 37ο C για µια νύχτα, 

δίνοντας δύο υποπροϊόντα 180/338 bp.   

  Η ερµηνεία των αποτελεσµάτων   ενός SSCP  απαιτεί κάποια εµπειρία. ∆είγµατα 

ελέγχου µε γνωστές µεταλλαγές µπορεί να βοηθήσουν στην ανάλυση. Ένα ποσοστό 

διπλής έλικας DNA  επανασχηµατίζεται κατά την αποδιάταξη, γεγονός το οποίο 

προκαλεί την επανεµφάνιση ζωνών στο κάτω µέρος της γέλης. Ετεροδιµερή διπλής 

αλυσίδας που σχηµατίζονται όταν µια µεταλλαγµένη και µια φυσιολογικού τύπου 

αλυσίδα επανασυνδέονται, µπορούν να βοηθήσουν στην ανάδειξη των αλλαγών 

στην αλληλουχία. Αυτά τα ετεροδιµερή εντοπίζονται ακριβώς πάνω από τις διπλές 

αλυσίδες DNA. Παρότι τα ετεροδιµερή είναι πιο επικρατή στη περίπτωση ενθέσεων 

ή  ελλείψεων, µπορούν να εµφανιστούν και σε ορισµένες σηµειακές µεταλλαγές. Αν 

και αναµένεται ότι οι δύο αλυσίδες θα κινηθούν µε διαφορετική ταχύτητα στη γέλη, 

αυτό δεν συµβαίνει πάντα. Παροµοίως, σε ένα ετεροζυγώτη, δε διαχωρίζονται πάντα 

και οι τέσσερεις αλυσίδες. Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι  ένα µεταλλαγµένο 

δείγµα πρέπει να δίνει ένα καθαρά διαφορετικό πρότυπο από ένα δείγµα άγριου 

                                                                         97 
 



τύπου (wild type). Επιπρόσθετα, ένας ετεροζυγώτης θα πρέπει να επιδεικνύει την 

ίδια περίπου ένταση και στις  τέσσερεις ζώνες.  

   Περιστασιακά, οι ψευδείς ζώνες του PCR εµφανίζονται και περιπλέκουν την 

ερµηνεία των αποτελεσµάτων. Εάν µια ζώνη εµφανίζεται µόνο σε δείγµατα που 

έχουν ενισχυθεί περισσότερο από τα άλλα, είναι πιο πιθανό να είναι µια ψευδής 

ζώνη. Σε δείγµατα που ενισχύονται πολύ ή που έχουν τοποθετηθεί στη γέλη σε 

µεγάλη ποσότητα, µπορεί να κάνουν την εµφάνιση τους εναλλακτικές στερεοδοµές. 

Αυτές µπορεί να είναι το αποτέλεσµα σχηµατισµών που έχουν µερικά διαχωριστεί. 

Αραίωση των δειγµάτων θα µετατρέψει τις διπλές αλυσίδες του DNA σε απλές και 

θα αποµακρύνει µερικές από αυτές τις επιπρόσθετες ζώνες. Η 100% επιβεβαίωση 

µιας πιθανής µεταλλαγής που υποδεικνύεται από το SSCP προέρχεται από την 

νουκλεοτιδική ταυτοποίηση (sequencing).  
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4.8  Υλικά και εταιρείες προέλευσης  
1.2 -  διυδροξυ-αιθενο-δισ-ακρυλαµίδιο (Bis –acrylamide ) - BDH  

Αγαρόζη ( agarose) – Life Technologies (Cibco BRL) 

Melting  Αγαρόζη– Life Technologies (Cibco BRL) 

Αιθανόλη (ethanol )- BDH 

Αιθυλο-διαµινο-τετραοξικό οξύ (EDTA) – BDH 

Ακρυλαµίδιο (acrylamide ) – BDH 

Ανθρακικό νάτριο – Sigma 

Βορικό οξύ(borid acid ) – BDH 

Βρωµιούχο αιθίδιο (ethidium bromide ) – Sigma 

Γλυκερόλη (glycerol) – Life Technologies (Cibco BRL)  

∆ιαιθυλ-πυροσταφυλικό οξύ – BDH 

∆ιµεθυλσουλφοξείδιο – BDH 

∆εσοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs)– Boehringern Manheim, New England Biolabs 

DNA δείκτες µοριακού βάρους:           

              123 Kb DNA Ladder – Life Techologies (Cibco BRL) 

 Ένζυµο περιορισµού (restriction enzymes) NdeI – New England Biolabs  

Θειικό αµµώνιο( ammonium sulphate) –Fluka 

Ισοπροπανόλη – BDH 

Κιτρικό νάτριο – BDH 

Κυανούν  της βρωµοφαινόλης(bromophenol blue) – Sigma 

Κυανούν   του ξυλένιου (xylene blue) – Sigma 

Μεµβράνες διαπίδυσης πόρων διαµέτρου 0.22 µm και 0.45 µm –Millipore 

Νιτρικός άργυρος – Sigma 

Οξικό αµµώνιο – Sigma 

Οξικό κάλιο – Sigma 

Οξικό νάτριο - Sigma 

Οξικό οξύ – BDH 

Πρωτεϊνάση Κ – Sigma  

SDS (Sodium dodecyl sulphate) – Sigma  

Taq πολυµεράση – Cibco BRL  

TEMED – Sigma  

Tris base – BDH  

TRITON X –100 - Sigma 
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Tween 20- Sigma 

Υδροξείδιο του νατρίου – BDH 

Υδροχλωρικό οξύ– BDH 

Υπερθειικό αµµώνιο ( ammonium persulphate) – Life Technologies Cibco BRL 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου – BDH  

Φαινόλη – BDH 

Φορµαλδεΰδη – BDH 

Φορµαµίδιο – BDH 

Χλωριούχο µαγνήσιο – Sigma 

Χλωριούχο νάτριο – Sigma 

Χλωροφόρµιο – Fluka  
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                                   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5ο 

 
                                      ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ      

 
------------------------------------------------------------------------------------------ 
 

5.1  Συχνότητα µεταλλαγών 

 Συνολικά όσον αφορά το γονίδιο Rb-1 ανιχνεύθηκαν  µεταλλαγές στο 41% των 

περιπτώσεων οξείας λεµφοβλαστικής λευχαιµίας (15/39), στο 67% των 

περιπτώσεων οξείας µυελογενούς λευχαιµίας (8/12) και στο 22% των περιπτώσεων 

νευροβλαστώµατος ( 2/9) (Πίνακας  16).   

Πίνακας  16  : Ποσοστό µεταλλαγών Rb-1 στις ΟΛΛ, ΟΜΛ και νευροβλάστωµα 

      ΟΛΛ        ΟΜΛ   Νευροβλάστωµα  

Ποσοστό  

µεταλλαγών  RB-1 

     15/39 

      41% 

        8/12 

        67% 

             2/9 

             22% 

 

     Στους ασθενείς µε  ΟΛΛ αλλοιωµένο   πρότυπο διαµόρφωσης του Rb-1 

παρατηρήθηκε  σε τρεις ασθενείς στο εξόνιο 20 (7.6%), σε τρεις ασθενείς στο εξόνιο 

21 (7.6%),  σε 6 ασθενείς στο εξόνιο 22   (15 %), σε ένα ασθενή  στο εξόνιο 23 

(2.5%) και σε δύο ασθενείς στο εξόνιο 24 (2.5 %).  

   Στις περιπτώσεις  ΟMΛ αλλοιωµένο πρότυπο διαµόρφωσης του Rb-1  

ανιχνεύθηκε σε δύο ασθενείς  στο εξόνιο 21 (16%), σε τρεις ασθενείς στο εξόνιο 22 

(25%), σε 2 ασθενείς στο εξόνιο 23 (16%) και σε δύο ασθενείς στο εξόνιο 24 (2.5 %). 

 Σε δύο παιδιά µε νευροβλάστωµα  ανιχνεύθηκε µεταλλαγή στο εξόνιο 22 του Rb-1 

(Πίνακας 17 ). 
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Πίνακας  17 : Μεταλλαγές του Rb-1 στις  ΟΛΛ, ΟΜΛ και το νευροβλάστωµα               

      
      Εξόνια 

       
       ΟΛΛ 

        
       ΟΜΛ 

 
Νευροβλάστωµα 

         20    3/39 ( 7,6% )           -          - 

         21    3/39 ( 7,6% )    2/12   (16%)          - 

         22     6/39 ( 15% )    3/12  (25% )      2/9 (22% ) 

         23    1/39 ( 2,5% )    2/12   (16%)           - 

         24                   2/39 ( 5,1%)    1/12   (8% )           - 

 

 Αναφορικά µε το γονίδιο Kip1 συνολικά ανιχνεύθηκαν 2 µεταλλαγές στις οξείες 

λεµφοβλαστικές λευχαιµίες (2/39), ποσοστό 5% και   3 µεταλλαγές  στις  οξείες 

µυελογενείς  (3/12), ποσοστό 25% και καµία στα νευροβλαστώµατα (Πίνακας 18). 

  Πίνακας 18:  Ποσοστό µεταλλαγών Kip1 στις ΟΛΛ, ΟΜΛ και το νευροβλάστωµα 

       ΟΛΛ       ΟΜΛ Νευροβλάστωµα 

ποσοστό  

µεταλλαγών Kip1 

     2/39 

      5% 

       3/12 

       25% 

          0/9 

           0% 

 

  Αλλοιωµένο   πρότυπο διαµόρφωσης του Kip1 ανιχνεύθηκε σε 2/4 Τ-ΟΛΛ της 

µελέτης και σε 3/12 ΟMΛ (Πίνακας  19). 

Πίνακας  19 : Μεταλλαγές του Kip1 στις  Τ-ΟΛΛ, ΟΜΛ και το νευροβλάστωµα       

   
   Kip1/p27 
 

        
       Τ- ΟΛΛ 

         
        ΟΜΛ  

 
Νευροβλάστωµα 

   

 εξόνια 1, 2  

     

    2/4 ( 50% ) 

  

    3/12  ( 25% ) 

   

      0/9 ( 0% ) 

                                                                         102 
 



Συνολικά ανιχνεύτηκαν 17 µεταλλαγές στα γονίδια Rb-1 και  Kip1 στις ΟΛΛ και 

αφορούσαν: 1/12 στις σταθερού κινδύνου (SR), 6/14 στις ενδιαµέσου κινδύνου (MR), 

και 10/11στις υψηλού κινδύνου (HR) (Πίνακας  20  ). 

Πίνακας 20  : Κατάταξη ΟΛΛ σε οµάδες κινδύνου - συνύπαρξη µεταλλαγών 

 
  Σταθερού κινδύνου 
         SR  (n=12) 
                                

 
 Ενδιαµέσου κινδύνου
           MR ( n=16) 
 

 
  Υψηλού κινδύνου 
          HR (n= 11 ) 
   

    α/α µεταλλαγής   α/α µεταλλαγή   α/α µεταλλαγή 
Νο  13  (+) Rb-1  Νο     4 ( - ) Νο  1 ( + ) Rb-1 
Νο   26  ( - ) Νο     5 ( - ) Νο  3 ( + ) Rb-1 
Νο   29  ( - ) Νο     9 ( - )  Νο  7 

 
( + ) Rb-1 
( + ) Kip1 

Νο   32  ( - ) Νο    15 ( - )   
Νο   37  ( - ) Νο    22 ( - )   
Νο   38  ( - ) Νο    24 ( + ) Rb-1 Νο 11 ( + ) Rb-1 

Νο   42  ( - ) Νο    25 ( - ) Νο 12 
 

( + ) Rb-1 
( + ) Kip1 

Νο   43  ( - ) Νο    28 ( - ) Νο  17 ( + ) Rb-1 
Νο   48  ( - ) Νο    33 ( + ) Rb-1 Νο  18   ( - ) 
Νο   52  ( - ) Νο    34 ( - ) Νο  20   ( - ) 
Νο   53  ( - ) Νο    35        ( + ) Rb-1 Νο  23   ( + ) Rb-1 
  Νο    44 ( - ) Νο  41   ( + ) Rb-1 
  Νο    45 ( + ) Rb-1 Νο  51  ( - ) 
     Νο    47 ( + ) Rb-1   
    Νο    50 ( + ) Rb-1   
  Νο    51 ( - )   
 

5.2  Συσχέτιση των µεταλλαγών µε τη σταδιοποίηση της νόσου  

   Στις περιπτώσεις  ΟΛΛ οι µεταλλαγές του Rb-1  αφορούσαν  κυρίως περιπτώσεις 

υψηλού κινδύνου (HR). Αναλυτικότερα, µεταλλαγή του Rb-1  είχαν οχτώ  από τις 

έντεκα περιπτώσεις ΟΛΛ της οµάδας υψηλού κινδύνου (HR). Μεταλλαγή του Rb-1  
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ανιχνεύτηκε σε οχτώ  από τις έντεκα περιπτώσεις ΟΛΛ της οµάδας υψηλού κινδύνου 

(HR). Οι ασθενείς αυτοί ήταν : α) αγόρι 2.5 ετών το οποίο αρχικά είχε θεωρηθεί MR 

και το οποίο  3 µήνες µετά την ολοκλήρωση της ΧΜΘ υποτροπίασε  στο ΚΝΣ και 

στο µυελό, υποβλήθηκε σε ΜΜΟ από ιστοσυµβατό αδερφό αλλά 15 µήνες µετά την 

µεταµόσχευση υποτροπίασε στο ΚΝΣ, έλαβε ΧΜΘ και βρίσκεται 9 µήνες εκτός 

θεραπείας, β) αγόρι 5.5 ετών το οποίο αρχικά είχε θεωρηθεί MR, στο τρίτο κύκλο της 

maintenance παρουσίασε την πρώτη υποτροπή στο ΚΝΣ, και ενώ βρισκόταν σε 

ΧΜΘ παρουσίασε 2η υποτροπή στο ΚΝΣ και κατέληξε, γ) αγόρι 6.5 ετών το οποίο 

αρχικά είχε θεωρηθεί MR, στο οποίο δεν επιτεύχθηκε ύφεση την 33η ηµέρα και 

χρειάστηκε εντατικοποίηση του πρωτοκόλλου για να επιτευχθεί ύφεση, δ)  κορίτσι 12 

ετών το οποίο κατέληξε πρώιµα τις πρώτες µέρες της θεραπείας, πριν επιτευχθεί 

ύφεση, ε) τρία αγόρια  µε Τ-ΟΛΛ, τα δυο βρίσκονται έξι και τρία χρόνια αντίστοιχα 

εκτός ΧΜΘ και το τρίτο στο 5ο κύκλο maintenance και  στ) ένα κορίτσι 2 ετών στο 4ο 

κύκλο maintenance.   

  Μόνο σε µια  ΟΛΛ σταθερού κινδύνου (SR) ανιχνεύθηκε µεταλλαγή του Rb-1. Στην 

οµάδα ΟΛΛ ενδιαµέσου κινδύνου ( ΜR) ανιχνεύθηκαν έξι µεταλλαγές  του Rb-1. 

∆εδοµένου ότι οι περιπτώσεις ΟΜΛ θεωρούνται λευχαιµίες υψηλού κινδύνου, οι 

οχτώ  ανιχνευθείσες µεταλλαγές του Rb-1 στις ΟΜΛ  κατατάσσονται στις µεταλλαγές 

λευχαιµιών υψηλού κινδύνου  (Πίνακας 21).  

  Πίνακας   21  : Συσχέτιση µεταλλαγών Rb-1 µε οµάδα κινδύνου 

         Οξείες  
     Λευχαιµίες 
   ( µεταλλαγές)          

   Σταθερού 
   Κινδύνου 
       ( SR ) 

  Ενδιαµέσου  
    Κινδύνου 
        ( MR ) 

     Υψηλού 
    Κινδύνου 
       ( HR ) 

        ΟΛΛ (15)           1             6            8 

        ΟΜΛ  (8)              8 

 (  ): αριθµός µεταλλαγών  

Στις περιπτώσεις νευροβλαστώµατος οι µεταλλαγές  του Rb-1 ανιχνεύτηκαν στα δυο 

παιδιά σταδίου IV µε διήθηση µυελού (Πίνακας 22). 
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Πίνακας 22 :      Nευροβλάστωµα : Στάδιο νόσου- µεταλλαγές στο Rb-1 

µεταλλαγές στάδιο Ι   στάδιο ΙΙ στάδιο ΙΙ   στάδιο IV στάδιο IV-S 

     

    Rb-1 

     

      1 

   

     1 

       2(2+) 

διήθηση µυελού 

      

       3 

     

    Rb-1     

          2 

       χωρίς 

διήθηση µυελού 

 

( + ) : αριθµός δειγµάτων µε µεταλλαγή στο Rb-1 

Μεταλλαγές του Kip1/p27 δεν ανιχνεύτηκαν σε Β-ΟΛΛ. Ανιχνεύτηκαν δυο 

µεταλλαγές του Kip1 σε Τ-ΟΛΛ και τρεις σε ΟΜΛ (Πίνακας 23 ).  

 

Πίνακας   23  : Συσχέτιση µεταλλαγώνKip1/ p27  και οµάδας κινδύνου    

       Οξείες  
    Λευχαιµίες 
 ( µεταλλαγές)            

   Σταθερού 
   Κινδύνου 
       ( SR ) 

  Ενδιαµέσου  
    Κινδύνου 
        ( MR ) 

     Υψηλού 
    Κινδύνου 
       ( HR ) 

        ΟΛΛ (2)            -              -             2 

        ΟΜΛ  (3)            -             -            3 

 

Σε καµία περίπτωση νευροβλαστώµατος δεν ανιχνεύθηκε µεταλλαγή του Κip1/p27 

(Πίνακας  24) 

 
Πίνακας  24:   Nευροβλάστωµα : Στάδιο νόσου- µεταλλαγές στο Kip1/p27  

µεταλλαγές Στάδιο Ι   Στάδιο ΙΙ Στάδιο ΙΙ   Στάδιο IV Στάδιο IV-S 
  
 Kip1/p27  

     
    1( - )   

 
    1( - ) 

          2( - ) 
διήθηση µυελού 

      
       3( - ) 

  
  Kip1/p27 
 

          2( - ) 
       χωρίς 
διήθηση µυελού 

 

 
( - ):χωρίς µεταλλαγή στο Kip1/p27 
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5.3 Συσχέτιση µεταλλαγών Rb-1 µε γνωστούς προγνωστικούς παράγοντες 

στην ΟΛΛ 

Αιµατολογικές παράµετροι 

Έγινε συσχέτιση των µεταλλαγών µε τον αριθµό των λευκών, των βλαστών στο 

περιφερικό αίµα, της αιµοσφαιρίνης και των αιµοπεταλίων.  Συσχέτιση  βρέθηκε µε 

τον αριθµό των λευκών της διάγνωσης. Στις ΟΛΛ  ενδιαµέσου κινδύνου σε ποσοστό 

µεγαλύτερο από 90%  οι µεταλλαγές στο Rb-1 ανιχνεύονται στις λευχαιµίες µε 

αριθµό λευκών >20.000/µl. Στις ΟΛΛ  ενδιαµέσου κινδύνου µε φυσιολογικό αριθµό 

λευκών στο περιφερικό αίµα δεν ανιχνεύτηκαν µεταλλαγές (Πίνακας 25 )  .  

Πίνακας 25   : ΟΛΛ   MR  και συσχέτιση αριθµού λευκών - µεταλλαγών Rb-1 

     α/α   ασθενούς   αριθµός λευκών       µεταλλαγές 

  Νο     4           5000/µl               ( - )  
  Νο     5           5200/µl               ( - ) 
  Νο     9           2200/µl               ( - ) 
  No    15            9300/µl               ( - ) 
  Νο    24           47200/µl               ( + ) 
  No    25           20200/µl               ( - ) 
  Νο    28           70000/µl               ( - ) 
  Νο    33           26800/µl               ( + ) 
  Νο     34           1000/µl               ( - ) 
  Νο     35            62500/µl               ( + ) 
  Νο      44           12300/µl                ( - ) 
  Νο      45            44800/µl                ( + ) 
  Νο      46            36400/µl                ( + ) 
  Νο      50             44900/µl                ( + ) 
  Νο      51             2500/µl                ( - ) 
 

 

                                                                         106 
 



Με τις λοιπές αιµατολογικές παραµέτρους (αιµοσφαιρίνη, αιµοπετάλια, αριθµός 

βλαστών στο περιφερικό αίµα στη διάγνωση ) δε διαπιστώθηκε συσχέτιση τους µε 

µεταλλαγές στο Rb-1 (Πίνακας 26 ). 

 

Πίνακας  26   :   Συσχέτιση µεταλλαγών Rb-1 µε αιµατολογικές παραµέτρους 

          Μεταλλαγές  Λευκά/βλάστες        Hb        ΑΜΠ 

 

 Εξόνιο 20 

   *Νο 23  ♂            HR  

   Νο 24  ♀              MR 

   Νο 45  ♀              MR 

5300/µl ( 16% ) 

47200/µl (87% ) 

44800/µl (46%) 

6,7gr/dl 

6,5 gr/dl 

7,4 gr/dl 

160000/ µl

24000/ µl 

148000/ µl

 

 Εξόνιο 21 

   Νο 35  ♂               MR 

   Νο 41♂ Τ-ΟΛΛ     HR    

   Νο 50  ♀               MR 

69500/µl (83%) 

216000/µl (76%)

489000/µl (94%)

6,2 gr/dl 

7,5 gr/dl 

 6,9 gr/dl 

48000/ µl 

60000/ µl 

38000/ µl 

 

 

 

Εξόνιο  22 

    Νο  1    ♂              HR 

    Νο  3    ♂              HR 

 **Νο  11  ♂              HR    

    Νο  12  ♂ Τ-ΟΛΛ  HR 

    Νο  13  ♀              SR 

    Νο   46 ♀              MR 

 5600Ο/µl  (61%)

100000/µl (93%)

  

 27500/µl  (30%)

  4400/µl  (94%) 

 36400/µl  (88%) 

 8,1 gr/dl 

12,8 gr/dl 

 

12 gr/dl 

 6,9 gr/dl 

 5,6gr/dl 

11000/ µl 

182000/ µl

 

317000/ µl

33000/ µl 

18000/ µl 

Εξόνιο  23     Νο 33    ♂             MR  26800/µl  (96 %)  5,2 gr/dl 34000/µl 

 

Εξόνιο  24 

Νο  7  ♂  Τ-ΟΛΛ       HR   

Νο17  ♂                    HR 

13800/µl  (2%) 

42000/µl  (42%) 

14,5 gr/dl 

 6,8 gr/dl 

361000/µl

95000/ µl 

 

*Μη υφεση 33η ηµέρα→HR 

**MR, αρ. λευκών <20.000,θάνατος στο induction από τοξικότητα 
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Ανοσοφαινότυπος 

Από τις 15 περιπτώσεις στις οποίες ανιχνεύθηκαν  µεταλλαγές στο Rb-1, και οι 12 

που αφορούσαν λευχαιµία Β σειράς ΟΛΛ ήταν  cALLA+. Αν και ο αριθµός των Τ-

ΟΛΛ είναι µικρός για να γίνει στατιστική ανάλυση, ωστόσο οι τρεις από τις τέσσερις 

Τ-ΟΛΛ της µελέτης είχαν µεταλλαγή στο Rb-1.  Μεταλλαγές στο Kip1 αφορούν µόνο 

Τ-ΟΛΛ. 

Ηλικία-φύλο-κατοικία 

∆εν διαπιστώθηκε συσχέτιση των µεταλλαγών µε την ηλικία  ή το φύλο ούτε της 

συχνότητας των µεταλλαγών µε το τόπο διαµονής του ασθενούς. 

 

5.4  Συσχέτιση µεταλλαγών µε πορεία-έκβαση νόσου   

Στην οµάδα της  ΟΛΛ µια περίπτωση ΟΛΛ  σταθερού κινδύνου και έξι ΟΛΛ 

ενδιαµέσου κινδύνου µε µεταλλαγή στο Rb-1 δεν παρουσίασαν υποτροπή και 

απολαµβάνουν µακράς διάρκειας πλήρη ύφεση.  Σε τρεις ΟΛΛ υψηλού κινδύνου δεν 

επιτεύχθηκε ύφεση. Στις δυο δεν επιτεύχθηκε ύφεση την 33η ηµέρα, αλλά στη 

συνέχεια µε εντατικοποίηση της θεραπείας, ωστόσο όµως ο ένας ασθενής κατέληξε . 

Στη τρίτη περίπτωση ΟΛΛ  όµως δεν επιτεύχθηκε καθόλου ύφεση και η ασθενής 

κατέληξε.  

Οι τέσσερις από τις δώδεκα περιπτώσεις  ΟΜΛ που δεν είχαν µεταλλαγή στο Rb-1 

απολαµβάνουν πλήρη ύφεση 3 έως 7 χρόνια από τη διάγνωση. Και οι  οχτώ  ΟΜΛ  

µε µεταλλαγές στο Rb-1 έχουν καταλήξει (Πίνακας 27 ). 
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Πίνακας  27   : Συσχέτιση µεταλλαγών Rb-1 µε  πορεία-έκβαση νόσου 

 
Στάδιο νόσου 

 
∆ιάγνωση 

 
Υποτροπή 

 Μη  ύφεση 
  33ηηµέρα      
θεραπείας  
    ή ποτέ 

   
Θάνατος 

  Σταθερού 

   Κινδύνου 

      (SR ) 

  

   12(1+) 

 

       - 

 

          - 

 

       - 

 Ενδιαµέσου 

   Κινδύνου 

    ( MR ) 

 

    16( 6+) 

 

        - 

 

          - 

 

      - 

 

  Υψηλού 

  Κινδύνου 

     (HR ) 

 

   23(16+) 

11ΟΛΛ(8+) 

12ΟΜΛ(8+) 

 

 

       2(2+) 

       2(2+) 

 

 

         3(3+) 

         6(6+) 

 

 

     2(2+) 

     7(7+) 

( + ) ο αριθµός των ασθενών µε µεταλλαγή 

 

   Στις περιπτώσεις νευροβλαστώµατος οι µεταλλαγές του Rb-1 ανιχνεύτηκαν στα 

δυο παιδιά που είχαν διήθηση µυελού, από τα οποία το ένα έχει καταλήξει ενώ το 

άλλο απολαµβάνει πλήρη ύφεση 2 χρόνια µετά το τέλος της θεραπείας. 
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  Οι µεταλλαγές στο Kip1 αφορούσαν  δυο Τ-ΟΛΛ. Οι τρεις από τις δώδεκα ΟΜΛ µε 

µεταλλαγή στο Kip1 αφορούσαν α) ένα βρέφος 12 µηνών το οποίο κατέληξε όταν 

υποτροπίασε 9 µήνες µετά τη ΜΜΟ, β) µια δευτεροπαθή ΟΜΛ µετά από 

οστεοσάρκωµα στην οποία δεν επιτεύχθηκε ύφεση και γ) ένα έφηβο που κατέληξε 

ένα χρόνο µετά από την απλοταυτόσιµη ΜΜΟ στην οποία υποβλήθηκε κατά την   3η  

υποτροπή (Πίνακας 28). 

 

Πίνακας  28   : Συσχέτιση µεταλλαγών Kip1 µε  πορεία-έκβαση νόσου 

Στάδιο νόσου ∆ιάγνωση Υποτροπή Μη    ύφεση   Θάνατος 

  Σταθερού 

   κινδύνου 

  

   12(0+) 

 

         - 

 

         - 

 

        - 

 Ενδιαµέσου 

   κινδύνου 

 

    16(0+) 

 

         - 

 

         - 

 

        - 

 

  Υψηλού 

  κινδύνου 

 

   23(5+) 

11ΟΛΛ(2+) 

12ΟΜΛ(3+) 

 

 

         - 

      2(2+) 

 

 

          - 

       1(1+) 

 

 

          -  

       3(3+) 

 

( + ) ο αριθµός των ασθενών µε µεταλλαγή 

 

 

 

 

 

                                                                         110 
 



Το  εξόνιο 22 του Rb-1φαίνεται να αποτελεί την «θερµή περιοχή» (hot spot) του 

γονιδίου, αφού εκεί παρατηρούνται οι περισσότερες µεταλλαγές  και αυτές   σε 

ασθενείς µε τη  δυσµενέστερη πρόγνωση. Τα υπόλοιπα εξόνια έχουν ισάριθµες 

µεταλλαγές ( Πίνακας 29 ). 

Πίνακας   29  :  Αριθµός µεταλλαγών σε κάθε εξόνιο   Rb-1 

 εξόνιο 20 εξόνιο 21 εξόνιο 22 εξόνιο 23 εξονιο24 
 
Αριθµός  
µεταλλαγών 

  
      3   
      

 
      5 

 
     11 

 
      3 

 
     3 

 
Το αλλοιωµένο πρότυπο που ανιχνεύτηκε µε την SSCP ανάλυση αφορά τον ίδιο 

τύπο µεταλλαγής για το κάθε εξόνιο. 

5.5  Συνύπαρξη µεταλλαγών Κιp 1  και  Rb-1 

Ταυτόχρονη ανίχνευση µεταλλαγών στο Κιp 1  και  Rb-1 παρατηρήθηκε σε τρεις 

περιπτώσεις   ΟΜΛ και στις  δυο Τ-ΟΛΛ. Και οι τρεις ασθενείς µε ΟΜΛ οι οποίοι  

έχουν ήδη καταλήξει έφεραν  µεταλλαγές στο  εξόνιο 22. Οι δυο ασθενείς µε Τ-ΟΛΛ 

απολαµβάνουν µακρά επιβίωση (Πίνακας  30).   . 

Πίνακας  30   :   Συνύπαρξη µεταλλαγών Κιp1/p27  και  Rb-1 

 εξόνιο 20 εξόνιο 21    εξόνιο    22 εξόνιο 23  εξόνιο 24 

  

    Kip1 

 

 

   (  -  ) 

 

   (  -  ) 

Νο  8: ΟΜΛ,  Θ 

Νο 27: ΟΜΛ, Θ 

Νο31: ΟΜΛ,  Θ 

Νο 12: Τ-ΟΛΛ 

 

    (  -  ) 

 

 Νο 7: Τ-ΟΛΛ 
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Πίνακας   31   :  ΣΥΝΟΛΙΚΑ ΟΙ ΜΕΤΑΛΛΑΓΕΣ ΤΟΥ Rb-1  ΚΑΙ ΤΟΥ  Κip1/p27 
 
α/α ασθενούς 

 
νόσος   

 
στάδιο κινδύνου  

 
εξόνιο 20

 
Εξόνιο21

 
εξόνιο22

 
εξόνιο23 

 
εξόνιο24 

 
Kip1p27

 
Νο 1  Σ∆ 

 
ΟΛΛ 

 
      HR 

      +  

Νο  3 ΜΓ ΟΛΛ     HR       +    

No  4 ΣΝ ΟΛΛ     MR       
No  5 ΣΜ ΟΛΛ    MR       
Νο  6 ΚΚ ΟΛΛ    HR       
Νο  7  ΑΕ Τ-ΟΛΛ    HR        +    + 

Νο  8  ΑΘ ΟΜΛ    HR          + 

Νο  9   ΜΑ ΟΛΛ    MR 
Νο 10  Φ ΟΜΛ    HR                
Νο 11  Ζ ΟΛΛ   HR      +    

Νο 12 ΠΓ Τ-ΟΛΛ    HR      +       +   

No 13 BE OΛΛ   SR      +    

No  14  Σ ΟΜΛ   HR       
Νο  15 ∆ ΟΛΛ        
Νο  16 Τ ΟΜΛ HR       
Νο  17ΝΙ Τ -ΟΛΛ    ΗR        +  

Νο 18 ΧΑ ΟΛΛ ΗR             

Νο 19 Α∆ ΟΜΛ HR         
No 20 ΣΣ ΟΛΛ MR                
No 21 ∆         
No 22 Μ ΟΜΛ MR    
Νο 23 ΚΠ ΟΛΛ MR             +      

Νο 24 ΜΓ ΟΛΛ  MR          +      

Νο 25 ΚΜ ΟΛΛ MR           
Νο 26 Η ΟΛΛ        
Νο  27ΓΑ ΟΜΛ ΗR      +     + 

Νο  28 ∆Χ ΟΛΛ ΗR       
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Πίνακας   31 :  ΣΥΝΟΛΙΚΑ ΜΕΤΑΛΛΑΓΕΣ ΤΟΥ Rb-1  ΚΑΙ ΤΟΥ  Κip1/p27 
                                                                                                  (συνέχεια) 

  

α/α ασθενούς 

 

   νόσος 

 
στάδιο 
κινδύνου 

 

εξόνιο  20 

 

εξόνιο 21     

 

ξόνιο22 

 

εξόνιο23 

 

εξόνιο24 

 

Kip1/p27 

Νο 29 ΓΛ ΟΛΛ SR       
No 30 XM ΟΛΛ SR       
Νο 31 ΦΑ ΟΜΛ HR              + 
No 32 ΑΓ ΟΛΛ SR 
No 33  Κ ΟΛΛ MR       +   

Νο 34 ΑΣ ΟΛΛ  MR       
Νο 35  ΛΙ ΟΛΛ  MR     +     

Νο 36 ΚΕ ΟΜΛ  ΗR          
Νο 37 ΣΚ ΟΛΛ  SR       
No 38 ΣΒ ΟΛΛ  SR       
Νο 39 ΑΝ ΟΜΛ  HR            
Νο 41 ΠΣ Τ-ΟΛΛ HR     +     

Νο 42 ∆Μ ΟΛΛ SR       
Νο 43 Ξ∆ ΟΛΛ SR       
Νο 44 ΛΜ ΟΛΛ   MR            
Νο 45 ΚΤ ΟΛΛ   MR    +      

Νο 47 ΘΑ ΟΛΛ   MR      +      

Νο 48 ΜΑ ΟΛΛ SR       
Νο 49  Μ ΟΜΛ HR       
Νο 50 ΛΑ ΟΛΛ MR     +     

Νο 51 Β∆ ΟΛΛ MR           
Νο 52 ΜΠ ΟΛΛ    SR       
Νο 53  ΖΓ ΟΛΛ    SR       
Νο 54 ∆Μ ΟΛΛ    MR       
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5.7 Αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες ανάλυσης προϊόντων PCR 

 Φωτογραφία 1:  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία ανάλυσης προϊόντων PCR του εξονίου 20 του  Rb-

1  σε γέλη αγαρόζης µε χρήση βρωµιούχου αιθιδίου. Το βέλος αντιστοιχεί στη θέση των 350 ζευγών 

βάσεων των προϊόντων   PCR. Lader 123bp, δηλ κάθε ζώνη του αντιστοιχεί σε 123 ζεύγη βάσεων. 

 

Φωτογραφία 2:  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία ανάλυσης προϊόντων PCR του εξονίου 21του  Rb-1  

σε γέλη αγαρόζης µε χρήση βρωµιούχου αιθιδίου. Το βέλος αντιστοιχεί στη θέση των 518  ζευγών 

βάσεων των προϊόντων   PCR. Lader 123bp. Η ενίσχυση του εξονίου 21 αποδείχθηκε δυσκολότερη 

από τα αλλά εξόνια, λόγω του µεγέθους του και του πιθανού κατακερµατισµού που υφίσταται το DNA 

που δεν έχει συντηρηθεί κατάλληλα.  

                                                                         114 
 



 

 

 

 

 

 

 

Φωτογραφία 3:  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία ανάλυσης προϊόντων PCR του εξονίου 21 του Rb-1  

σε γέλη αγαρόζης µε χρήση βρωµιούχου αιθιδίου, κατόπιν πέψης τους µε το  περιοριστικό ένζυµο 

NdeI. Τα βέλη αντιστοιχεί στη θέση των 338 και 180  ζευγών βάσεων των δυο υποπροϊόντων της 

πέψης . Lader 123bp. 
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Φωτογραφία 4:  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία ανάλυσης προϊόντων PCR του εξονίου 22 του  Rb-

1  σε γέλη αγαρόζης µε χρήση βρωµιούχου αιθιδίου. Το βέλος αντιστοιχεί στη θέση των 363  ζευγών 

βάσεων των προϊόντων   PCR. Lader 123bp. 
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Φωτογραφία 5:  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία ανάλυσης προϊόντων PCR του εξονίου 23 του  Rb-

1  σε γέλη αγαρόζης µε χρήση βρωµιούχου αιθιδίου. Το βέλος αντιστοιχεί στη θέση των 250  ζευγών 

βάσεων των προϊόντων   PCR. Οι στήλες   b, b αντιστοιχούν τα δύο «τυφλά» (blank ) δείγµατα. Στα 

δείγµατα αυτά δεν έχει προστεθεί DNA και λειτουργούν  σαν δείκτες καθαρότητας του διαλύµατος ( 

premix ) που χρησιµοποιήθηκε  στην προετοιµασία της PCR αντίδρασης ( µε σκοπό την διαπίστωση 

ύπαρξης µόλυνσης δηλαδή παρουσίας  γενωµικού DNA από µολυσµένες πιπέτες, γάντια, κ.λ.π.) .  

Στις στήλες 34 έως 107  αντιστοιχούν δείγµατα που έχουν ενισχυθεί µε την PCR αντίδραση. Τα δύο 

κενά «πηγάδια» που βρίσκονται µετά την στήλη 107,  έχουν παραµείνει κενά ώστε να αποφευχθεί η 

πιθανότητα PCR προϊόν να διαφύγει στο πηγάδι του τυφλού, δηµιουργώντας ζώνη κατά την 

ηλεκτροφόρηση  η οποία θα εκληφθεί τελικά σα µόλυνση.  Τα δείγµατα 37 και 39 δεν έχουν ενισχυθεί. 

Lader 123bp. 
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Φωτογραφία 6:  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία ανάλυσης προϊόντων PCR του εξονίου 24 του  Rb-

1  σε γέλη αγαρόζης µε χρήση βρωµιούχου αιθιδίου. Το βέλος αντιστοιχεί στη θέση των  550 ζευγών 

βάσεων των προϊόντων   PCR. Lader 123bp.  
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Φωτογραφία 7: Αντιπροσωπευτική φωτογραφία ανάλυσης προϊόντων PCR του γονιδίου Kip1/p27 

σε γέλη αγαρόζης µε χρώση βρωµιούχου αιθιδίου. Το βέλος αντιστοιχεί στην θέση των 228  ζευγών 

βάσεων των προϊόντων του PCR 
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5.8  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία SSCP- HETERODOUBLEX 

 

 

Φωτογραφία 8:  Αντιπροσωπευτική   φωτογραφία  ανάλυσης    πολυµορφισµού µονόκλωνης 

αλυσίδας ( SSCP ) και  ετεροδιµερών ( Heteroduplex Analysis ).  Οι αλυσίδες του  DNA  που έχουν 

αποδιαταχθεί, υβριδίζουν µε αλλοιωµένο πρότυπο (δείγµα 23) γεγονός που είναι εµφανές κατά την 

ηλεκτροφόρηση σε γέλη πολυακρυλαµιδίου µετά από χρώση µε νιτρικό άργυρο. 
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                                            ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

 
                           ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Η φυσιολογική αιµοποίηση χαρακτηρίζεται από την  ισορροπία ανάµεσα στην 

αυτόαναγέννηση, τη διαφοροποίηση και τον προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο. 

∆ιαταραχή σε αυτή την ισορροπία οδηγεί στη λευχαιµογένεση, η οποία θεωρείται 

µια πολυσταδιακή  διαδικασία που  καταλήγει  στη δηµιουργία αιµοποιητικού 

παθολογικού κλώνου ο οποίος έχει χάσει την ικανότητα να ελέγχει την αύξηση, 

µέσω ενεργοποίησης ογκογονιδίων η/και  αδρανοποίησης ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων (Cline 1994). Τα γονίδια  Rb-1 και  Kip1/p27 κατέχουν κύρια θέση µεταξύ 

των ογκοκατασταλτικών γονιδίων των οποίων οι µεταλλαγές µπορεί να ενέχονται 

στην καρκινογένεση και ειδικότερα στη λευχαιµογένεση. 

Στην παρούσα µελέτη έγινε συσχέτιση της ανίχνευσης των µεταλλαγών του 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου Rb-1 και του Kip1/p27 σε οξείες λευχαιµίες ( οξείες 

λεµφοβλαστικές ΟΛΛ και οξείες µυελογενείς ΟΜΛ )της παιδικής ηλικίας  και στο 

νευροβλάστωµα, αντιπροσωπευτικό από τους συµπαγείς όγκους που διηθούν 

µυελό. Ειδικότερα µελετήθηκαν  τα εξόνια 20 έως και 24 του Rb-1 τα οποία 

συγκεντρώνουν το µεγαλύτερο ποσοστό µεταλλαγών στις διάφορες κακοήθειες 

(Horowitz 1989 ). Αυτά τα εξόνια  κωδικοποιούν το τµήµα της πρωτεΐνης που όταν 

φωσφωρυλιωθεί προσδένεται στο DNA  και ενεργοποιεί την RNA πολυµεράση για 

να αρχίσει η µεταγραφή και  στην ανενεργό-υποφωσφορυλιωµένη µορφή της 

δεσµεύει ένα  από τους σηµαντικότερους µεταγραφικούς παράγοντες, τον E2F. 

Μεταλλαγές στα εξόνια αυτά οδηγούν στη σύνθεση πρωτεΐνης η οποία 

παρουσιάζει διαταραχές όχι µόνο στη φωσφορυλίωση αλλά και στην πυρηνική της 

πρόσδεση (Jamal 1996 ). 
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Επίσης, στους ίδιους ασθενείς  µελετήθηκαν οι µεταλλαγές του µοναδικού 

αναστολέα του κυτταρικού κύκλου  p27 ο οποίος µπορεί να ανταποκριθεί  σε 

εξωκυττάρια αντιµιτογόνα ερεθίσµατά και να αναστείλει την εξέλιξη του κυτταρικού 

κύκλου στη G1 φάση.  

Σκοπός της µελέτη  ήταν η συσχέτισή των µεταλλαγών µε την πρόγνωση καθώς 

και η δυνατότητα να χρησιµοποιηθούν σαν ανεξάρτητοι προγνωστικοί παράγοντες 

για την κατάταξη σε οµάδες κινδύνου και ανάλογη τροποποίηση ή εντατικοποίηση 

της θεραπείας των ασθενών  σε κακοήθειες της παιδικής ηλικίας. 

Με την τεχνική του PCR-SSCP που εφαρµόστηκε στο εργαστήριο Ιολογίας και στο 

ερευνητικό Εργαστήριο της Παιδιατρικής Κλινικής Αιµατολογίας – Ογκολογίας έγινε 

εφικτή η συσχέτιση των µεταλλαγών των παραπάνω γονιδίων µε τα προγνωστικά 

χαρακτηριστικά 51 οξειών λευχαιµιών (39 λεµφοβλαστικών και 12 µυελογενών) και 

µε τα στάδια της νόσου σε  9 ασθενείς µε νευροβλάστωµα.  

   Τα ευρήµατα της µελέτης µας έδειξαν ότι συνολικά ανιχνεύεται µεταλλαγή του 

Rb1 σε ποσοστό 41% στις περιπτώσεις οξείας λεµφοβλαστικής λευχαιµίας που 

µελετήθηκαν. Το αντίστοιχο  ποσοστό  στις  οξείες µυελογενείς είναι 67% και 22% 

στα νευροβλαστώµατα. Μελέτες µε Southern blot υβριδισµό αναφέρουν δοµικές 

ανωµαλίες στο Rb-1 σε ποσοστό περίπου 20-30% στις µυελογενείς και στις Τ-

σειράς λεµφοβλαστικές λευχαιµίες ενηλίκων και σε 20-40% στις λευχαιµικές σειρές   

(Chen 1990, Hansen 1990, Ahuja 1991, Ginsberg 1991, Tang1992, Kornblau 

1994). Να τονιστεί ότι η Southern blot ανάλυση η οποία χρησιµοποιήθηκε στις 

προαναφερόµενες µελέτες, είναι χρήσιµη στην ανίχνευση αναδιατάξεων των 

γονιδίων, αλλά ανεπαρκεί στην ανίχνευση σηµειακών µεταλλαγών και απαλείψεων 

στο γονίδιο Rb-1 (Ahuja 1992). ∆εδοµένου ότι οι περισσότερες ανωµαλίες του 

γονιδίου Rb-1 οφείλονται  σε σηµειακές µεταλλαγές (Lodmann 1994), απαιτούνται 
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περισσότερο ευαίσθητες τεχνικές όπως η RCR (Weatherall  1991), η οποία 

χρησιµοποιήθηκε στη παρούσα µελέτη. Αναλύσεις όµως της πρωτεΐνης pRb µε 

τεχνική ανοσοαποτύπωσης (immunoblotting) των Tsai και συν (Tsai 1996) και των 

Hangaishi  και συν (Hangaishi 1996) σε ΟΛΛ  ενηλίκων, αναφέρουν απουσία 

έκφρασης της πρωτεΐνης σε ποσοστό 50-64%, η οποία οφείλονταν σε σηµειακές 

µεταλλαγές. 

  Μεταλλαγή του Rb-1 παρατηρήθηκε σε µια µόνο περίπτωση ΟΛΛ σταθερού 

κινδύνου. Με δεδοµένο την παραµονή της  ασθενούς σε µακράς διάρκειας ύφεση, 

η ερµηνεία που µπορεί να δοθεί είναι ότι: α) πρόκειται για σιωπηλή  µεταλλαγή 

(silent mutation) στην οποία η αντικατάσταση µιας βάσης από µία άλλη, δηµιουργεί 

το ίδιο κωδικόνιο (π.χ AGG→CGG→αργινίνη) χωρίς φυσικά  καµία συνέπεια στη 

σύνθεση και τη λειτουργία της πρωτεΐνης ή  έστω β) µεταλλαγή που επιτρέπει τη 

µερική λειτουργία της πρωτεΐνης (leaky mutation).   

 Στις περιπτώσεις ΟΛΛ ενδιάµεσου κινδύνου µεταλλαγές του Rb-1 ανιχνεύτηκαν 

στο 90% των περιπτώσεων οι οποίες στην πρωτοδιάγνωση είχαν αριθµό λευκών 

µεγαλύτερο από 20.000/µl. Πιθανώς λοιπόν η αναστολή της 

αντιπολλαπλασιαστικής δράσης του Rb-1 λόγω της µεταλλαγής να συµβάλει στο 

παρατηρούµενο µεγαλύτερο λευχαιµικό φορτίο των ασθενών αυτών. 

 Είναι αξιοσηµείωτο επίσης ότι σε όλες τις περιπτώσεις ΟΛΛ οι οποίες κατά τη 

διάγνωση είχαν χαρακτηριστεί σαν ενδιάµεσου κινδύνου και στη πορεία είτε 

επήλθε γρήγορα υποτροπή είτε δεν επιτεύχθηκε ύφεση, ανιχνεύτηκαν µεταλλαγές 

του Rb-1. Στη µοναδική σύµφωνα µε τις γνώσεις µας µελέτη η οποία αφορά ΟΛΛ 

παιδιών των Sauerbrey και συν ,  αναφέρεται ότι ασθενείς µε χαµηλή έκφραση της 

pRb έχουν µικρότερη πιθανότητα να παραµείνουν  στην πρώτη ύφεση και 

σηµαντικά υψηλότερο ποσοστό να καταλήξουν από την νόσο. Επιπλέον, ασθενείς 
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που υποτροπίασαν είχαν σηµαντικά µειωµένη  έκφραση πρωτεΐνης σε σχέση µε 

την αρχική τους τιµή και προτείνουν ότι η µελέτη της έκφρασης της πρωτεΐνης 

αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα (Sauerbrey 1996). 

  Αν και ο αριθµός των Τ-ΟΛΛ της µελέτης είναι µικρός, στο 75% των  Τ-ΟΛΛ 

ανιχνεύτηκε µεταλλαγή του Rb-1.  Στη µελέτη των Hatta Y  και συν  (Hatta 1997) 

που περιελάµβανε Τ-ΟΛΛ ενήλικων, ανιχνεύθηκε µε τεχνική PCR-SSCP µικρότερο 

ποσοστό µεταλλαγών του Rb-1 συγκριτικά µε τα ευρήµατα της µελέτης µας.  

    Στις οξείες µυελογενείς  λευχαιµίες οι µεταλλαγές του Rb-1 ανιχνεύτηκαν σε 

ποσοστό 67%. Όλες αφορούσαν  περιπτώσεις µε  δυσµενείς προγνωστικούς 

παράγοντες στην πρωτοδιάγνωση. Σε επτά περιπτώσεις (72%) δεν επιτεύχθηκε 

ύφεση και οι ασθενείς έχουν καταλήξει, ενώ  η όγδοη ΟΜΛ µε µεταλλαγή (No 31) 

παρουσίασε 4η υποτροπή, αµέσως µετά την απλοταυτόσιµη ΜΜΟ στην οποία 

υποβλήθηκε και επίσης κατέληξε ένα χρόνο µετά την ΜΜΟ. Οι µεταλλαγές δεν 

φάνηκε να συσχετίζονται µε συγκεκριµένη µορφολογία της µυελογενούς, όπως 

προκύπτει και από τη βιβλιογραφία (Kornblau 1994 ). Κοινό χαρακτηριστικό τους 

ήταν η µη επίτευξη ύφεσης την 14η ηµέρα θεραπείας. Mόνο οι τέσσερις από τις 

δώδεκα (33%) ΟΜΛ που δεν είχαν µεταλλαγή στο Rb-1 είχαν  καλή πορεία-έκβαση.  

   Σε µελέτες ΟΜΛ ενηλίκων των Tang και συν καθώς και Kornblau  και συν, σε 

ποσοστό 28% και 30% αντίστοιχα οι ασθενείς µε µειωµένη έκφραση της pRb λόγω 

µεταλλαγών, είχαν χειρότερη πρόγνωση συγκριτικά µε ασθενείς µε φυσιολογικά 

επίπεδα (Tang 1992, Kornblau 1994 ). Οι Kornblau και συν στις δυο µεγαλύτερες 

µελέτες της βιβλιογραφίας σε ΟΜΛ ενηλίκων αναφέρουν ότι ασθενείς µε µειωµένη 

ή απουσiα έκφρασης της pRb, είχαν σηµαντικά µικρότερο ποσοστό ύφεσης και 

επιβίωσης σε σχέση µε τους  ασθενείς µε φυσιολογική έκφραση της πρωτεΐνης 
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(Kornblau 1992,1994), και προτείνουν ότι η έκφραση της pRb µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί σαν ανεξάρτητος προγνωστικός δείκτης (Kornblau 1995). 

  Το µεγαλύτερο ποσοστό µεταλλαγών στις ΟΜΛ συγκριτικά µε τις ΟΛΛ της 

µελέτης µας, συµφωνεί  µε τη µελέτη των Tang και συν σε οξείες λευχαιµίες 

ενηλίκων (Τang 1992). Η ελαττωµατική pRb πιθανά διαδραµατίζει ρόλο στην 

παθογένεση της ΟΜΛ, κυρίως στην εξέλιξη (progression) παρά στην έναρξη 

(initiation) της νόσου.  Στη µελέτη των Towatari και συν, ασθενείς µε ΧΜΛ στη 

βλαστική κρίση  είχαν µειωµένη έκφραση της pRb σε αντίθεση µε τη φυσιολογική 

στη χρόνια φάση της νόσου (Towatari 1991).  Επιπρόσθετα, οι Preudhomme και 

συν αναλύοντας ασθενείς µε µυελοδυσπλασία, διαπίστωσαν φυσιολογική έκφραση 

πρωτεΐνης, ενώ όταν αργότερα ανέπτυξαν ΟΜΛ, η έκφραση της πρωτεΐνης ήταν 

ελαττωµατική (Preudhomme 1994).Επίσης,  στη  µελέτη των Jamal και συν (Jamal 

et al 1996) ασθενείς µε ΟΜΛ µε φυσιολογική pRb στην πρωτοδιάγνωση οι οποίοι 

στην πορεία δεν ανταποκρίνονταν στη θεραπεία, παρουσίαζαν σηµαντικά 

µειωµένη έκφραση της πρωτεΐνης, υποδηλώνοντας ότι είχαν συµβεί «αλλαγές» 

στη συµπεριφορά των λευχαιµικών κυττάρων που αφορούσαν το Rb-1 γονίδιο. 

Εκτός από αυτές τις αναφορές,  στην προγενέστερη  επιδηµιολογική µελέτη των 

Draper και συν (Draper1986), στην οποία 882 ασθενείς µε  ρετινοβλάστωµα 

παρακολουθήθηκαν επί 15ετίας, µόνο ένας αναφέρεται  ότι ανέπτυξε οξεία µη 

λεµφοβλαστική λευχαιµία. Φαίνεται λοιπόν ότι η αδρανοποίηση του Rb-1 είναι ένα 

όψιµο γεγονός στη λευχαιµιογένεση  η  οποία συµβάλει σε περισσότερο επιθετική 

νόσο. Για να ενέχονται οι µεταλλαγές του Rb-1 στην διαδικασία έναρξης της 

λευχαιµογένεσης (initiation) θα έπρεπε το ποσοστό τους να ήταν πολύ µεγαλύτερο 

από αυτό που ανιχνεύτηκε. Ένα κύτταρο µε ελαττωµατική pRb δεν µπορεί να 

διαφοροποιηθεί ή να υποστεί απόπτωση.  Συνεχίζει να διαιρείται ακατάλληλα, 

                                                                         125 
 



συµβάλλοντας στον ήδη κακοήθη µετασχηµατισµό. Το λευχαιµικό κύτταρο το 

οποίο αποκτά και Rb-1 µεταλλαγή θα έχει µια επιπρόσθετη δυνατότητα αύξησης, η 

οποία το  οδηγεί σε περισσότερο επιθετική νόσο (Hensen 1988), παράλληλα το 

καθιστά ευάλωτο σε άλλα γενετικά η επιγενετικά γεγονότα (Burne 1991, Kay 1993). 

   Σε ποσοστό µεγαλύτερο του 90% των οξειών λευχαιµιών, οι µεταλλαγές 

αφορούσαν ασθενείς µε αρχικά δυσµενείς προγνωστικούς παράγοντες  ή µετέπειτα 

δυσµενή πορεία. Όλα τα παιδιά που υποτροπίασαν ή στα οποία καθυστέρησε η 

επίτευξη της ύφεσης αλλά και αυτά που έχουν καταλήξει έφεραν µεταλλαγές. Άρα 

από  τα δεδοµένα αυτά φαίνεται ότι ανίχνευση µεταλλαγής στις περιπτώσεις ΟΛΛ 

τις καθιστά υψηλού κινδύνου, δεδοµένο που συσχετίζει τις µεταλλαγές µε δυσµενή 

πρόγνωση.  

   Η  αναλογία της  λευχαιµίας στα αγόρια σε σχέση µε τα κορίτσια είναι  2:1. Οι 

µεταλλαγές που παρατηρήθηκαν στην παρούσα µελέτη διατήρησαν την ίδια 

αναλογία ανάµεσα στα δύο φύλα. Συνεπώς, οι µεταλλαγές του Rb-1 δε φαίνεται  

να έχουν συσχέτιση µε το φύλο.  

  Η µέση ηλικία των περιστατικών µε µεταλλαγή ήταν 6.3 έτη  (εύρος 3µην-16 

ετών). Αν ληφθεί υπόψη ότι η ηλικία  µεγαλύτερη των 9 χρόνων αποτελεί δυσµενή 

προγνωστικό δείκτη,  θεωρούµε ότι η ανίχνευση µεταλλαγής σε ηλικίες µικρότερες 

των 9 χρόνων µπορεί να κατατάξει τη νόσο σε οµάδα µεγαλύτερου κινδύνου αφού 

φαίνεται η παραπάνω µεταλλαγή να αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό 

παράγοντα. 

  Είναι γνωστό ότι το Rb-1 είναι  ογκοκατασταλτικό γονίδιο και η προδιάθεση για 

κακοήθεια µεταβιβάζεται µε επικρατούντα χαρακτήρα. Για να εκδηλωθεί όµως η 

κακοήθεια απαιτείται επιπρόσθετα η αδρανοποίηση και του εναποµείναντος 

αλληλοµόρφου, το οποίο εξασφαλίζει το 50% της λειτουργικότητας της πρωτεΐνης 
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και δεν επιτρέπει την  εκδήλωση του  νεοπλασµατικού  φαινοτύπου. Θεωρούµε ότι 

στις περιπτώσεις που ανιχνεύθηκαν οι µεταλλαγές ο λευχαιµικός φαινότυπος 

εκδηλώθηκε λόγω της προϋπάρχουσας ήδη απώλειας της ετεροζυγωτίας. 

Αποδίδεται δε στην απώλεια της ετεροζυγωτίας και όχι σε απάλειψη της ζώνης 

13q14 όπου εδράζεται το Rb-1 γιατί η ζώνη 13q14 είναι µεγάλη χρωµοσωµική 

περιοχή και πιθανή απώλεια της θα ήταν ανιχνεύσιµη µε τη συνηθισµένη 

κυτταρογενετική ανάλυση του καρυότυπου.  Σε καµιά όµως από τις   περιπτώσεις 

λευχαιµίας που µελετήθηκαν  δεν ανιχνεύτηκαν κυτταρογενετικές ανωµαλίες στη 

ζώνη 13q14.  

Η παρουσία µεταλλαγών στα κύτταρα που τη φέρουν τα θέτει στη φάση S του 

κυτταρικού κύκλου. Είναι όµως γνωστό ότι τα κύρια χηµειοθεραπευτικά στη 

θεραπεία εφόδου της λευχαιµίας δρουν στη G1 φάση µε εξαίρεση την κυτοσίνη-

αραβινοσίδη (Pui 1994). Είναι λοιπόν πιθανόν, η µη επίτευξη ύφεσης στις 

λευχαιµίες όπου διαπιστώθηκε µεταλλαγή, να οφείλεται και σε αυτό το λόγο 

υποδηλώνοντας ίσως τη χρησιµότητα της προσθήκης φαρµάκων στη  θεραπεία 

εφόδου µε  δράση στην S φάση για επίτευξη ύφεσης. Ενισχυτικό σε αυτή την 

υπόθεση είναι η παρατήρηση ότι το 75% των λευχαιµιών µε Τ ανοσοφαινότυπο 

παρουσίαζε µεταλλαγή στο Rb-1. Στις λευχαιµίες αυτές εφαρµόστηκαν 

πρωτόκολλα µε πολλαπλές δόσεις κυτοσίνης-αραβινοσίδης  στη θεραπεία εφόδου 

και όλοι οι ασθενείς βρίσκονται σε µακράς διάρκειας ύφεση. 

Με το ίδιο σκεπτικό θα µπορούσε να προταθεί η χορήγηση µονοκλωνικών 

αντισωµάτων κατά της µεταλλαγµένης pRb µε παράλληλη χορήγηση παράγοντα 

που να µιµείται τη δράση της φυσιολογικής pRb (Bookstein 1990). Εναλλακτική 

θεραπευτική προσπέλαση στις λευχαιµίες µε µεταλλαγή του Rb-1 αποτελεί η 

εισαγωγή λειτουργικά φυσιολογικού Rb-1 γονιδίου το οποίο θα αναστείλει τον 
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κυτταρικό πολλαπλασιασµό, όπως ήδη έχει χρησιµοποιηθεί προγενέστερα σε 

διάφορες καρκινικές σειρές (Huang 1988). 

    Στις περιπτώσεις συµπαγών όγκων και ειδικότερα στο νευροβλάστωµα που 

µελετήθηκε,   είναι ιδιαίτερα σηµαντικό το εύρηµα της ανίχνευσης µεταλλαγών του 

Rb-1 σε όλες τις περιπτώσεις νευροβλαστώµατος σταδίου ΙV µε εντόπιση στο 

µυελό των οστών. Το δεδοµένο αυτό   συσχετίζει την παραπάνω µεταλλαγή µε 

προχωρηµένο στάδιο νόσου και σαφώς χειρότερη πρόγνωση. 

  Τόσο στις λεµφοβλαστικές και στις µυελογενείς όσο και στα νευροβλαστώµατα, οι 

µεταλλαγές αφορούσαν συχνότερα το εξόνιο 22 και ήταν αυτές που σχετίζονταν µε 

τη χειρότερη πρόγνωση. Το εξόνιο 22 µπορεί να θεωρηθεί «hot spot» του γονιδίου 

Rb-1. Με αυτό συµφωνούν και οι µελέτες των Horowitz και συν  (Horowitz 1989)  

όπου επίσης παρατηρούνται οι περισσότερες µεταλλαγές και αυτές µε τη 

δυσµενέστερη πρόγνωση. Κατά κύριο λόγο το εξόνιο 22 κωδικοποιεί το τµήµα της 

πρωτεΐνης το οποίο προσδένεται στο DNA. Mεταλλαγές συνεπώς στο εξόνιο αυτό 

δηµιουργούν τροποποιηµένη λειτουργικά πρωτεΐνη µε διαταραχή στη πυρηνική 

πρόσδεση. 

Στους ασθενείς που εµφανίζουν τις µεταλλαγές φαίνεται βάσει της SSCP  

ανάλυσης ότι αυτές έχουν συµβεί στην ίδια αλληλουχία αφού εµφανίζουν το ίδιο 

αλλοιωµένο πρότυπο στο 95% των περιπτώσεων. Αυτό σηµαίνει ότι η 

συγκεκριµένη µεταλλαγή επαναλαµβάνεται σε καθορισµένες συνθήκες. Πιθανά 

λοιπόν να χρησιµοποιηθεί είτε σαν προγνωστικός δείκτης όπως δείχνουν οι 

περιπτώσεις λευχαιµίας υψηλού κινδύνου και νευροβλαστώµατος µε διήθηση 

µυελού, είτε σα µοριακός δείκτης για ανίχνευση ελάχιστης υπολειπόµενης νόσου. 

Ένα κύτταρο µε ελαττωµατική pRb διαθέτει ένα πλεονέκτηµα αύξησης, και δεν 

µπορεί να διαφοροποιηθεί ή να υποστεί απόπτωση.  Συνεχίζει να διαιρείται 
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ακατάλληλα, συµβάλλοντας στον κακοήθη µετασχηµατισµό. Έτσι, ένα κακόηθες 

κύτταρο το οποίο αποκτά και Rb-1 µεταλλαγή θα έχει µια επιπρόσθετη δυνατότητα 

αύξησης, η οποία µπορεί να οδηγήσει σε περισσότερο επιθετική νόσο. 

  Παρά το ότι δεν υπάρχουν αναφορές στη βιβλιογραφία ηµίζυγης απάλειψης 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου το οποίο να εµπλέκεται στην καρκινογένεση έχει 

αποδειχτεί ότι η αδρανοποίηση του ενός µόνο αλληλοµόρφου Kip1 οδηγεί σε 

µείωση της  p27 ικανή να προδιαθέσει σε καρκίνο (Fero 1980). 

  Στην παρούσα µελέτη ανιχνεύτηκαν µεταλλαγές του Kip1/p27 σε ποσοστό 25% 

των ΟΜΛ οι οποίες κατέληξαν λόγω ανθεκτικής  νόσου. To εύρηµα αυτό ενισχύεται 

από µελέτες που αφορούν ΟΜΛ ενηλίκων στις οποίες η επιβίωση σε όσους 

έφεραν χαµηλά επίπεδα έκφρασης p27 ήταν σαφώς µικρότερη (Yokozawa 2000) 

συγκριτικά µε ασθενείς που είχαν ψηλά επίπεδα έκφρασης p27.  

Αξίζει να σηµειωθεί ότι σχεδόν οι µισές (45%) έφεραν ταυτόχρονα και  µεταλλαγές 

στο Rb-1 και ειδικά στο εξόνιο 22. Με αυτά τα δεδοµένα µπορεί να υποστηριχθεί 

ότι η συνδυασµένη απώλεια των δύο αντιπολλαπλασιαστικών γονιδίων ευθύνεται 

για την χειρότερη πρόγνωση (Moller 2000 ). 

  Όσον αφορά τη συχνότητα των µεταλλάγων του Kip1 στις ΟΛΛ της µελέτης, 

αυτές αφορούν αποκλειστικά τις οξείες λεµφοβλαστικές λευχαιµίες µε Τ 

ανοσοφαινότυπο. Παρά το γεγονός ότι ο αριθµός των Τ- λευχαιµιών  είναι µικρός 

αναλογικά, η ανίχνευση στο 50% των περιπτώσεων  του Kip1/p27 υποδεικνύει ότι 

αυτή η µεταλλαγή απαντάται στις Τ λευχαιµίες στο υλικό των παιδιών που 

µελετήθηκε. Το εύρηµα συµφωνεί µε µελέτες κυρίως σε ενήλικες ασθενείς     (Hatta 

1997, Kabayashi 1994,  Pietenpol 1995, Stagmaier  1996), όπου στους 

µελετηθέντες ασθενείς υπήρχε και απώλεια στο βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 
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12, στο οποίο εδράζεται το Kip1. Οι µεταλλαγές του Kip1/p27 ανιχνεύονται 

αποκλειστικά σε ΟΛΛ µε Τ ανοσοφαινότυπο στους ενήλικες, σε ποσοστό 5-25%. 

Επειδή από την καρυοτυπική ανάλυση και στις 51 λευχαιµίες που µελετήθηκαν δεν 

διαπιστώθηκαν ανωµαλίες στο βραχύ σκέλος του χρωµοσώµατος 12, οι 

περιπτώσεις  θεωρήθηκαν οµοζυγώτες ως προς το Kip1/p27 και µε το δεδοµένο 

ότι η εντόπιση του Kip1/p27 στη ζώνη 12 p13 θεωρείται µεγάλη περιοχή  που η 

έλλειψή της µπορεί να αποκαλύπτει µόνο µε κυτταρογενετική  ανάλυση  χωρίς να 

απαιτείται ανάλυση Southern blot. Εποµένως το µεγαλύτερο ποσοστό µεταλλαγών  

στην παρούσα µελέτη συγκριτικά µε της βιβλιογραφίας πιθανά ερµηνεύεται από το 

δεδοµένο ότι σε όλες τις περιπτώσεις οξείας λευχαιµίας που µελετήθηκαν  

υπήρχαν και τα δυο αλληλόµορφα του Kip1, σε αντίθεση µε τις προαναφερόµενες 

µελέτες µε το έλλειµµα στο 12p13, αφού έτσι ουσιαστικά ελέγχονταν η παρουσία 

µεταλλαγών σε οξείες λευχαιµίες που διέθεταν ένα µόνο αλληλόµορφο Kip1.  

    Οι ενήλικες µε ΟΛΛ µε µεταλλαγή στο Kip 1 έχουν δυσµενέστερη πρόγνωση 

(Vrhovac 1998, Yokozava 2000 ).  Βέβαια, όλες οι Τ-ΟΛΛ, θεωρούνται λευχαιµίες  

υψηλού κινδύνου. Πιθανά ένας από τους παράγοντες που καθιστούν τις  Τ-ΟΛΛ 

υψηλού κινδύνου να είναι και η µεταλλαγή στο Kip1. 

  Η  αδρανοποίηση  του ενός αλληλοµόρφου Kip1 λόγω µεταλλαγής, προκαλεί 

µείωση των επιπέδων της p27. Ακόµη όµως και ελάχιστη µείωση της έκφρασης 

του αναστολέα των CDKs, p27, µπορεί  να επηρεάσει την εξέλιξη του κυτταρικού 

κύκλου, επειδή η δραστικότητα αυτής της πρωτεΐνης  είναι εν µέρει µειωµένη 

συγκρινόµενη  µε  τα   επίπεδα  έκφρασης  των άλλων ρυθµιστών της G1-S φάσης.  

Η µείωση της p27 παρέχει στα λευχαιµικά κύτταρα δυνατότητες αύξησης ενώ τα 

καθιστά ανθεκτικά στην απόπτωση ( Eymin1999 ) µε αποτέλεσµα  ο λευχαιµικός 
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κλώνος να είναι  ανθεκτικός στα χηµειοθεραπευτικά (Croix1996 ) και να απαιτείται 

η εντατικοποίηση της θεραπείας.  

 Όσον αφορά το νευροβλάστωµα  δεν ανιχνεύτηκε µεταλλαγή του Kip1 στα 

επιχρίσµατα µυελού  στις περιπτώσεις νευροβλαστώµατος που µελετήθηκαν, 

ανεξάρτητα σταδίου νόσου, εύρηµα που συµφωνεί µε ανάλογη µελέτη στη οποία 

επίσης περιλαµβάνονται όλα τα στάδια του νευροβλαστώµατος (Kawamata 1996). 

∆εδοµένου ότι το νευροβλάστωµα ανήκει στους συµπαγείς όγκους, αυτή η 

παρατήρηση βρίσκεται σε συµφωνία µε τη σπανιότητα ανίχνευσης µεταλλαγών του 

Kip1 σε ποικίλης προέλευσης συµπαγείς όγκους ( Kawamata 1995, Ponce-

Castaneda 1995).  

    Συµπερασµατικά από τα αποτελέσµατά µας στις µεταλλαγές του  Kip1 

προκύπτει ότι η p27 µπορεί να χρησιµοποιηθεί σαν ανεξάρτητος προγνωστικός 

δείκτης στις ΟΜΛ, οµάδα  λευχαιµιών στην οποία δεν υπάρχουν πολλοί διαθέσιµοι 

προγνωστικοί δείκτες. Επίσης µπορεί να αποτελεί έναν εξαιρετικά καλό δείκτη 

υπολειπόµενης νόσου, ιδιαίτερα σε εκείνες τις λευχαιµίες όπου δεν ανιχνεύονται 

χρωµοσωµικές ανωµαλίες.  

Στην παρούσα µελέτη αποδείχθηκε ότι η παρουσία µεταλλαγµένου Rb-1 γονιδίου 

σε περιπτώσεις ΟΛΛ της παιδικής ηλικίας µπορεί να χαρακτηρίσει τη νόσο σαν 

αυξηµένου κινδύνου, ανεξάρτητα από άλλους παράγοντες, προτείνοντας την 

τροποποίηση-εντατικοποίηση της θεραπείας εφόδου αφού οι περισσότεροι 

ασθενείς  δεν επιτυγχάνουν ύφεση ή υποτροπιάζουν.  Επίσης, η ανίχνευση 

µεταλλαγής µπορεί  να αποτελέσει δείκτη υπολειπόµενης νόσου, ιδιαίτερα στις 

µυελογενείς λευχαιµίες  µε φυσιολογικό καρυότυπο. Οι µεταλλαγές στο Rb-1 

ενέχονται  και σε συµπαγείς όγκους  που διηθούν το µυελό των οστών, όπως 
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διαπιστώθηκε στην παρούσα µελέτη στις περιπτώσεις νευροβλαστώµατος σταδίου 

IV, καθιστώντας τον όγκο πιο επιθετικό.  

  Με τα δεδοµένα αυτά  προτείνεται η µελέτη των  γονιδίων Rb-1  και Kip1/p27 σε 

όλο το φάσµα των κακοηθειών της παιδικής ηλικίας, ιδιαίτερα αυτών µε εντόπιση ή 

συµµετοχή στο αιµοποιητικό σύστηµα, µε στόχο τον καθορισµό τους σαν 

ανεξάρτητων  προγνωστικών  παραγόντων  αλλά και τροποποίησης –

εντατικοποίησης της θεραπείας, σαν δείκτες υπολειπόµενης νόσου στις λευχαιµίες 

αλλά και σαν δείκτες  επιθετικότητας της νόσου σε συµπαγείς όγκους των παιδιών. 
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                                              ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ       
---------------------------------------------------------------------------------------------------                   

 
1. Το   41% των παιδικών ΟΛΛ και το 75% των παιδικών ΟΜΛ έχει   

µεταλλαγή στο Rb-1. 

2. Η µεταλλαγή αυτή ανιχνεύτηκε στο 90% των ΟΛΛ ενδιάµεσου κινδύνου µε 

αριθµό λευκών >20.000κκχ.  

3. Μεταλλαγή του Rb-1 ανιχνεύτηκε σε ποσοστό 90% των περιπτώσεων 

λευχαιµιών (ΟΛΛ,ΟΜΛ ) υψηλού κινδύνου. Στο 100% των ασθενών στους 

οποίους δε επιτεύχθηκε ύφεση, υποτροπίασαν ή κατέληξαν  ανιχνεύθηκε 

µεταλλαγή του Rb-1 

4. Η παρουσία της µεταλλαγής  Rb-1 στη λευχαιµία πιθανόν να  ευθύνεται για 

µη επίτευξη ύφεσης στις περιπτώσεις εκείνες που αρχικά κατατάσσονται  

ενδιάµεσου κινδύνου. 

5. Στην οµάδα των ΟΜΛ  οι µεταλλαγές του Rb-1  ανιχνεύτηκαν σε αυτές µε 

δυσµενείς προγνωστικούς παράγοντες. Μόνο οι τέσσερις από τις δώδεκα 

ΟΜΛ( 33% ) που δεν είχαν µεταλλαγή ούτε στο Rb-1 ούτε στο Kip1 είχαν 

καλή πορεία-έκβαση. 

6. Η ανίχνευση της µεταλλαγής Rb-1  σε ηλικία < 9ετών και  η συσχέτιση της 

µε δυσµενή πορεία-πρόγνωση την αναδεικνύει σε ανεξάρτητο δυσµενή 

προγνωστικό δείκτη  
7. Η µεταλλαγή του Rb-1 γονιδίου στις περιπτώσεις νευροβλαστώµατος 

ανιχνεύθηκε µόνο σε εκείνες σταδίου IV µε εντόπιση στο µυελό.  

8. Το αλλοιωµένο πρότυπο που ανιχνεύτηκε µε την SSCP ανάλυση αφορά τον 

ίδιο τύπο µεταλλαγής  για το κάθε εξόνιο. Το  εξόνιο 22 φαίνεται να αποτελεί 

την «θερµή περιοχή» ( hot spot ) του γονιδίου, αφού εκεί παρατηρούνται οι 

περισσότερες µεταλλάξεις και αυτές µε τη δυσµενέστερη πρόγνωση. 
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9. Στην οµάδα της ΟΛΛ σε καµία Β-σειράς ΟΛΛ δεν ανιχνεύτηκε µεταλλαγή 

του Kip1/p27. Οι   µεταλλαγές στο  Kip1/p27  ανιχνεύτηκαν αποκλειστικά 

στις λευχαιµίες των παιδιών µε  Τ ανοσοφαινότυπο, σε ποσοστό 50%. 

10. Η µεταλλαγή Kip1/p27 ανιχνεύτηκε στο 25% των ΟΜΛ, στην πλειονότητα 

των περιπτώσεων σε συνδυασµό µε τη RB-1.  

11. Σε καµία περίπτωση νευροβλαστώµατος  δεν ανιχνεύτηκε µεταλλαγή 

Kip1/p27, ανεξάρτητα από το στάδιο της νόσου. 
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                                                               ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

    Η εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου κυβερνάται από µια οικογένεια κινασών, τις 

εξαρτώµενες από τις κινάσες κυκλίνες και τους αναστολείς τους. Ο Kip1/ p27αποτελεί 

τον σηµαντικότερο  αναστολέα των κυκλινοεξαρτωµένων κινασών, ρυθµίζοντας την 

εξέλιξη από την G1 στην S  φάση, αναστέλλοντας  τις CDKs, µέσω εξωκυττάριων 

αντιµιτογόνων.  Εδράζεται στο 12p13, αποτελείται από δύο εξόνια και κωδικοποιεί 

για µια πρωτεΐνη 27Kd, την  p27. Σπάνια περιγράφονται µεταλλαγές του σε 

συµπαγείς όγκους, έχουν ωστόσο αναφερθεί µεταλλαγές σε αιµατολογικές 

κακοήθειες. 

   Το γονίδιο ευαισθησίας του ρετινοβλαστώµατος  Rb-1, είναι το πρώτο    

ογκοκατασταλτικό γονίδιο που ταυτοποιήθηκε,  εδράζεται  στο χρωµόσωµα 13q14  

και αποτελείται από   27   εξόνια. Κωδικοποιεί για µια πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη  

110 Kb η οποία δρα σαν ρυθµιστής του κυτταρικού κύκλου  αναστέλλοντας   την 

µετάβαση  των φυσιολογικών κυττάρων από την  G0/G1 στην S  φάση της διαίρεσης 

του κυτταρικού κύκλου. Εκφράζεται φυσιολογικά στα   αιµοποιητικα κύτταρα. 

Αδρανοποιείται  συνηθέστερα µε µεταλλαγές,  οι οποίες ανιχνεύονται κυρίως (90%) 

στα εξόνια  20-24. Στις οξείες λευχαιµίες του ενήλικα έχουν αναφερθεί συχνά 

µεταλλαγές του Rb-1 γονίδιου, αλλά τα βιβλιογραφικά δεδοµένα για τις οξείες 

λευχαιµίες των παιδιών είναι περιορισµένα.  

   Σκοπός της παρούσας µελέτης  είναι  η αποτύπωση της συχνότητας των 

µεταλλαγών των γονιδίων  Rb-1 και Kip1/p27 σε παιδία που   πάσχουν από  

λευχαιµία  και νευροβλάστωµα και η δυνατότητα χρησιµοποίησής τους  σαν 

προγνωστικούς δείκτες  στις λευχαιµίες αλλά και σαν δείκτες επιθετικότητας της 

νόσου σε συµπαγείς κακοήθειες των παιδιών. Μελετήθηκαν επιχρίσµατα  µυελού 51 

παιδιών µε οξεία λευχαιµία στην πρωτοδιάγνωση (39 ΟΛΛ, 12 ΟΜΛ) και  9 

επιχρίσµατα  µυελού  παιδιών µε νευροβλάστωµα. Τα εξόνια 20, 21, 22,  23, 24 του 

Rb-1 και τα δυο εξόνια του  Kip1 ενισχύθηκαν  µε την χρήση της τεχνικής της  

αλυσιδωτής αντίδρασης µε πολυµεράσης  (PCR), δίνοντας  προϊόντα 350bp, 518bp,  

363bp, 250bp, 550bp  και 228 bp   αντίστοιχα. Για την ανίχνευση   µεταλλαγών 

εφαρµόστηκε η  µέθοδος  ανάλυσης στερεοδιαµόρφωσης πολυµορφισµού µονής 

αλυσίδας (SSCP) και ετεροδίκλωνης ανάλυσης (heterodoublex).  
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    Στις ΟΛΛ αλλοιωµένο   πρότυπο διαµόρφωσης του Rb-1 παρατηρήθηκε  σε τρεις 

ασθενείς στο εξόνιο 20 (7.6%), σε τρεις ασθενείς στο εξόνιο 21 (7.6%),  σε 6 

ασθενείς στο εξόνιο 22   (15 %), σε ένα ασθενή  στο εξόνιο 23  ( 2.5% ) και σε δύο 

ασθενείς στο εξόνιο 24 (2.5 %). Στις ΟMΛ αλλοιωµένο   πρότυπο διαµόρφωσης του 

Rb-1 ανιχνεύθηκε σε δύο ασθενείς  στο εξόνιο 21 (16%), σε τρεις ασθενείς στο εξόνιο 

22 (25%), σε 2 ασθενείς στο εξόνιο 23 ( 16% ), και σε δύο ασθενείς στο εξόνιο 24 ( 

2.5 %).  Αλλοιωµένο   πρότυπο  διαµόρφωσης  του  Kip1  διαπιστώθηκε  σε  δυο  

(από τις τέσσερις) Τ-ΟΛΛ της µελέτης και σε τρεις (από τις δώδεκα) ΟMΛ. Σε δύο 

παιδιά µε νευροβλάστωµα  ανιχνεύθηκε µεταλλαγή στο εξόνιο 22 του Rb-1  αλλά  σε 

καµία περίπτωση νευροβλαστώµατος δεν ανιχνεύθηκε µεταλλαγή του Kip1. 

 Συµπερασµατικά: Το 41% των παιδικών ΟΛΛ και το 75% των παιδικών ΟΜΛ έχει 

µεταλλαγή στο Rb-1. Οι  µεταλλαγές  στο Kip1 αφορούν αποκλειστικά ΟΛΛ µε Τ-

ανοσοφαινότυπο σε ποσοστό 50%, ενώ το αντίστοιχο ποσοστό για τις ΟΜΛ  είναι 

25%. Στις περιπτώσεις νευροβλαστώµατος οι µεταλλαγές του Rb-1 ανιχνεύτηκαν στα 

παιδιά που είχαν διήθηση µυελού. Στις ΟΛΛ οι µεταλλαγές του Rb-1  αφορούν  

περιπτώσεις υψηλού κινδύνου (HR). Στο 90% ήταν λευχαιµίες µε δυσµενή κλινική 

πορεία (καθυστέρηση επίτευξης ύφεσης, υποτροπής η θανάτου ). Η µεµονωµένη 

µεταλλαγή του Rb-1 σε ΟΛΛ σταθερού κινδύνου (SR) υποδηλώνει µερική έκφραση 

της πρωτεΐνης. Η ανίχνευση µεταλλαγών του Rb-1 στις ΟΛΛ ενδιαµέσου κινδύνου 

(ΜR) στο 90% των περιπτώσεων  που παρατηρήθηκε επρόκειτο για ΟΛΛ µε αριθµό 

λευκών µεγαλύτερο από 20.000/µl. Το 33% των περιπτώσεων ΟΜΛ που δεν 

ανιχνεύθηκαν µεταλλαγές ούτε στο Rb-1 ούτε στο Kip1 είχαν καλή πορεία-έκβαση. 

Το αλλοιωµένο πρότυπο που ανιχνεύτηκε µε την SSCP ανάλυση αφορά τον ίδιο 

τύπο µετάλλαξης για το κάθε εξόνιο, µε το εξόνιο 22 να αποτελεί την «θερµή 

περιοχή» ( hot spot ) του γονιδίου 

Με βάση τα παραπάνω ευρήµατα οι µεταλλαγές του Rb-1 γονιδίου  προτείνονται σαν 

ανεξάρτητος προγνωστικός δείκτης στις λευχαιµίες της παιδικής ηλικίας. Όσον αφορά 

τους συµπαγείς όγκους,  η ανίχνευση των µεταλλαγών του Rb-1 σχετίζεται µε 

προχωρηµένο στάδιο νόσου και ιδιαίτερα µε εντόπιση στο µυελό των οστών. 
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Mutational analysis of the retinoblastoma susceptibility gene and the cell 

cycle inhibitor Kip1/p27   in pediatric malignancies 

Markaki Erasmia – Athina   MD 

                                                             Thesis 

                                                          SYMMARY  

Cancer is considered as a genetic disease that is developed when alterations to 

molecular pathways which control cell cycle happen. Rb-1 is a tumor suppressor 

gene encoding for a nuclear phosphoprotein acting as a cell cycle regulator, 

normally expressed in hematopoietic cells and more often inactivated by point 

mutations with predominance for exons 20-24. The  p27/Kip1  is one of the main 

cyclin dependent kinase inhibitors. The aim of this study was to correlate the 

retinoblastoma-1 (Rb-1) and p27/Kip1 gene mutations with the prognosis and 

progression of childhood acute leukemia and neuroblastoma. Bone marrow slides 

from 51 children with leukemia (39 acute lymphoblastic leukemia [ALL] and 12 acute 

myeloid leukemia [AML]) and 9 children with neuroblastoma were studied. Exons 20, 

21, 22, 23 and 24 were amplified using the polymerase chain reaction technique. 

Single strand conformational polymorphism (SSCP) and heterodoublex analysis 

were performed to detect mutations.  

Forty one percent of ALL cases and seventy five percent of AML patients  had 

altered conformation in Rb-1 gene. Mutations in Kip1 gene  had 50% of T-ALL 

patients and 25% of AML patients. Half of the children with stage IV neuroblastoma  

with  bone marrow infiltration were found to express altered conformation  in exon 22 

of Rb-1 gene while none in Kip1. None of the B-ALL had detectable mutations.  

Ninety percent of  high-risk  acute leukemias cases exhibited Rb-1 gene mutations. 

All our cases which did not achieved remission or relapsed, exhibited Rb-1 gene 
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mutations. Rb-1 mutations expressed in the unique standard risk ALL suggest silent 

or leaky mutation while  90% of ALL cases of  median risk with Rb-1 mutations 

showed more than 20.000 / µl WBC at the onset of the disease. Only thirty three 

percent of AML that were all  the cases with no detectable mutations in either Rb-1 

or Kip1, are long-term survivors. The SSCP and heterodoublex analysis showed the 

same altered conformation for each exon in all cases studied while exon 22 has 

been considered as the “hot spot” of  the Rb-1 gene.  

Based upon our results the Rb-1 gene mutations alone or in combination with 

Kip1/p27 can be used as an independent prognostic factor in acute leukemias in 

childhood  while the mutations of Rb-1 gene only is a finding occurring in advanced 

stage with bone marrow involvement neuroblastoma.  
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