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Aim. Little is known about the status of the mitogen-activating protein kinase
(MAPK) pathways in lung cancer. The product of the c-mos proto-oncogene is one
of the key molecules taking part in these pathways. In vitro investigations have
shown that it is involved in oocyte maturation, whereas in somatic cells it has
opposing effects on the cell cycle suggesting that this proto-oncogene may repre-
sent an important determinant of aberrant cell function (genomic instability and
altered kinetics). A recent study suggests that these effects may be p53-dependent.
In view of the proposed link between c-mos and p53, we examined in non-small
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cell lung carcinomas (NSCLCs): i) the status of c-mos, ii) its relationship to genomic
instability (aneuploidy) and two kinetic parameters of the tumors, proliferation (PI)
and apoptotic indexes (AI), and iii) its association with p53 alterations and their
concomitant relationship with the above parameters.

Material and Methods. The study was performed on 56 NSCLCs. The prolif-
eration index (PI), the apoptotic index (AI) and ploidy status were evaluated by Ki-
67 immunohistochemistry, TUNEL assay and Feulgen-DNA staining and image
analysis, respectively. C-mos and p53 in-situ protein levels were assessed by immu-
nohistochemistry. Moreover, c-mos and p53 status were examined by LOH, muta-
tion analysis and RT-PCR. In addition, any possible correlation among the exam-
ined parameters was performed by statistical analysis.

Results and Conclusions. C-mos overexpression, as assessed by immunohisto-
chemistry and mRNA analysis, was found in 27% of the tumors. Expression was
higher in advanced stages (II&III vs I, P=0.018). Since c-mos gene amplification was
not detected, its deregulated expression may be due to increased transcription. The
majority of c-mos positive [c-mos(P)] cases was associated with aneuploidy. Se-
quencing showed two silent mutations and one missense (R®L) at codon 22,
located in a region critical for c-mos stability. In contrast to the findings of some in
vitro studies, c-mos overexpression was found to be accompanied with low AI score
tumors, implying that induction of apoptosis may have been defective. Indeed, in
these tumors p53 alterations were found. The carcinomas with concomitant altera-
tions of c-mos and p53 [c-mos(P)/p53(P)] had significantly lower AI values (P<0.001)
and were more frequently associated with aneuploidy (P=0.015) than the c-mos(N)/
p53(N) tumors, but not the c-mos(N)/p53(P) tumors. The former suggests that p53
status is the main determinant of ploidy status and apoptosis in our series. This
finding reveals once again the pivotal role of wild-type (wt) p53 in preventing
oncogene-mediated activation.
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Óêïðüò: Ïé ïäïß ôùí ðñùôåúíéêþí êéíáóþí ðïõ åíåñãïðïéïýíôáé áðü ìéôïãüíá
(MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase) Ý÷ïõí åëÜ÷éóôá ìåëåôçèåß óôïí êáñêßíï
ôïõ ðíåýìïíá. ¸íá áðü ôá ìüñéá-êëåéäéÜ ðïõ óõììåôÝ÷åé óå áõôÝò ôéò ïäïýò åßíáé
ôï ðñïúüí ôïõ ðñùôï-ïãêïãïíéäßïõ c-mos, ôï ïðïßï ðáßæåé óçìáíôéêü ñüëï óôçí
ùñßìáíóç ôùí ùïêõôôÜñùí. In vitro ìåëÝôåò óå óùìáôéêÜ êýôôáñá Ýäåéîáí üôé ç
Ýêöñáóç ôïõ c-mos Ý÷åé áíôéöáôéêÝò äñÜóåéò óôïí êõôôáñéêü êýêëï. Ìéá ðñüóöáôç
ìåëÝôç ðñïôåßíåé üôé áõôÝò ïé äñÜóåéò ßóùò íá åßíáé åîáñôþìåíåò áðü ôçí p53. Åí
üøåé ôçò ðñïöáíïýò ó÷Ýóçò áíÜìåóá óôï c-mos êáé ôçí p53 äéåñåõíÞóáìå óå ìç
ìéêñïêõôôáñéêÜ êáñêéíþìáôá ôïõ ðíåýìïíá: á) ôéò áëëïéþóåéò ôïõ c-mos, â) ôç
ó÷Ýóç ôïõ ìå ôç ÷ñùìïóùìéêÞ áóôÜèåéá (áíåõðëïåéäßá) êáé ìå ôéò êéíçôéêÝò ðáñá-
ìÝôñïõò ôùí üãêùí êáé ã) ôç ó÷Ýóç ôïõ ìå ôéò áëëïéþóåéò ôçò p53 êáé ôç óõíáêü-
ëïõèç ó÷Ýóç ôïõò ìå ôéò ðáñáðÜíù ðáñáìÝôñïõò.

Õëéêü êáé ÌÝèïäïé: Ç ìåëÝôç Ýãéíå óå 56 ìç ìéêñïêõôôáñéêÜ êáñêéíþìáôá ôïõ
ðíåýìïíá. Ï äåßêôçò ðïëëáðëáóéáóìïý (ÄÐ) åêôéìÞèçêå ìå áíïóïúóôï÷çìåßá ôïõ
ðåðôéäßïõ Ki-67, ï áðïðôùôéêüò äåßêôçò (ÁÄ) ìå ôçí ôå÷íéêÞ TUNEL êáé ç áíåõ-
ðëïåéäßá ìå ÷ñþóç Feulgen êáé áíÜëõóç åéêüíáò. Ôï c-mos êáé ç p53 ìåëåôÞèçêáí
óôï ðñùôåúíéêü åðßðåäï ìå áíïóïúóôï÷çìåßá, åíþ óå åðßðåäï DNA åîåôÜóôçêáí ãéá:
á) áðþëåéá ôïõ åíüò áëëçëïìüñöïõ êáé â) ðáñïõóßá ìåôáëëáãþí ìå ôç óõíäõáóìÝ-
íç ìÝèïäï áíÜëõóçò óôåñåïäéáìüñöùóçò ìïíüêëùíïõ DNA êáé áíÜëõóçò ðñùôï-
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äéÜôáîçò ôïõ DNA. ÅðéðëÝïí, ôá ìåôáãñáöéêÜ åðßðåäá ôïõ c-mos mRNA åêôéìÞèç-
êáí ìå ôç ìÝèïäï áíÜóôñïöçò áëõóéäùôÞò áíôßäñáóçò ðïëõìåñÜóçò. ÔÝëïò, ïé
óôáôéóôéêÝò ìÝèïäïé áíÜëõóçò ìåôáâëçôüôçôáò êáé ëïãéóôéêÞò åîÜñôçóçò ÷ñçóéìï-
ðïéÞèçêáí ãéá ôçí åýñåóç ðéèáíþí óõó÷åôßóåùí.

ÁðïôåëÝóìáôá-ÓõìðåñÜóìáôá: Äéáðéóôþóáìå õðåñÝêöñáóç ôïõ c-mos óôï 27%
ôùí üãêùí. Ç Ýêöñáóç Þôáí õøçëüôåñç óôá óôÜäéá ÉÉ êáé ÉÉÉ (34%) áðü ôï óôÜäéï
É (17%) (P=0.018). Áðüëõôç óýìðôùóç ðáñáôçñÞèçêå ìåôáîý ôçò õðåñÝêöñáóçò ôïõ
c-mos êáé ôùí áõîçìÝíùí åðéðÝäùí ôïõ mRNA ôïõ c-mos. Åöüóïí äåí áíé÷íåýèçêå
åíßó÷õóç ôïõ ãïíéäßïõ ôïõ c-mos, ç áðïññýèìéóç ôçò ÝêöñáóÞò ôïõ ìÜëëïí ïöåß-
ëåôáé óå áõîçìÝíç ìåôáãñáöÞ. Áðü ôéò èåôéêÝò ãéá ôï c-mos [c-mos(+)] ðåñéðôþóåéò,
ôï 77% óõó÷åôéæüôáí ìå áíåõðëïåéäßá. Ç áíÜëõóç ôçò ðñùôïäéÜôáîçò ôïõ DNA
Ýäåéîå äýï óéùðçëÝò êáé ìßá ðáñåñìçíåýóéìç ìåôáëëáãÞ (R>L) óôï êùäéêþíéï 22,
ç ïðïßá âñßóêåôáé óå ìéá êñßóéìç ãéá ôç óôáèåñüôçôá ôïõ ìïñßïõ ðåñéï÷Þ. Óå
áíôßèåóç ìå ôá åõñÞìáôá ïñéóìÝíùí in vitro ìåëåôþí, ïé c-mos(+) üãêïé åß÷áí
÷áìçëüôåñï ÁÄ áðü ôïõò áñíçôéêïýò ãéá ôï c-mos [c-mos(-)] üãêïõò, åýñçìá ðïõ
õðïóôçñßæåé üôé ßóùò ç åðáãùãÞ ôçò áðüðôùóçò íá åßíáé åëáôôùìáôéêÞ. ¼íôùò, ôï
86% ôùí üãêùí ðïõ õðåñåîÝöñáæå ôï c-mos ðáñïõóßáæå áëëïéþóåéò ôçò p53. Ôá
êáñêéíþìáôá ìå ôáõôü÷ñïíåò áëëïéþóåéò ôïõ c-mos êáé ôçò p53 [c-mos(+)/p53(+)]
åìöÜíéæáí óçìáíôéêÜ ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò ôïõ ÁÄ (P<0.001) êáé ðáñïõóßáæáí óõ÷íü-
ôåñá áíåõðëïåéäßá (P=0.015) áðü üôé ïé c-mos(-)/p53(-) üãêïé, áëëÜ ü÷é áðü üôé ïé
c-mos(-)/p53(+) üãêïé, åýñçìá ðïõ õðïäåéêíýåé üôé ç öõóéïëïãéêÞ p53 ðáßæåé ñüëï
"öýëáêá" åëÝã÷ïíôáò ôçí åíåñãïðïßçóç ôùí ïãêïãïíéäßùí. Åðéðñüóèåôá, ôï ãåãïíüò
üôé üëåò ïé c-mos(+)/p53(-) ðåñéðôþóåéò óõíäÝïíôáí ìå áíåõðëïåéäßá óõíåðÜãåôáé
üôé ç õðåñÝêöñáóç ôïõ c-mos ßóùò åðçñåÜæåé ôç óôáèåñüôçôá ôïõ ãïíéäéþìáôïò
áíåîÜñôçôá ôçò p53. ÔÝëïò, ç áíÜëõóç ôçò ãïíéäéáêÞò áóôÜèåéáò óôçí ðåñéï÷Þ ôïõ
c-mos Ýäåéîå áðþëåéá åôåñïæõãùôßáò óôï 8.5% ôùí üãêùí. Áõôü ôï åýñçìá äåí åßíáé
óýìöùíï ìå ôï ñüëï ôïõ c-mos ùò ïãêïãïíéäßïõ êáé õðïãñáììßæåé ôçí áíÜãêç ãéá
ðåñáéôÝñù Ýñåõíá.

ËÝîåéò- êëåéäéÜ: AëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò, ìïñéáêÝò ôå÷íéêÝò

ÅÉÓÁÃÙÃÇ

Ç ãåíùìéêÞ áóôÜèåéá åßíáé ÷áñáêôçñéóôé-
êÞ ôùí êáêïçèþí êõôôÜñùí êáé äéáêñßíåôáé
óôç ìéêñïäïñõöïñéêÞ áóôÜèåéá (ÌÁ) êáé óôç
÷ñùìïóùìéêÞ áóôÜèåéá (×Á)1. Ç ÌÁ ðåñé-
ëáìâÜíåé áëëïéþóåéò óå ðïëõìïñöéêÝò, ìéêñïý
ìåãÝèïõò, ãåéôïíéêÝò, åðáíáëáìâáíüìåíåò áë-
ëçëïõ÷ßåò êáé óõíäÝåôáé óå ìéá ìéêñÞ ïìÜäá
êáñêéíùìÜôùí ôïõ ðá÷Ýïò åíôÝñïõ ìå ìåôáë-
ëÜîåéò (åðéãåíåôéêÝò Þ êëçñïíïìïýìåíåò) óôá
ãïíßäéá ôïõ ìç÷áíéóìïý åðéäéüñèùóçò óöáë-
ìÜôùí óôï æåõãÜñùìá ôùí âÜóåùí ôïõ DNA
(DNA mismatch repair genes)2. Áðü ôçí Üëëç,
ç ×Á, ç ïðïßá äçëþíåé äéðëáóéáóìïýò Þ áðþ-
ëåéåò ôìçìÜôùí Þ ïëüêëçñùí ÷ñùìïóùìÜôùí
êáé ïäçãåß óå áíþìáëï áñéèìü ÷ñùìïóùìÜ-
ôùí (áíåõðëïåéäßá), ðéèáíþò óõìâáßíåé óôéò
ðåñéóóüôåñåò êáêïÞèåéåò óôïí Üíèñùðï1. Ç

ìïñéáêÞ âÜóç ôçò ôåëåõôáßáò ìüëéò Ý÷åé áñ÷ß-
óåé íá äéåñåõíÜôáé. Åßíáé ëïãéêü íá õðïôåèåß
üôé áëëïéþóåéò óôá ãïíßäéá ðïõ óõììåôÝ÷ïõí
óôçí áíôéãñáöÞ, ôç óõìðýêíùóç êáé ôï äéá-
÷ùñéóìü ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí, êáèþò åðßóçò êáé
ç åíåñãïðïßçóç ãïíéäßùí åëÝã÷ïõ ôïõ êõôôá-
ñéêïý êýêëïõ ðïõ áíé÷íåýïõí âëÜâåò óôï DNA
êáé ôï óùóôü ó÷çìáôéóìü ôçò áôñÜêôïõ áðïôå-
ëïýí ôá êýñéá ãåãïíüôá ðïõ ïäçãïýí óå ×Á3.

Áðü ôçí ôá÷Ýùò áõîáíüìåíç ëßóôá ôùí ìï-
ñßùí ðïõ óõììåôÝ÷ïõí óôéò ïäïýò åëÝã÷ïõ ôïõ
êõôôáñéêïý êýêëïõ, ç ðñùôåÀíç p53 åßíáé ç
åõñýôåñá ìåëåôçìÝíç. Ç p53 åßíáé ìåôáãñáöé-
êüò ðáñÜãïíôáò ðïõ åìðëÝêåôáé óôçí áíáóôï-
ëÞ ôïõ êõôôáñéêïý êýêëïõ óôç öÜóç G1 óå
áðÜíôçóç óå ãåíùôïîéêü stress, óõììåôÝ÷ïíôáò
óôï ìç÷áíéóìü ôçò åðéäéüñèùóçò ôïõ DNA Þ
ôçò áðüðôùóçò óå ðåñßðôùóç ðïõ ç åðéäéüñ-
èùóç äåí åßíáé äõíáôÞ4. Åíåñãïðïéåßôáé åðß-
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óçò áðü ïãêïãüíá åñåèßóìáôá êéíçôïðïéþíôáò
ìéá áíôé-ïãêïãüíï áðüêñéóç5 êáé áðü öÜñìá-
êá-áíáóôïëåßò ôùí ìéêñïóùëçíßóêùí, ðñïêá-
ëþíôáò áíáóôïëÞ óôç öÜóç G26. Óõíåðþò, ç
p53 "áíé÷íåýåé" áëëïéþóåéò êáé óôá äýï óç-
ìåßá åëÝã÷ïõ, G1/S êáé G2/Ì. ÁõôÝò ïé äéÜ-
öïñåò éäéüôçôåò "öýëáêá" ôçò p53 äéêáéïëï-
ãïýí ôç èÝóç ôçò ùò ôïí ðéï êïéíü ãïíéäéáêü
óôü÷ï óôéò áíèñþðéíåò êáêïÞèåéåò7. Áí êáé ïé
äñÜóåéò ôçò p53 Ý÷ïõí äéåñåõíçèåß ëåðôïìå-
ñåéáêÜ4, ïé ãíþóåéò ìáò ãéá ôá âéï÷çìéêÜ óÞ-
ìáôá ðïõ ôçí åíåñãïðïéïýí åßíáé ùò ôþñá
ðåíé÷ñÝò. ÏëïÝíá áõîÜíïíôáé ôá óôïé÷åßá ðïõ
õðïäåéêíýïõí üôé ç öùóöïñõëßùóç åßíáé ìéá
ìïñöÞ óÞìáôïò ðïõ êéíçôïðïéåß ôéò ñõèìéóôé-
êÝò ëåéôïõñãßåò ôçò p53. Ç öùóöïñõëßùóç ôçò
p53 åðéôåëåßôáé áðü áñêåôÝò êéíÜóåò ôïõ êõô-
ôÜñïõ ìåôáîý ôùí ïðïßùí ç ÁÔÌ (Ataxia-Tel-
angiectasia-Mutated)8, ç DNA-åîáñôþìåíç ðñù-
ôåúíéêÞ êéíÜóç (DNA-PK)9, ç Jun-NH2 êéíÜ-
óç (JNK)10, ïé êéíÜóåò É êáé ÉÉ ôçò êáæåÀíçò, ç
êéíÜóç ðïõ åíåñãïðïéåß ôéò åîáñôþìåíåò áðü
ôéò êõêëßíåò êéíÜóåò (CAK) êáé Üëëåò9. Óå
ìéá óýã÷ñïíç áíáöïñÜ, ïé Fukasawa êáé Vande
Woude Ýäåéîáí in vitro üôé ôá åðßðåäá ôçò
öõóéïëïãéêÞò (wild type, wt) p53 áõîÜíïíôáí
ùò áðÜíôçóç óå õøçëÞ Ýêöñáóç ôùí mos/
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase),
ïäçãþíôáò óå ìåßùóç ôïõ ðïëëáðëáóéáóìïý
Þ áðüðôùóç áíÜëïãá ìå ôç öÜóç ôïõ êõôôáñé-
êïý êýêëïõ. ÐáñáôÞñçóáí åðßóçò üôé áäñá-
íïðïßçóç ôçò p53 áêïëïõèÞèçêå áðü ðåñéïñé-
óìü ôçò áíáóôïëÞò ôçò áýîçóçò, ìåãáëýôåñç
áðïôåëåóìáôéêüôçôá ìåôáó÷çìáôéóìïý áðü ôï
mos óå éíïâëÜóôåò åìâñýïõ ðïíôéêéïý (MEFs)
êáôÜ äýï Þ ôñåéò öïñÝò êáé áðü ÷ñùìïóùìéêÞ
áóôÜèåéá11.

Ôï ðñùôï-ïãêïãïíßäéï c-mos åßíáé ôï êõô-
ôáñéêü áíÜëïãï ôïõ v-mos ïãêïãïíéäßïõ, ðñïúü-
íôïò ôïõ éïý MMSV (Moloney murine sarco-
ma virus) ðïõ ôáõôïðïéÞèçêå óôéò áñ÷Ýò ôçò
äåêáåôßáò ôïõ ’80. Åíôïðßæåôáé óôç ÷ñùìïóù-
ìéêÞ ðåñéï÷Þ 8q11-12 êáé êùäéêïðïéåß ãéá ìéá
ðñùôåÀíç 39 kDa ìå äñáóôéêüôçôá êéíÜóçò
óåñßíçò-èñåïíßíçò12,13. Ôï c-mos åíåñãïðïéåß ôçí
ïäü ôùí ÌÁÑÊ, öùóöïñõëéþíïíôáò ôçí êéíÜ-
óç ôùí ÌÁÑÊ (ÌÁÑÊÊ)14. Ðáßæåé óçìáíôéêü
ñüëï óôçí ùñßìáíóç ôùí ùïêõôôÜñùí, êáôÜ
ôçí ïðïßá, ùò óõóôáôéêü ôïõ êõôôáñïóôáôéêïý
ðáñÜãïíôá (cytostatic factor, CSF), áíáóôÝëëåé
ôçí ðñüïäï ôùí ùïêõôôÜñùí óôç ìåôÜöáóç ÉÉ
óôáèåñïðïéþíôáò ôïí ðáñÜãïíôá ðñïáãùãÞò
ôçò ùñßìáíóçò (Maturation Promoting Factor,

MPF)14. ÅðéðëÝïí, ç äñáóôéêüôçôá ôïõ c-mos
óõíäÝåôáé ìå ôïí êáôÜëëçëï ó÷çìáôéóìü êáé
ðñïóáíáôïëéóìü ôçò ìåéùôéêÞò áôñÜêôïõ êáé
óôçí åðáêüëïõèç áóýììåôñç äéáßñåóç ôïõ
ùïêõôôÜñïõ êáé ôçí ðáñáãùãÞ ôïõ ðñþôïõ
ðïëéêïý óùìáôßïõ15. Ðáñüëï ðïõ ï ñüëïò ôïõ
c-mos óôçí ùñßìáíóç ôùí ùïêõôôÜñùí åßíáé
ãíùóôüò, ðïëý ëßãá åßíáé ãíùóôÜ ãéá ôçí Ýê-
öñáóÞ ôïõ êáé ôéò ëåéôïõñãßåò ôïõ óôá áíèñþ-
ðéíá óùìáôéêÜ êýôôáñá16. Óõíå÷Þò (constitu-
tive) Ýêöñáóç ôïõ c-mos óå óùìáôéêÜ êýôôáñá,
üðùò óå éíïâëÜóôåò ðïíôéêéïý, åðÜãåé ôïí êáñ-
êéíéêü ìåôáó÷çìáôéóìü17. ÕðÜñ÷ïõí éó÷õñÜ
óôïé÷åßá üôé ç ìåôáó÷çìáôéóôéêÞ äñÜóç ôïõ c-
mos, üðùò ðïëëþí Üëëùí ðñïúüíôùí ïãêïãï-
íéäßùí, áóêåßôáé üôáí åêöñÜæåôáé óôçí G1 öÜóç.
Ôï c-mos Ý÷åé ðñïôáèåß üôé óõììåôÝ÷åé ùò ìé-
ôïãüíï åñÝèéóìá, ñõèìßæïíôáò, ìÝóù ôçò ïäïý
ôùí ÌÁÑÊ, ôç äñÜóç ðïëëþí ñõèìéóôþí ôçò
öÜóçò G1, üðùò ôùí c-fos, c-jun, c-myc, S6-
êéíÜóçò ÉÉ êáé TCF/E1k-114,18. ¸÷åé ðñïôáèåß
üôé ôï c-fos åßíáé ôï êõñßùò äñáóôéêü ìüñéï ôçò
ïäïý c-mos/ÌÁÑÊ ôï ïðïßï ïäçãåß óôïí êõô-
ôáñéêü ìåôáó÷çìáôéóìü14,19. Åðéðñüóèåôá, äýï
ðñüóöáôåò ìåëÝôåò Ýäåéîáí üôé ìåôáó÷çìáôé-
óìÝíá áðü ôï v-mos êýôôáñá êáëëéåñãçìÝíá
áðïõóßá ïñïý (serum-starved) åìöÜíéæáí áõ-
îçìÝíá åðßðåäá ïñéóìÝíùí êõêëéíþí (D, E
êáé Á), êõêëéíï-åîáñôþìåíùí êéíáóþí (CDKs)
(p33cdk2 êáé p43cdc2) êáé åéäéêþí ãéá ôç öÜóç
S óõìðëüêùí E2F êáôáëÞãïíôáò üôé ç áäõíá-
ìßá ôçò áñíçôéêÞò ñýèìéóçò áõôþí ôùí êñßóé-
ìùí ñõèìéóôéêþí ãéá ôïí êõôôáñéêü êýêëï
ìïñßùí ßóùò óõíåéóöÝñåé óôï íåïðëáóìáôéêü
ìåôáó÷çìáôéóìü20,21. Åßíáé åíäéáöÝñïí üôé ï
ñüëïò ôïõ c-mos óôï ìåôáó÷çìáôéóìü ôùí
óùìáôéêþí êõôôÜñùí äå öáßíåôáé íá ðåñéïñß-
æåôáé ìüíï óôç öÜóç G1, Üëëá ðåñéëáìâÜíåé
êáé ôç ìßôùóç. Ïé äñÜóåéò ôïõ c-mos óôç öÜóç
Ì ÷áñáêôçñßæïíôáé áðü ôñïðïðïéÞóåéò áíÜ-
ëïãåò ôçò ìåéùôéêÞò äéáäéêáóßáò ðïõ ïäçãïýí
óôçí ðáñáãùãÞ äéðýñçíùí êõôôÜñùí êáé ßóùò
åßíáé åíäåéêôéêÝò åíüò íÝïõ ìç÷áíéóìïý ×Á22.

Åí üøåé ôùí äéáöüñùí äñÜóåùí ôïõ c-mos
óå áñêåôÝò êõôôáñéêÝò óåéñÝò êáé ôçò ðñïöá-
íïýò ôïõ óýíäåóçò ìå ôçí p53, äéåñåõíÞóáìå
óå ìéá âÜóç 56 ìç ìéêñïêõôôáñéêþí êáñêéíù-
ìÜôùí ôïõ ðíåýìïíá, ôá ïðïßá Ý÷ïõí ÷ñçóé-
ìïðïéçèåß óå ðñïçãïýìåíåò áíáëýóåéò åíüò
ðñùôåúíéêïý äéêôýïõ ôçò G1 öÜóçò22, ôá åîÞò:
á) ôï c-mos óå åðßðåäï ðñùôåÀíçò, mRNA êáé
DNA, â) ôç ó÷Ýóç ôïõ ìå ôç ÷ñùìïóùìéêÞ
áóôÜèåéá (áíåõðëïåéäßá) êáé ôéò êéíçôéêÝò ðá-
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ñáìÝôñïõò ôùí üãêùí [äåßêôçò ðïëëáðëáóéá-
óìïý (ÄÐ) êáé áðïðôùôéêüò äåßêôçò (ÁÄ)] êáé
ã) ôç ó÷Ýóç ôïõ ìå áëëïéþóåéò ôçò p53 êáé ôç
óõíáêüëïõèç ó÷Ýóç ôïõò ìå ôéò Üíùèé ðáñá-
ìÝôñïõò.

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÉ

1. Äåßãìáôá éóôïý

ÓõíïëéêÜ 56 ìç ìéêñïêõôôáñéêÜ êáñêéíþ-
ìáôá ðíåýìïíá ìå ôïí ðáñáêåßìåíï öõóéïëï-
ãéêü ðíåõìïíéêü éóôü áíáëýèçêáí. Áõôïß ïé
üãêïé Þôáí ìÝñïò ìéáò âÜóçò 68 ìç ìéêñïêõô-
ôáñéêþí êáñêéíùìÜôùí ôïõ ðíåýìïíá, ôáîéíï-
ìçìÝíùí óýìöùíá ìå ôá êñéôÞñéá ôïõ Ð.Ï.Õ.
êáé ôï óýóôçìá ÔÍÌ24, ðïõ Ý÷ïõí ðñïçãïõ-
ìÝíùò äéåñåõíçèåß ãéá Ýíá äßêôõï ðñùôåúíþí
ôçò öÜóçò G1, ìåôáîý ôùí ïðïßùí êáé ãéá ôçí
p5323 (Ðßíáêáò 1).

2. Áíïóïúóôï÷çìåßá

á) Áíôéóþìáôá: Ãéá ôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ
áíÜëõóç ôá áêüëïõèá áíôéóþìáôá (Abs) ÷ñç-
óéìïðïéÞèçêáí: Ñ-19 (ÔÜîç: ÉgG áéãüò ðïëõ-
êëùíéêü, åðßôïðïò: C-ôåëéêü Üêñï ôçò áíèñþ-
ðéíçò c-mos) (Santa Cruz, Bioanalytica, ÅëëÜ-
äá), DO7 (ÔÜîç: IgG2b ìïíïêëùíéêü ìõüò,
åðßôïðïò: êáôÜëïéðá 1-45 ôçò p53) (Dako, Êáë-
ëéöñïíÜò, ÅëëÜäá), ÌÉÂ-1 (ÔÜîç: IgG1, ìïíï-
êëùíéêü ìõüò, åðßôïðïò Ki-67 ðõñçíéêü áíôé-
ãüíï) (Oncogene Science, ÂéïäõíáìéêÞ, ÅëëÜ-
äá).

â) ÌÝèïäïò: Ç áíïóïúóôï÷çìåßá åðéôåëÝ-
óôçêå ìå ôçí Ýììåóç ìÝèïäï óôñåðôáâéäßíçò-
âéïôßíçò-õðåñïîåéäÜóçò üðùò Ý÷åé ðåñéãñáöåß
ðñïçãïõìÝíùò23.

ã) ÌÜñôõñåò: Ç áíèñþðéíç êõôôáñéêÞ óåé-
ñÜ ÌÅ180 áðü ôñÜ÷çëï ìÞôñáò ÷ñçóéìïðïéÞ-
èçêå ùò èåôéêüò ìÜñôõñáò ãéá ôçí áíß÷íåõóç
ôçò c-mos16. Åðéðñüóèåôá, ç åéäéêüôçôá ôïõ P-
19 áíôé-mos áíôéóþìáôïò åëÝã÷èçêå ðñï-åðùÜ-
æïíôÜò ôï ìå ôï êáôÜëëçëï ðåðôßäéï-ìÜñôõñá
(Santa Cruz, Bioanalytica, ÅëëÜäá). Ç áðïõ-
óßá áíïóïúóôï÷çìéêÞò ÷ñþóçò åðéâåâáßùóå ôçí
åéäéêüôçôá ãéá ôç c-mos. Ôá äåßãìáôá áðü ôá
êáñêéíþìáôá ôïõ ðíåýìïíá ôçò ðñïçãïýìå-
íÞò ìáò ìåëÝôçò23, ìå ÷áñáêôçñéóìÝíá åðßðå-
äá ôçò p53, ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ùò ìÜñôõñåò
ãéá ôçí áíïóïäñáóôéêüôçôá ôçò ðñùôåÀíçò p53.
Ç áñíçôéêÞ ãéá ôç c-mos êõôôáñéêÞ óåéñÜ ëåì-
öþìáôïò DB16 ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ùò áñíçôéêüò
ìÜñôõñáò. ÅðéðëÝïí, óå êÜèå óåéñÜ áíïóïá-

íôéäñÜóåùí, áíôßóùìá ôïõ óýóôïé÷ïõ êëÜóìá-
ôïò IgG, áëëÜ ìç ó÷åôéæüìåíçò åéäéêüôçôáò ÷ñç-
óéìïðïéÞèçêå ùò áñíçôéêüò ìÜñôõñáò.

ä) Áîéïëüãçóç: (é) c-mos: Êõôôáñïðëáóìáôé-
êÞ êáé ìåìâñáíéêÞ ÷ñþóç èåùñÞèçêå áðïäåé-
êôéêü óôïé÷åßï ãéá ôçí Ýêöñáóç ôïõ c-mos.
ÐõñçíéêÞ ÷ñþóç ðáñïõóßá êõôôáñïðëáóìáôé-
êïý Þ/êáé ìåìâñáíéêïý óÞìáôïò åðßóçò èåù-
ñÞèçêå åéäéêÞ, üðùò Ý÷åé Þäç ðåñéãñáöåß25.
ÁðïêëåéóôéêÜ ðõñçíéêÞ ÷ñþóç áãíïÞèçêå. Ç
áíïóïúóôï÷çìåßá åêôéìÞèçêå åîåôÜæïíôáò üëåò
ôéò äéáêñéôÝò ðåñéï÷Ýò êÜèå äåßãìáôïò üãêïõ.
Ïé üãêïé èåùñÞèçêáí èåôéêïß ãéá ôï c-mos (+)
üôáí ðÜíù áðü ôï 30% ôùí êáñêéíéêþí êõôôÜ-
ñùí ðáñïõóßáæáí èåôéêÞ ÷ñþóç åéäÜëëùò, êá-
ôáìåôñÞèçêáí ùò áñíçôéêïß (-). Óå ìéá ðñü-
óöáôç áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìåëÝôç äéáêñßíáìå ôïõò
èåôéêïýò üãêïõò óå 2 ïìÜäåò: + <30% êáé ++
>30%26. ¼ìùò, ãéá ôçí ðáñïýóá ìåëÝôç ôá
êñéôÞñéá åðáíåêôéìÞèçêáí, åðåéäÞ ìüíï ôá
êáñêéíþìáôá óôá ïðïßá >30% ôùí êõôôÜñùí
åìöÜíéæáí áíïóïäñáóôéêüôçôá óõíäÝïíôáí ìå
áõîçìÝíá åðßðåäá ôïõ mRNA ôïõ c-mos. (ii)
p53: Ïé üãêïé èåùñÞèçêáí èåôéêïß (+) üôáí
ðåñéóóüôåñï áðü ôï 20% ôùí êáñêéíéêþí êõô-
ôÜñùí åìöÜíéæáí ðõñçíéêÞ ÷ñþóç óå áíôßèåôç
ðåñßðôùóç, êáôáìåôñÞèçêáí ùò áñíçôéêïß (-).
(iii) Ki-67: Ôá êýôôáñá ôùí üãêùí åêôéìÞèçêáí
ùò èåôéêÜ üôáí ðáñáôçñåßôï ðõñçíéêÞ ÷ñþóç,
÷ùñßò êõôôáñïðëáóìáôéêü õðüâáèñï. Ï äåß-
êôçò ðïëëáðëáóéáóìïý (ÄÐ) õðïëïãßóôçêå ùò
ôï ðïóïóôü ôùí èåôéêþí ãéá ôï ÌÉÂ-1 êõôôÜ-
ñùí óå 5-7 ïðôéêÜ ðåäßá õøçëÞò ìåãÝèõíóçò
(ôïõëÜ÷éóôïí 1000 êýôôáñá åêôéìÞèçêáí). Ç
åîÝôáóç ôçò ôïìÞò Ýãéíå áðü äýï áíåîÜñôç-
ôïõò ðáñáôçñçôÝò (ÂÃ, ÐÖ). Ç ìåôáâëçôüôçôá
ìåôáîý ôùí ðáñáôçñçôþí Þôáí óôáôéóôéêþò ìç
óçìáíôéêÞ (Ñ<0,001).

3. Ìéêñïäéá÷ùñéóìüò ôçò åðéèõìçôÞò éóôé-
êÞò ðåñéï÷Þò êáé åîáãùãÞ ôùí íïõêëåúêþí
ïîÝùí

á) Ìéêñïäéá÷ùñéóìüò: Ãéá ôçí åîáãùãÞ ôïõ
DNA ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí óõíå÷üìåíåò ôïìÝò
5ìm êáé ï ìéêñïäéá÷ùñéóìüò ôçò åðéèõìçôÞò
éóôéêÞò ðåñéï÷Þò äéåîÞ÷èç üðùò ðåñéãñÜöåôáé
ðñïçãïõìÝíùò23.

â) ÅîáãùãÞ ôïõ DNA: Ôï DNA åîÞ÷èç áðü
50ìg íåïðëáóìáôéêïý õëéêïý ÷ñçóéìïðïéþíôáò
ôç ìÝèïäï öáéíüëçò/÷ëùñïöïñìßïõ/éóïáìõëé-
êÞò áëêïüëçò27.

ã) ÅîáãùãÞ ôïõ RNA: Êáñêéíéêü õëéêü ìå



9¸êöñáóç ôïõ ïãêïãïíéäßïõ c-mos óôï ìç ìéêñïêõôôáñéêü êáñêßíï ôïõ ðíåýìïíá

Äåßãìá Öýëï Çëéêßá ÊáðíéóôÞò

ÁÉ× ȩ̂öñáóç ÁíÜëõóç ÃïíéäéáêÞ ìåôÜëëáîç ÁìéíïîéêÞ ÃÁ ÁÉ× ÁíÜëõóç Åëáôôùìáôéêü ÃïíéäéáêÞ ìåôÜëëáîç

mRNA SSCP áíôéáêáôÜóôáóç D8S285 SSCP åîüíéï
á á á

3 Á 61 NAI - ÖÅ - Ï - -

19 Á 70 NAI - ÖÅ - Å - -

20 Á 66 NAI - ÖÅ - ÁÅ - + 9 äåí åîåôÜóôçêå

22 Á 70 NAI - ÖÅ - Å - -

23 Á 79 NAI - ÖÅ - Å - -

25 Á 63 Ï×É - ÖÅ - Å - -

27 Á 70 Ï×É - ÖÅ - ÁÅ - + 8 êùäéêüíéï 282, CGG -> _GG

30 Á 75 NAI - ÖÅ - Å - -

31 Á 64 NAI - ÖÅ + êùäéêüíéï 22, CGG-> CTT R -> L Å - -

39 Á 56 NAI - ÖÅ - - - -

44 Á 72 Ï×É - ÖÅ - ÁÅ - + 6 êùäéêüíéï 213, CGA -> _GA

45 Á 57 NAI - ÖÅ - Å - -

46 Á 68 Ï×É - ÖÅ - ÁÅ - -

49 Á 53 Ï×É - ÖÅ - Å - -

50 Á 62 Ï×É - ÖÅ - Å - -

51 Á 48 NAI - ÖÅ - Å - -

54 Á 65 NAI - ÖÅ - Å - -

62 Á 57 NAI - ÖÅ - Å - + 8 êùäéêüíéï 270, TTT -> ATT

66 Á 58 NAI - ÖÅ - Å - -

13 Á 64 NAI - ÖÅ - Å + + 7 êùäéêüíéï 248 CGG -> CTG

15 Á 69 NAI - ÖÅ - ÁÅ + + 5 êùäéêüíéï 163, TAC -> TGC

18 Á 73 NAI - ÖÅ - Å + + 7 êùäéêüíéï 230,  ACC -> AAC

24 Á 62 NAI - ÖÅ - - + + 4 êùäéêüíéï 74, GCC -> ACC

28 Á 60 NAI - ÖÅ - Å + + 5 êùäéêüíéï 157, GTC -> TCC

29 Á 61 NAI - ÖÅ - Å + + 4 êùäéêüíéï 69,  GCT -> GGT

42 Á 76 NAI - ÖÅ - Å + + 5 êùäéêüíéï 157, GTC -> TTC

47 Á 71 NAI - ÖÅ - Ï + -

52 Á 72 NAI - ÖÅ - Å + + 8 êùäéêüíéï 273, CGT -> CAT 

53 Á 60 NAI - ÖÅ - Å + + 9 êùäéêüíéï 319, AAG -> AAT

55 Á 52 Ï×É - ÖÅ - Å + + 8 êùäéêüíéï 275, TGT -> TTT

57 Á 58 NAI - ÖÅ - Å + + 5 êùäéêüíéï 153, CCC -> CAC

59 Á 65 NAI - ÖÅ - Å + + 5 êùäéêüíéï 143, GTG -> GCC

60 Á 64 NAI - ÖÅ - - + -

61 Á 59 NAI - ÖÅ - Å + -

63 È 60 NAI - ÖÅ - Å + -

64 Á 62 NAI - ÖÅ - Å + -

65 Á 56 NAI - ÖÅ - Å + -

67 Á 71 Ï×É - ÖÅ - Å + -

37 Á 71 Ï×É + YE - ÌÁ - -

43 Á 60 Ï×É + YE + êùäéêüíéï 260, GCC -> GCA A->A ÁÅ - + 4 êùäéêüíéï 60, CCA -> CCT

4 Á 60 NAI + YE - Å + + 7 êùäéêüíéï 249, AGG -> AGT

9 Á 53 NAI + YE - - + + 7 êùäéêüíéï 238, TGT -> TTT

10 È 68 NAI + YE - Å + + 4 êùäéêüíéï. 93,  CTG -> ATG

11 Á 70 NAI + YE - ÌÁ + + 8 êùäéêüíéï 280, AGA -> ATA

14 Á 74 NAI + YE - Å + + 7 êùäéêüíéï 239, AAC -> ACC

16 Á 63 NAI + YE - Å + -

17 Á 64 NAI + YE - Å + -

26 Á 63 NAI + YE - Å + + 6 êùäéêüíéï 196, CGA -> CCA

48 Á 73 NAI + YE + êùäéêüíéï 324, AGC-> AGT S-> S Å + + 7 êùäéêüíéï 237, ATG -> ATA

56 Á 58 NAI + YE - Å + -

58 Á 52 Ï×É + YE - Å + -

68 Á 61 NAI + YE - Å + -

1 Á 57 NAI ÌÁ ÌÁ - Å + -

2 Á 60 NAI ÌÁ YE - Å ÌÁ -

7 Á 64 NAI ÌÁ ÌÁ - Å + + 8 êùäéêüíéï 273, CGT -> CTT

21 Á 70 NAI ÌÁ ÌÁ - - - -

ÁíÜëõóç ôïõ c-mos ÁíÜëõóç p53

Á: ¢ññåí, È: ÈÞëõ

ÁÉ×: Áíïóïúóôï÷çìåßá, +: Èåôéêü, -: Áñíçôéêü, ÌÁ: Ìç ÁîéïëïãÞóéìï

ÖÅ: ÖõóéïëïãéêÞ ¸êöñáóç, ÕÅ: ÕðåñÝêöñáóç

SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism analysis, +(-): õðïäåéêíýåé ðéèáíÞ ìåôÜëëáîç (ü÷é ìåôÜëëáîç), ÌÐ: Ìåôáôüðéóç Ðëáéóßïõ

ÃÁ: ÁíÜëõóç ÃïíéäéáêÞò ÁóôÜèåéáò, ÁÅ: Áðþëåéá Åôåñïæõãùôßáò, Ï: Ïìüæõãï, Å: Åôåñüæõãï

ÄÐ: Äåßêôçò Ðïëëáðëáóéáóìïý, ÁÄ: Áðïðôùôéêüò Äåßêôçò, Ä: ÄéðëïåéäÞò, Áí: Áíåõðëïåéäéêüò

Ðë: Êáñêßíùìá åê ðëáêùäþí êõôôÜñùí, Áä: Áäåíïêáñêßíùìá, ÁÌ: Áäéáöïñïðïßçôï Ìåãáëïêõôôáñéêü êáñêßíùìá
á
äåäïìÝíá áðü ðñïçãïýìåíç ìåëÝôç (23)

â
óå ìÞíåò ìåôÜ ôçí åã÷åßñçóç, +: õðïäåéêíýåé üôé ï áóèåíÞò âñßóêåôáé åí æùÞ

Ðßíáêáò 1. Óýíïøç ôùí êëéíéêïðáèïëïãéêþí ÷áñáêôçñéóôéêþí, ôçò áíÜëõóçò ôùí p53 êáé c-mos, Äåßêôç
Ðïëëáðëáóéáóìïý, Áðïðôùôéêïý Äåßêôç êáé ðëïåéäßáò.

áíôéêáôÜóôáóç



Añ÷åßá ÐáèïëïãéêÞò ÁíáôïìéêÞò Ôüìïò 13ïò, Ôåý÷ç 1ï, 2ï, 3ï10

ÁÁ: Áñ÷éêÞ ÁðïäéÜôáîç, Á: ÁðïäéÜôáîç, Ð: Ðñüóäåóç ôùí åêêéíçôþí, Å: ÅðÝêôáóç, Ê: Áñéèìüò Êýêëùí, ÔÅ: ÔåëéêÞ ÅðÝêôáóç

ÔìÞìá ÈÝóç ÅêêéíçôÝò

áíáö. 12 5'->3' ÁÁ Á Ð Å Ê ÔÅ

1 194 GTC TCT TCA TTC ACT CCA GCG 95°C 94°C 60°C 72°C 30 72°C

515 CTT GTT CAC TTG CTT TAT GGC 3min 30sec 30sec 15sec 4min

2 438 TGG GAG CTG GAG GGT TTG GC 95°C 94°C 66°C 72°C 30 72°C

750 TCC AGT GCG GCA GTG AGG CT 3min 30sec 30sec 15sec 4min

3 803 GCC TGC TCT TCC TCC ACT CG 95°C 94°C 68°C 72°C 30 72°C

1100 AGT ATG TGC TGC CGC TCC CC 3min 30sec 30sec 15sec 4min

4 1052 AAA TGA CTA CCA AGC AGG CG 95°C 94°C 60°C 72°C 30 72°C

1284 ACC AAG TTT TCA GTC AGC CG 3min 30sec 30sec 15sec 4min

Èåñìéêü ðñüôõðï

Ðßíáêáò 2. ÅêêéíçôÝò êáé áíôßóôïé÷á èåñìéêÜ ðñüôõðá ãéá êÜèå ôìÞìá ôïõ c-mos

ðåñéóóüôåñï áðü 90% êáñêéíéêÜ êýôôáñá ÷ñç-
óéìïðïéÞèçêå ãéá ôçí åîáãùãÞ ôïõ RNA, åðåéäÞ
ï ìéêñïäéá÷ùñéóìüò äåí åßíáé åöáñìüóéìïò
ãéá ìåèüäïõò ÷åéñéóìïý ôïõ RNA. Ôï RNA
åîÞ÷èç ìå ôï áíôéäñáóôÞñéï Trizol (Life Tech-
nologies, Áíôé-Óåë, ÅëëÜäá) óýìöùíá ìå ôéò
ïäçãßåò ôïõ êáôáóêåõáóôÞ. Ç ðïéüôçôá êáé ç
ðïóüôçôá ôïõ RNA åêôéìÞèçêáí ìå çëåêôñï-
öüñçóç óå áðïäéáôáêôéêü ðÞêôùìá áãáñüæçò-
öïñìáëäåàäçò êáé öáóìáôïöùôïìåôñßá óôá 260
êáé 280nm.

4. ÐïëëáðëÞ ÁëõóéäùôÞ Áíôßäñáóç ôçò Ðï-
ëõìåñÜóçò óå óõíäõáóìü ìå áíÜóôñïöç ìå-
ôáãñáöÜóç (Multiplex RT-PCR)

ÐñïêåéìÝíïõ íá åîåôÜóïõìå ôá åðßðåäá ôïõ
mRNA ôïõ c-mos óôïí üãêï êáé ôïõò ðáñá-
êåßìåíïõò öõóéïëïãéêïýò éóôïýò, åêôåëÝóáìå
ôçí çìéðïóïôéêÞ ìÝèïäï ðïëëáðëÞò PCR ìå
áíÜóôñïöç ìåôáãñáöÜóç. Ôï ôìÞìá-óôü÷ïò ôïõ
mRNA åíéó÷ýåôáé ôáõôü÷ñïíá ìå ìåãáëýôåñï
ôìÞìá mRNA áíáöïñÜò åíüò ìïñßïõ ðïõ åê-
öñÜæåôáé óå üëá ôá êýôôáñá28. Ïé ó÷åôéêïß ëüãïé
ôùí ðñïúüíôùí åíßó÷õóçò óôá äåßãìáôá ôïõ
üãêïõ áíôéêáôïðôñßæïõí ôç ó÷åôéêÞ áíáëïãßá
ôùí áñ÷éêþí mRNAs êáé óõãêñßíïíôáé ìå ôïõò
ó÷åôéêïýò ëüãïõò ôïõ óýóôïé÷ïõ öõóéïëïãé-
êïý éóôïý28.

á) Óýíèåóç ôïõ cDNA: cDNA óõíôÝèçêå
áðü 5ìg ïëéêïý RNA ìå ôç ÷ñÞóç oligo-dT
êáé áíôßóôñïöçò ìåôáãñáöÜóçò ÌÌLV (Life
Technologies, Áíôé-Óåë, ÅëëÜäá) óýìöùíá ìå
ôéò ïäçãßåò ôïõ êáôáóêåõáóôÞ.

â) ÅêêéíçôÝò: Ïé åêêéíçôÝò ðïõ ÷ñçóéìï-
ðïéÞèçêáí óôçí áíôßäñáóç Þôáí:
· cDNA-óôü÷ïò: Ïé åêêéíçôÝò ãéá ôï ôìÞìá
ôïõ c-mos Þôáí (Ðßíáêáò 2):
5´- GCC TGC TCT TCC TCC ACT CG - 3´
(ÈÝóç 803)

5´- AGT ATG TGC TGC CGC TCC CC - 3´
(ÈÝóç 1100)

· cDNA áíáöïñÜò: ¸íá ôìÞìá 548bp ôçò â-
áêôßíçò ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ùò áíáöïñÜ.
ã) ÌÝèïäïò: Ç áíôßäñáóç ôçò PCR åðéôå-

ëÝóôçêå óå 30ìl ðïõ ðåñéåß÷áí 10ìÌ Tris-
HCl, pH 8,8, 50ìÌ KCl, 1,5mM MgCl2, 0,1%
Triton X-100, 200ìÌ áðü êÜèå ôñéíïõêëåïôß-
äéï (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 30ìÌ åêêéíç-
ôþí ôïõ c-mos, 20ìÌ åêêéíçôþí â-áêôßíçò, 5ìl
ôïõ ïëéêïý cDNA êáé 1Unit Taq DNA ðïëõ-
ìåñÜóçò  (Promega, Bioanalytica, ÅëëÜäá). Ôï
èåñìéêü ðñüôõðï ôïõ êýêëïõ Þôáí áðïäéÜôáîç
óôïõò 95°C ãéá äýï ëåðôÜ ðñéí ôçí ðñïóèÞêç
ôçò Taq ðïëõìåñÜóçò, ðïõ áêïëïõèÞèçêå áðü
25 êýêëïõò 1min óôïõò 95°C, 1min óôïõò
60°C êáé 1min óôïõò 72°C. Ôá ðñïúüíôá ôçò
PCR áíáëýèçêáí ìå çëåêôñïöüñçóç óå ðç-
êôþìáôá áãáñüæçò 2% ýóôåñá áðü ÷ñþóç ìå
âñùìéïý÷ï áéèßäéï.

ä) ÌÜñôõñåò: (i) Åöüóïí ôï ãïíßäéï c-mos
äåí äéáèÝôåé éíôñüíéá, Ýíá èåôéêü ðñïúüí ôçò
PCR èá ìðïñïýóå èåùñçôéêÜ íá ðñïêýøåé áðü
ðñïóìßîåéò DNA óôá äéáëýìáôá ôïõ RNA. Ãéá
íá áðïêëåéóèåß áõôÞ ç ðéèáíüôçôá, åðéôåëÝóá-
ìå ôéò áíôéäñÜóåéò ðáñïõóßá Þ áðïõóßá áíÜ-
óôñïöçò ìåôáãñáöÜóçò ðñéí ôçí åíßó÷õóç ôïõ
cDNA. ÐñïóìåìåéãìÝíá ìå DNA äéáëýìáôá
RNA õðÝóôçóáí êáôåñãáóßá ìå DNAÜóç êáé/
Þ 4M LiCl2 êáé åðáíåëÝã÷èçêáí üðùò ðåñé-
ãñÜöçêå Üíùèé. (ii) Ãéá íá áðïêëåéóèåß ç ðéèá-
íüôçôá øåõäþò èåôéêþí áðïôåëåóìÜôùí ëüãù
ìüëõíóçò êáôÜ ôç ìåôáöïñÜ (carry-over ef-
fect), RNA áðïìïíþèçêå áðü äéÜöïñåò êõôôá-
ñéêÝò óåéñÝò ðïíôéêéïý êáé ðåñéåëÞöèç óôá
ðåéñÜìáôá ùò áñíçôéêüò ìÜñôõñáò. Áöïý ïé
åêêéíçôÝò ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí äåí åìöáíß-
æïõí ïìïëïãßá óôçí áëëçëïõ÷ßá ôïõò ìå ôï c-
mos ôïõ ðïíôéêéïý12,29, äåí áíáìåíüôáí åéäéêü
ðñïúüí áðü ôçí PCR óôá êýôôáñá ôïõ ðïíôé-



11¸êöñáóç ôïõ ïãêïãïíéäßïõ c-mos óôï ìç ìéêñïêõôôáñéêü êáñêßíï ôïõ ðíåýìïíá

êáé ôçí p53 êáé ïé óõíèÞêåò ôçò PCR Þôáí ïé
åîÞò:
· ãïíßäéï c-mos: ÂÜóåé ôçò íïõêëåïôéäéêÞò
áëëçëïõ÷ßáò ôïõ ãïíéäßïõ ôïõ c-mos, üðùò
äçìïóéåýôçêå áðü ôïõò Watson et al.12, ïé
åêêéíçôÝò ó÷åäéÜóôçêáí ìå ôç ÷ñÞóç ôïõ
ëïãéóìéêïý Oligo (Version 4.01) (National
Biosciences Inc., Plymouth, ÇÐÁ), þóôå íá
ðáñá÷èïýí 4 ìåñéêþò åðéêáëõðôüìåíá ôìÞ-
ìáôá (Åéêüíá 1, Ðßíáêáò 2). Ôá èåñìéêÜ
ðñïãñÜììáôá ôçò PCR ðáñïõóéÜæïíôáé óôïí
ðßíáêá 2.

· ãïíßäéï p53:  Ãéá ôçí áíÜëõóç ôïõ ãïíé-
äßïõ p53 åíéó÷ýèçêå Ýíá ôìÞìá 2,9kb ôïõ
ãïíéäßïõ ôçò p53, ôï ïðïßï ðåñéÝ÷åé ôá åîü-
íéá 4 Ýùò 9, áöïý ðñïãåíÝóôåñåò ìåëÝôåò
Ý÷ïõí äåßîåé üôé ç ðëåéïøçößá ôùí ìåôáë-
ëÜîåùí ôçò p53, óôá êáñêéíþìáôá ôïõ ðíåý-
ìïíá, åíôïðßæåôáé óôçí ðåñéï÷Þ áõôÞ23.
ÌåìïíùìÝíá åîüíéá (4-9) åíéó÷ýèçêáí  ìå
ôçí ôå÷íéêÞ öùëåáóìÝíçò PCR (nested-PCR).
â. ÁðïäéÜôáîç êáé çëåêôñïöüñçóç ôùí

ðñïúüíôùí ôçò PCR: Ôá ðñïúüíôá ôçò PCR
áðïäéáôÜ÷ôçêáí ðáñïõóßá 7M ïõñßáò êáé 50%
öïñìáìéäßïõ óôïõò 95°C ãéá 5min êáé áêï-
ëïýèùò äéá÷ùñßóôçêáí óå ðÞêôùìá ðïëõáêñõ-
ëáìéäßïõ 10% (37,5/1) ãéá 3500Vh.

6. Áõôüìáôïò ðñïóäéïñéóìüò ôçò ðñùôïäéÜ-
ôáîçò ôïõ DNA

Ôá ôìÞìáôá ôïõ DNA ðïõ åìöÜíéóáí ìå-
ôáâïëÝò óôçí çëåêôñïöïñçôéêÞ êéíçôéêüôçôá
êáèáñßóôçêáí êáé áíáëýèçêáí ðåñáéôÝñù ìå
ôç ìÝèïäï áõôüìáôïõ ðñïóäéïñéóìïý ôçò ðñù-
ôïäéÜôáîçò ôïõ DNA.

á. Êáèáñéóìüò ôïõ ðñïúüíôïò ôçò PCR: Ôá
ðñïúüíôá ôçò PCR êáèáñßóôçêáí ìå QIAquick
Gel Extraction kit (QIAGEN, Bioanalytica,

ôìÞìá 1
ÔìÞìá 2

ÔìÞìá 3

ÔìÞìá 4

0 1303

Ðåñéï÷Þ ðñüóäåóçò ATP åíåñãüò ðåñéï÷Þ

Ðåñéï÷Þ ÐñùôåúíéêÞò ÊéíÜóçò

Åéêüíá 1. Ó÷çìáôéêÞ áíáðáñÜóôáóç ôïõ cDNA ôïõ c-mos. Ïé åêêéíçôÝò ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí
óôçí áíÜëõóç ôùí ìåôáëëÜîåùí õðïäåéêíýïíôáé ìå âåëÜêéá.

êéïý ðïõ åîåôÜóôçêáí óå áðïõóßá ðñüóìéîçò
ìå ôçí áíèñþðéíç áëëçëïõ÷ßá ôïõ c-mos. (iii)
Ãéá íá áðïöåõ÷èïýí ðéèáíÝò åíäïðåéñáìáôé-
êÝò áëëïéþóåéò êáôÜ ôçí RT-PCR ðïõ èá ìðï-
ñïýóáí íá åðçñåÜóïõí ôïí ðñáãìáôéêü ëüãï
ôùí ìåôáãñÜöùí (óôü÷ïò ðñïò áíáöïñÜ), äéá-
ëýìáôá RNA ðïõ áñáéþèçêáí êáôÜ äýï ôÜ-
îåéò ìåãÝèïõò ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí óôéò åíéó÷ý-
óåéò ôùí ìáñôýñùí. Áðü áõôÝò ôéò áíôéäñÜóåéò
Ýíáò ìéêñüò áñéèìüò êýêëùí PCR åðåëÝãç
ãéá ôçí åêôßìçóç ôùí ëüãùí ôùí ìåôáãñÜöùí
ôïõ RNA.

å) Áîéïëüãçóç: Ï ó÷åôéêüò ëüãïò c-mos/â-
áêôßíç åêôéìÞèçêå ÷ñçóéìïðïéþíôáò Ýíá óý-
óôçìá áíÜëõóçò åéêüíáò (Media Cybernetics,
Maryland, ÇÐÁ). ÅðåéäÞ ç åíßó÷õóç ôïõ ôìÞ-
ìáôïò â-áêôßíçò äåí åßíáé áðáñáßôçôá ðáñü-
ìïéá ìå åêåßíç ôïõ c-mos, óõãêñßèçêå ï ó÷åôé-
êüò ëüãïò ôïõ c-mos êáé ôçò â-áêôßíçò áíÜìå-
óá óôá óýóôïé÷á äåßãìáôá ôïõ üãêïõ êáé ôá
öõóéïëïãéêÜ äåßãìáôá [c-mos/â-áêôßíç (ðáèï-
ëïãéêü): c-mos/â-áêôßíç (öõóéïëïãéêü)]. Åðéôå-
ëþíôáò ôçí áíùôÝñù äéáäéêáóßá óå 100 æåýãç
öõóéïëïãéêþí-öõóéïëïãéêþí äåéãìÜôùí ãéá íá
åêôéìÞóïõìå ôç öõóéïëïãéêÞ äéáêýìáíóç áõ-
ôïý ôïõ ëüãïõ, ôç âñÞêáìå íá åßíáé 1,00±0,18.
¼ôáí ï ó÷åôéêüò ëüãïò ðáèïëïãéêü/öõóéïëï-
ãéêü Þôáí ìÝóá óå áõôü ôï åýñïò, ôá åðßðåäá
ôïõ mRNA ôïõ c-mos èåùñÞèçêáí öõóéïëïãé-
êÜ. ÔéìÝò ìåãáëýôåñåò ôïõ 1,18 åñìçíåýôçêáí
ùò õðåñÝêöñáóç ôïõ c-mos.

5. ÁíÜëõóç ôïõ ðïëõìïñöéóìïý ôçò óôåñåï-
äéáìüñöùóçò ôçò ìïíÞò áëýóïõ DNA (SSCP)

Ç ìÝèïäïò åðéôåëÝóôçêå óå æåýãç DNA áðü
öõóéïëïãéêü êáé ðáèïëïãéêü éóôü üðùò Ý÷åé
ðåñéãñáöåß ðñïçãïõìÝíùò23.

á. ÅêêéíçôÝò: Ïé åêêéíçôÝò ãéá ôï c-mos
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áðïôåëÝóìáôá áíáëýèçêáí ìå ôç ÷ñÞóç ôïõ
ëïãéóìéêïý Genescan and Genotyper (PE-Ap-
plied Biosystems, ÂáìâáêÜò, ÁèÞíá). (ii) ãïíß-
äéï ôçò p53:  Ôá åîüíéá ôçò p53 ðïõ ðåñéåß÷áí
ðéèáíþò ìåôáëëÜîåéò åíéó÷ýèçêáí ìå æåýãïò
åêêéíçôþí ðïõ Ýöåñáí åðÝêôáóç ãéá áëëçëïõ-
÷ßá ôïõ öÜãïõ Ì13 êáé áíáëýèçêáí üðùò
Ý÷åé ðåñéãñáöåß ðñïçãïõìÝíùò23.

ã. Áîéïëüãçóç: Ðñïò áðïöõãÞ øåõäþò èå-
ôéêþí áðïôåëåóìÜôùí ëüãù ìåôáëëÜîåùí ðïõ
ïöåßëïíôáí óôçí Taq ðïëõìåñÜóç, üëåò ïé
áíôéäñÜóåéò ôçò PCR êáé ç áíÜëõóç ôçò ðñù-
ôïäéÜôáîçò åðéôåëÝóôçêáí êáé åðéâåâáéþèçêáí
äýï öïñÝò áðü äýï áíåîÜñôçôá åñãáóôÞñéá.

7. ÁíÜëõóç ôçò ãïíéäéáêÞò áóôÜèåéáò

Ãéá íá åîåôÜóïõìå áëëïéþóåéò ôùí áëëçëï-
ìüñöùí ôïõ c-mos êáé ôçò p53, äéáëÝîáìå äýï
äåßêôåò: ôïí D8S285, ðïõ åðåëÝãç áðü ôï Link-
age Mapping Set v2.0 (PE-Applied Biosystems,
ÂáìâáêÜò, ÁèÞíá) êáé âñßóêåôáé óå ãåéôíßáóç
(ôåëïìåñéêü Üêñï) ìå ôï c-mos, êáé ôïí
D17S179E, Ýíáí ðåíôáíïõêëåïôéäéêü äåßêôç, ï
ïðïßïò åíôïðßæåôáé ìÝóá óôï ðñþôï éíôñüíéï
ôïõ ãïíéäßïõ p53 êáé ðïõ ó÷åäéÜóôçêå ìå ôç
÷ñÞóç ôïõ ëïãéóìéêïý Oligo (Version 4.01). Ï
ãïíéäéáêüò ôüðïò D8S285 áíáëýèçêå üðùò
ðåñéãñÜöçêå ðñïçãïõìÝíùò23, åíþ ï D17S179E
ùò åîÞò:

á. ÅêêéíçôÝò: Ïé åêêéíçôÝò ôïõ D17S179E
ðáñÜãïõí Ýíá ôìÞìá 161bp êáé ïé áëëçëïõ-
÷ßåò ôïõò åßíáé:
5´ - AGTAAGCGGAGATAGTGCCA - 3´
5´ - GCACTGACAAAACATCCCCT - 3´

â. ÌÝèïäïò: Ïé äåßêôåò åíéó÷ýèçêáí óå ìéá
óåéñÜ äéðëþí áíôéäñÜóåùí. Ôï ìåßãìá ôçò
áíôßäñáóçò áðïôåëïýóáí: 1x GeneAmp buffer
II, 250ìÌ dNTPs, 2mÌ ÌgCl2 êáé 2Units
AmpiTaq Gold ðïëõìåñÜóç. Ïé ðáñÜìåôñïé
åíßó÷õóçò ôçò PCR Þôáí: áñ÷éêÞ áðïäéÜôáîç
ãéá 12min óôïõò  95°C, 30 êýêëïé ôùí 30sec
óôïõò 94°C, 30sec óôïõò 55°C êáé 30sec óôïõò
72°C ðïõ áêïëïõèÞèçêáí áðü åðÝêôáóç ãéá
20min óôïõò 72°C. Ôá ðñïúüíôá áðïäéáôÜ÷èç-
êáí óå ñõèìéóôéêü äéÜëõìá öïñôþìáôïò (size
marker ROX-350/êõáíïýí ôçò äåîôñÜíçò/öïñ-
ìáìßäéï: 1/1/5) óôïõò 950C ãéá 5min êáé
áíáëýèçêáí ìå ABI-PRISM 377 Automatic
Sequencer (PE-Applied Biosystems, ÂáìâáêÜò,
ÁèÞíá). Ôá áðïôåëÝóìáôá áîéïëïãÞèçêáí ìå
ôç ÷ñÞóç ëïãéóìéêïý Genescan and Genoty-
per (PE-Applied Biosystems, ÂáìâáêÜò, ÁèÞ-

íá).
ã. Áîéïëüãçóç: Ç ìåôáâëçôüôçôá ôçò áíôß-

äñáóçò êáé ï êáèïñéóìüò ôùí ïñßùí áîéïëü-
ãçóçò ãéá ôç ìÝôñçóç ôçò ãïíéäéáêÞò áóôÜ-
èåéáò Ý÷ïõí ðåñéãñáöåß31. ¼ôáí ï ëüãïò Ýíôá-
óçò áëëçëïìüñöùí åß÷å ôéìÝò ?0,65 Þ ?1,54,
ôá äåßãìáôá êáôáìåôñÞèçêáí ùò áðþëåéá åôå-
ñïæõãùôßáò (ÁÅ)? åéäÜëëùò, üôáí ïé ôéìÝò ôïõò
êõìáßíïíôáí ìåôáîý 0,77-1,23, êáôáìåôñÞèç-
êáí ùò áñíçôéêÜ. Äåßãìáôá ðïõ åìöÜíéóáí
ôéìÝò 1,23-1,54 Þ 0,65-0,77 õðïâëÞèçêáí óå
äåýôåñç äïêéìáóßá êáé êáôáìåôñÞèçêáí ùò ÁÅ
ìüíï åÜí ëáìâáíüôáí êáé äåýôåñç èåôéêÞ ôéìÞ.

8. ÁíÜëõóç ôçò ðëïåéäßáò ôïõ ðõñçíéêïý
DNA

á. ÌÝèïäïò: Ç ÷ñþóç ôùí äåéãìÜôùí Ýãéíå
óýìöùíá ìå ôï ðñùôüêïëëï Thionin-Feulgen32.
Åí óõíôïìßá, 5ìm ôïìþí ðáñáößíçò áðïðá-
ñáöéíþèçêáí, åðáíõäáôþèçêáí óå äéáëýìáôá
åëáôôïýìåíïõ áëêïïëéêïý âáèìïý êáé õðåâëÞ-
èçêáí óå üîéíç õäñüëõóç óå 5Í ÇCl óå èåñìï-
êñáóßá äùìáôßïõ ãéá 1h. Áêïëïýèùò, ç ÷ñþ-
óç ôùí ôïìþí Ýãéíå ìå ôï áíôéäñáóôÞñéï Thion-
in-Schiff (0,5% thionin, 0,5% äéèåéþäåò íÜ-
ôñéï, 0,1Í HCl) ãéá 90min óå èåñìïêñáóßá
äùìáôßïõ. Êáôüðéí, ôá äåßãìáôá åêðëýèçêáí
ôñåéò öïñÝò (30sec, 5min êáé 10min) óå ðñü-
óöáôá ðáñáóêåõáóìÝíï äéÜëõìá Ýêðëõóçò
èåéùäþí áëÜôùí (0,5% äéèåéþäåò íÜôñéï, 0,05Í
HCl) êáé ìßá öïñÜ óå ôñå÷ïýìåíï íåñü âñý-
óçò ãéá 10min. ¸íá åðéðñüóèåôï óôÜäéï Ýê-
ðëõóçò óå üîéíç áëêïüëç (70% áëêïüëç, 0,1N
HCl) ÷ñçóéìïðïéÞèçêå, þóôå íá áõîçèåß ç
áíôßèåóç ôçò ÷ñþóçò. Åí ôÝëåé, ïé ôïìÝò áöõ-
äáôþèçêáí óå áëêïüëç êáé åãêëåßóôçêáí óå
ìïíéìïðïéçôéêü õëéêü ìå âÜóç ôçí îõëüëç.

â. Áîéïëüãçóç: Ç äéáäéêáóßá ìÝôñçóçò
åðéôåëÝóôçêå ìå ôç ÷ñÞóç ôïõ Optipath TV-
based image analysis system (Meyer Instru-
ments, Houston, Texas) åîïðëéóìÝíïõ ìå ìé-
êñïóêüðéï êáé øçöéáêÞ êÜìåñá. Ùò åóùôåñé-
êÞ áíáöïñÜ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ìÜñôõñåò ëåì-
öïêýôôáñá Þ êïêêéïêýôôáñá. Óå êÜèå áíÜëõ-
óç, ðåñßðïõ 100 ìÜñôõñåò êáé 350 êýôôáñá
üãêïõ ìåôñÞèçêáí. Ãéá íá äéáêñéèïýí ôá ìç
äéðëïåéäÞ êýôôáñá áðü ôá äéðëïåéäÞ, ôÝèçêå
ùò áíþôåñï üñéï ãéá ôéò äéðëïåéäåßò ôéìÝò ôï
2,5c. ÅðåéäÞ ôï êëÜóìá ðÜíù áðü 2,5c ìðïñåß
íá ðåñéëáìâÜíåé ðïëëáðëáóéáæüìåíá äéðëïåéäÞ
êýôôáñá, õðïëïãßóáìå åðßóçò ôï êëÜóìá ôùí
êõôôÜñùí ôïõ üãêïõ ìå ôéìÝò DNA ðÜíù áðü
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10. ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç

Ïé ðéèáíÝò ó÷Ýóåéò áíÜìåóá óôï c-mos êáé
ôçí p53 áíåîÜñôçôá, óôá ðñüôõðá ôùí c-mos/
p53 ìå ôï ÄÐ, logÁÄ, ôçí ðëïåéäßá êáé ôéò
êëéíéêïðáèïëïãéêÝò ðáñáìÝôñïõò áîéïëïãÞèç-
êáí ìå ôç ìç ðáñáìåôñéêÞ ìÝèïäï Kruskal-
Wallis êáé ôï ×2 êáôÜ Pearson (Ðßíáêáò 3).
ÅðéðëÝïí, ç áíÜëõóç ôçò ìåôáâëçôüôçôáò
(ÁÍÏVA) ÷ñçóéìïðïéÞèçêå, þóôå íá åêôéìç-
èåß åéäéêüôåñá ç ðéèáíÞ ó÷Ýóç áíÜìåóá óôçí
p53, ôá ðñüôõðá ôùí c-mos/p53 êáé ôá ÄÐ,
logÁÄ (Ðßíáêáò 5). ×ñçóéìïðïéÞèçêå áíÜëõ-
óç ìå ëïãéóôéêÞ åîÜñôçóç ãéá ôçí åêôßìçóç
ðéèáíþí ó÷Ýóåùí áíÜìåóá óôçí p53, ôá ðñü-
ôõðá ôùí c-mos/p53 êáé ôçí ðëïåéäßá (Ðßíá-
êáò 5). Åí ôÝëåé, êáìðýëåò åðéâßùóçò Kaplan-
Meyer ó÷åäéÜóôçêáí ãéá ôéò ðáñáìÝôñïõò ðïõ
åîåôÜóôçêáí óôç ðáñïýóá ìåëÝôç. ÄéáöïñÝò
áíÜìåóá óôéò êáìðýëåò åðéâßùóçò åîåôÜóôç-
êáí ìå ôç äïêéìáóßá log-rank. Ïëüêëçñç ç
áíÜëõóç åðéôåëÝóôçêå ìå ôï óôáôéóôéêü ðáêÝ-
ôï SAS. Ç óôáôéóôéêÞ äéáöïñÜ èåùñÞèçêå óç-
ìáíôéêÞ üôáí ç ôéìÞ ôïõ Ñ Þôáí <0,05.

ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

1. ÁíÜëõóç ôùí c-mos êáé p53

á. c-mos

i) Áíïóïúóôï÷çìåßá êáé ó÷Ýóç ìå ôéò êëéíé-
êïðáèïëïãéêÝò ðáñáìÝôñïõò: ¸êöñáóç ôïõ c-
mos ðáñáôçñÞèçêå óå 14 áðü 52 áîéïëïãÞóé-
ìåò ðåñéðôþóåéò (27%). Ç ÷ñþóç åíôïðéæüôáí
êõñßùò óôï êõôôáñüðëáóìá êáé óôçí êõôôáñé-
êÞ ìåìâñÜíç, áëëÜ óå ïñéóìÝíåò ðåñéðôþóåéò
êáé ðõñÞíåò áíôéäñïýóáí ìå ôï áíôé-mos áíôß-
óùìá. Ç Ýêöñáóç ðåñéïñéæüôáí óôéò êáñêéíé-
êÝò ðåñéï÷Ýò (Åéêüíá 2á). ÓçìáíôéêÞ åôåñïãÝ-
íåéá ðáñáôçñÞèçêå óôç ÷ñþóç ìÝóá óôïõò
ßäéïõò ôïõò üãêïõò. Ç ó÷Ýóç áíÜìåóá óôá
áðïôåëÝóìáôá ôçò áíïóïúóôï÷çìåßáò ãéá ôï c-
mos, ôéò óõíÞèåéåò êáðíßóìáôïò, ôçí éóôïëï-
ãßá, ôç äéÞèçóç ôùí ëåìöáäÝíùí êáé ôï óôÜ-
äéï ðáñïõóéÜæåôáé óôïí Ðßíáêá 3. Ç óôáôéóôé-
êÞ áíÜëõóç áðïêÜëõøå óõó÷Ýôéóç áíÜìåóá
óôçí Ýêöñáóç ôïõ c-mos êáé ôï óôÜäéï ïìáäï-
ðïéçìÝíï ùò É êáé ÉÉ/ÉÉÉ [4/23 (17,4%) Ýíáíôé
10/29 (34%), Ñ=0,018 ìå ôï ×2 êáôÜ Pearson,
Ðßíáêáò 3].

ii) ÁíÜëõóç ìå ðïëëáðëÞ RT-PCR ôçò Ýê-
öñáóçò ôïõ c-mos: Ôá åðßðåäá ôïõ mRNA ôïõ
c-mos åîåôÜóôçêáí óå æåýãç äåéãìÜôùí áðü
öõóéïëïãéêü éóôü êáé üãêï ìå ôçí çìéðïóïôéêÞ

ôï åðßðåäï 5c, ðïõ õðåñâáßíåé åêåßíåò ôùí
ðïëëáðëáóéáæüìåíùí äéðëïåéäþí êõôôÜñùí.
Ðåñéðôþóåéò óôéò ïðïßåò ðÜíù áðü ôï 5% ôùí
êõôôÜñùí åìöÜíéæáí ðåñéå÷üìåíï óå DNA ðÜíù
áðü ôï åðßðåäï 5c èåùñÞèçêáí áíåõðëïåéäé-
êÝò33.

9. Ðñïóäéïñéóìüò áðïðôùôéêþí óùìáôßùí ìå
ôç ÷ñÞóç Tdt ôñáíóöåñÜóçò (TUNEL)

á. ÌÝèïäïò: Èñáýóåéò êáé ôùí äýï êëþíùí
ôïõ DNA áíé÷íåýèçêáí ìå ôç ìÝèïäï TUNEL
óýìöùíá ìå ôç ìÝèïäï ôùí Gavrieli et al.34. Åí
óõíôïìßá, ôïìÝò ðáñáößíçò 5ìm åãêëåßóôç-
êáí óå áíôéêåéìåíïöüñïõò ðëÜêåò êáëõììÝ-
íåò áðü ðïëõ-L-ëõóßíç, áðïðáñáöéíþèçêáí,
åðáíõäáôþèçêáí êáé åðùÜóôçêáí ãéá 30min
ìå 0,3% õðåñïîåßäéï ôïõ õäñïãüíïõ, þóôå íá
åîïõäåôåñùèåß ç äñáóôéêüôçôá ôçò åíäïãåíïýò
õðåñïîåéäÜóçò. Ç ðñïåñãáóßá ðåñéëÜìâáíå
åðþáóç ôùí ôïìþí ìå ðñùôåúíÜóç Ê (Sigma,
ÅëëÜäá) (20ìg/ml) ãéá 15min óôïõò 37°C. Ôï
óôÜäéï óÞìáíóçò åðéôåëÝóôçêå ìå ôçí Tdt (15u
áíÜ ôïìÞ) (New England Biolabs, Bioline,
ÅëëÜäá) ãéá 1h óôïõò 37°C óå 25mÌ Tris-Cl,
pH 7,2, 200mÌ êáêïäõëéêü êÜëéï, 0,25mÌ
CoCl2 250mg/ml BSA, 24ìÌ biotin-dATP (Life
Technologies, Áíôé-Óåë, ÅëëÜäá). Ç áíôßäñá-
óç ôåñìáôßóôçêå ìå Ýêðëõóç ôùí ôïìþí óå
20mM EDTA. Ôï åðüìåíï óôÜäéï ðåñéëÜìâá-
íå åðþáóç ãéá 30 min óå äéÜëõìá óôñåðôáâé-
äßíçò ÁÂ Complex (1:100 stock äéÜëõìá âéï-
ôßíçò, 1: 100 stock äéÜëõìá óôñåðôáâéäßíçò-
õðåñïîåéäÜóçò) (Dako, ÊáëëéöñïíÜò, ÅëëÜäá).
×ñçóéìïðïéçèÞêå ôåôñáûäñï÷ëùñéêÞ 3,3´- äéá-
ìéíïâåíæéäßíç (DAB) ùò ÷ñùìïãüíï êáé áéìá-
ôïîõëßíç ùò âáóéêÞ ÷ñþóç.

â. ÌÜñôõñåò: ×ñçóéìïðïéÞóáìå ùò èåôéêïýò
ìÜñôõñåò ôïìÝò éóôþí ðïõ åðùÜóôçêáí ìå
DNAÜóç É ðñéí áðü ôçí êáôåñãáóßá ìå Tdt
êáé ùò áñíçôéêïýò ìÜñôõñåò ôïìÝò ðïõ åðùÜ-
óôçêáí óå ñõèìéóôéêü ôïõ Tdt ÷ùñßò ôçí ðá-
ñïõóßá ôïõ åíæýìïõ.

ã. Áîéïëüãçóç: Ôá êýôôáñá èåùñÞèçêáí üôé
áðïðßðôïõí üôáí ðáñáôçñåßôï ðõñçíéêÞ ÷ñþ-
óç ÷ùñßò êõôôáñïðëáóìáôéêü õðüâáèñï. Ï
áðïðôùôéêüò äåßêôçò (ÁÄ) åêôéìÞèçêå ùò ôï
ðïóïóôü ôùí êõôôÜñùí ðïõ áðïðßðôïõí óå 10
ïðôéêÜ ðåäßá õøçëÞò ìåãÝèõíóçò (ìåôñçèÝíôá
êýôôáñá 900-10000). Ç åîÝôáóç ôùí ôïìþí Ýãéíå
áðü äýï áíåîÜñôçôïõò ðáñáôçñçôÝò (ÐÖ, ÂÃ).
Ç ìåôáâëçôüôçôá ìåôáîý ôùí ðáñáôçñçôþí Þôáí
åëÜ÷éóôç (Ñ<0,001).
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Ðßíáêáò 3. Ó÷Ýóç áíÜìåóá óôá c-mos, p53, c-mos/p53 ðñüôõðá êáé êëéíéêïðáèïëïãéêÜ ÷áñáêôçñéóôéêÜ,
ÄÐ, ÁÄ êáé ðëïåéäßá

Íáé ¼÷é P Ðë Áä ÁÌ P + - P I II III P ÌÔ(ðëÞèïò) SD P ÌÔ(ðëÞèïò) SD P

c-mos ÁÉ× - 30 8 0.625 17 19 2 0.549 18 20 0.755 19 8 11 0.043 35.75(36) 12.01 0.874 1.965(34) 2.348 0.208

+ 11 3 6 6 2 8 6 4 8 2 34.99(13) 13.37 1.539(13) 1.224

p53 ÁÉ× - 14 8 0.013 7 14 1 0.549 11 11 0.788 12 7 3 0.140 29.336(20) 10.044 0.004 3.192(19) 2.58 <0.001

+ 30 3 18 12 3 18 15 11 10 12 38.641(32) 12.134 1.306(30) 1.119

c-mos/p53 -/- 13 6 0.011 6 12 1 0.300 8 11 0.471 12 5 2 0.018 29.54(17) 10.68 0.022 3.170(17) 2.736 0.001

+/- 0 2 0 2 0 2 0 0 2 0 25.21(2) 5.34 3.379(2) 0.229

-/+ 17 2 11 7 1 10 9 7 3 9 40.77(19) 11.47 1.268(17) 1.069

+/+ 11 1 6 4 2 6 6 4 6 2 36.62(11) 14.10 1.049(11) 0.689

Áðïðôùôéêüò ÄåßêôçòÄåßêôçò ÐïëëáðëáóéáóìïýÓôÜäéï¸êöñáóç Éóôïñéêü êáðíßóìáôïò Éóôïëïãéêüò õðüôõðïò ÄéÞèçóç ëåìöáäÝíùí

ÁÉ×: Áíïóïúóôï÷çìåßá, +: Èåôéêü, -: Áñíçôéêü, Ä: ÄéðëïåéäÞò, Áí: Áíåõðëïåéäéêüò, Ðë: Êáñêßíùìá åê ðëáêùäþí êõôôÜñùí, Áä: Áäåíïêáñêßíùìá,

ÁÌ: Áäéáöïñïðïßçôï Ìåãáëïêõôôáñéêü êáñêßíùìá, ÌÔ: ÌÝóç ÔéìÞ, SD: ÓôáèåñÜ Áðüêëéóç

Åéêüíá 2. ÁíôéðñïóùðåõôéêÜ áíïóïúóôï÷çìéêÜ áðïôåëÝóìáôá (âë. Ìåèüäïõò). á. Êáñêßíùìá åê
ðëáêùäþí êõôôÜñùí ôïõ ðíåýìïíá (ðåñßðôùóç 11) ìå õðåñÝêöñáóç ôïõ c-mos. Ôå÷íéêÞ óôñåðôá-
âéäßíçò-âéïôßíçò-õðåñïîåéäÜóçò ìå "Ñ19" áíôß-c-mos áíôßóùìá (âë. Ìåèüäïõò) êáé áéìáôïîõëßíç
ùò âáóéêÞ ÷ñþóç (x400). â. Êáñêßíùìá åê ðëáêùäþí êõôôÜñùí ôïõ ðíåýìïíá (ðåñßðôùóç 21) ìå
õøçëü ñõèìü ðïëëáðëáóéáóìïý (ÄÐ=35%). Ôå÷íéêÞ óôñåðôáâéäßíçò-âéïôßíçò-õðåñïîåéäÜóçò ìå
"MIB-1" áíôé-Ki-67 áíôßóùìá (DAB ùò ÷ñùìïãüíï) êáé áéìáôïîõëßíç ùò âáóéêÞ ÷ñþóç (x400).

ìÝèïäï ðïëëáðëÞò RT-PCR. Åßíáé åíäéáöÝñïí
ôï åýñçìá üôé ôï mRNA ôïõ -c-mos áíé÷íåý-
èçêå óå üëá ôá äåßãìáôá (öõóéïëïãéêÜ êáé
ðáèïëïãéêÜ), üðùò êáé óôéò êõôôáñéêÝò óåéñÝò
ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ùò áñíçôéêïß ìÜñôõñåò
óôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ áíÜëõóç. Ç ðéèáíüôç-
ôá øåõäþò èåôéêþí áðïôåëåóìÜôùí áðïêëåß-
óôçêå ìå ôç ÷ñÞóç êáôÜëëçëùí äåéêôþí (âë.
Õëéêü êáé ÌÝèïäïé). ÐÜíôùò, ç ðïëëáðëÞ RT-
PCR áðåêÜëõøå óå 15 áðü ôéò 53 áîéïëïãÞóé-
ìåò ðåñéðôþóåéò (28%) óçìáíôéêÜ õøçëüôåñá
åðßðåäá ôïõ mRNA ôïõ c-mos óôïõò üãêïõò
óõãêñéôéêÜ ìå ôïõò óýóôïé÷ïõò öõóéïëïãéêïýò
éóôïýò (Ðßíáêáò 1, Åéêüíá 3). Óôá äåßãìáôá
áõôÜ, ôá ó÷åôéêÜ åðßðåäá ôïõ mRNA ôïõ c-
mos êõìáßíïíôáí áíÜìåóá óôï 3 êáé 7,2. Åßíáé
åîáéñåôéêÜ åíäéáöÝñïõóá ç åýñåóç áðüëõôçò
óýìðôùóçò áíÜìåóá óôç èåôéêÞ áíïóïúóôï÷ç-
ìéêÞ ÷ñþóç ãéá ôï c-mos êáé ôçí õðåñÝêöñáóç
ôïõ mRNA ôïõ c-mos (Ðßíáêáò 1).

iii) Áëëïéþóåéò ôïõ ãïíéäßïõ ôïõ c-mos: Ôñßá

áðü ôá 56 äåßãìáôá (5%) åìöÜíéóáí åéäéêÝò
ãéá ôïí üãêï ìåôáâïëÝò óôçí çëåêôñïöïñçôé-
êÞ êéíçôéêüôçôá (Ðßíáêáò 1, Åéêüíá 4). Ç
áíÜëõóç ôçò ðñùôïäéÜôáîçò áðåêÜëõøå ìéá
ðáñåñìçíåýóéìç êáé äýï óéùðçëÝò ìåôáëëÜ-
îåéò. Ç ðáñåñìçíåýóéìç ìåôÜëëáîç ïäÞãçóå
óå áíôéêáôÜóôáóç áñãéíßíçò (R) áðü ëåõêßíç
(L) (CGG>CTT) óôï êùäéêüíéï 22 (ðåñßðôùóç
31) (Åéêüíá 5á), åíþ ïé óéùðçëÝò ìåôáëëÜîåéò
åíôïðßóôçêáí óôï êùäéêüíéï 260 (GCC>GCA)
(ðåñßðôùóç 43) êáé óôï êùäéêüíéï 324 (AG-
C>AGT) (ðåñßðôùóç 48). â. p53

i) Áíïóïúóôï÷çìåßá êáé ó÷Ýóç ìå ôéò êëéíé-
êïðáèïëïãéêÝò ðáñáìÝôñïõò:  ¸êöñáóç ôçò
p53 ðáñáôçñÞèçêå óå 33 áðü ôéò 55 áîéïëï-
ãÞóéìåò ðåñéðôþóåéò (60%). Ç ó÷Ýóç ôçò p53
ìå ôéò êëéíéêïðáèïëïãéêÝò ðáñáìÝôñïõò ôùí
áóèåíþí óõíïøßæåôáé óôïí Ðßíáêá 3. Óçìá-
íôéêÞ óõó÷Ýôéóç óçìåéþèçêå ìåôáîý ôçò èåôé-
êÞò ÷ñþóçò ãéá p53 êáé ôïõ êáðíßóìáôïò [30/
44 (68%) Ýíáíôé 3/11 (27%), Ñ=0,013 ìå ôï ×2
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Åéêüíá 4. ÁíôéðñïóùðåõôéêÜ áðïôåëÝóìáôá ôçò
ìåèüäïõ SSCP ãéá ôï ôìÞìá 1 ôïõ ãïíéäßïõ
ôïõ c-mos óå äåßãìáôá óå æåýãç öõóéïëïãé-
êïý-ðáèïëïãéêïý éóôïý (1&2 äåßãìá 28, 3&4
äåßãìá 29, 5&6 äåßãìá 30 êáé 7&8: äåßãìá
31). Ïé äéáöïñÝò óôï çëåêôñïöïñçôéêü ðñïößë
ôùí äåéãìÜôùí ôïõ üãêïõ óå óýãêñéóç ìå ôá
öõóéïëïãéêÜ õðïäåéêíýïíôáé ìå âÝëç.

Åéêüíá 3. ÁíôéðñïóùðåõôéêÜ áðïôåëÝóìáôá ôçò
ðïëëáðëÞò RÔ-PCR ãéá ôçí åêôßìçóç ôùí åðé-
ðÝäùí ôïõ mRNA ôïõ c-mos. m: 100bp çëå-
êôñïöïñçôéêüò DNA ìÜñôõñáò, 1&2 êáé 3&4:
Äåßãìáôá óå æåýãç öõóéïëïãéêïý êáé ðáèïëï-
ãéêïý éóôïý (äåßãìá 10 êáé 11 áíôßóôïé÷á) ìå
õðåñÝêöñáóç ôïõ mRNA ôïõ c-mos. 5&6: Äåßã-
ìá óå æåýãç öõóéïëïãéêïý-ðáèïëïãéêïý éóôïý
(ðåñßðôùóç 13) ìå öõóéïëïãéêÞ Ýêöñáóç ôïõ
mRNA ôïõ c-mos.

êáôÜ Pearson, Ðßíáêáò 3 êáé Ñ=0.020, odds
ratio=5,714 (1,313-24,871) ìå áíÜëõóç ëïãé-
óôéêÞò åîÜñôçóçò].

ii) Áëëïéþóåéò ôïõ ãïíéäßïõ ôçò p53: Ç
áíÜëõóç ôçò ðñùôïäéÜôáîçò áðåêÜëõøå ìå-
ôáëëÜîåéò ôïõ ãïíéäßïõ p53 óå 24 áðü ôéò 56
ðåñéðôþóåéò (43%). Åßêïóé ìåôáëëÜîåéò Þôáí
ðáñåñìçíåýóéìåò, äýï Þôáí óéùðçëÝò (ðåñé-
ðôþóåéò 43 êáé 62) êáé äýï Þôáí ìåôáôüðéóçò
ôïõ ðëáéóßïõ áíÜãíùóçò (ðåñéðôþóåéò 27 êáé
44) (Ðßíáêáò 1, Åéêüíá 5â). ¸íá áêüìç äåßã-
ìá (ðåñßðôùóç 20) åìöÜíéóå åéäéêÞ ãéá ôïí
üãêï ìåôáâïëÞ ôçò çëåêôñïöïñçôéêÞò êéíçôé-
êüôçôáò óôç ìÝèïäï SSCP, áëëÜ ðåñáéôÝñù
áíÜëõóç ôçò ðñùôïäéÜôáîçò äåí ðñáãìáôïðïéÞ-
èçêå åðåéäÞ äåí õðÞñ÷å äéáèÝóéìï õëéêü. Ìéá
Ýíôïíá óçìáíôéêÞ óõó÷Ýôéóç ðáñáôçñÞèçêå
áíÜìåóá óôéò ìåôáëëÜîåéò ôïõ ãïíéäßïõ p53
êáé ôç èåôéêÞ áíïóïúóôï÷çìéêÞ ÷ñþóç ôçò p53
[20/33 (61%) Ýíáíôé 4/22 (18%), Ñ=0,005 ìå
ôï ×2 êáôÜ Pearson]. ÁíÜëõóç ôçò ãïíéäéáêÞò
áóôÜèåéáò ìå ôï äåßêôç D17S179E (Åéêüíá 6)
Ýäåéîå áðþëåéá åôåñïæõãùôßáò óå 14 áðü ôá 21
áîéïëïãÞóéìá  äåßãìáôá (67%). ÅðôÜ áðü áõ-
ôÝò ôéò ðåñéðôþóåéò (50%) óõíïäåýïíôáí áðü
óçìåéáêÝò ìåôáëëÜîåéò ôçò p53 óôï åíáðïìåß-
íáí áëëçëüìïñöï (Ðßíáêáò 1). ÅðåéäÞ ôï áðï-
ôÝëåóìá ôçò áíïóïúóôï÷çìåßáò ãéá ôç p53 óõ-

ó÷åôßæåôáé Ýíôïíá ìå ôçí áíÜëõóç ôçò ðñùôï-
äéÜôáîçò êáé ï áñéèìüò ôùí áîéïëïãÞóéìùí
äåéãìÜôùí óôïí ãïíéäéáêü ôüðï D17S179E Þôáí
ìÜëëïí ìéêñüò, áðïöáóßóáìå íá èåùñÞóïõìå
ôç èåôéêÞ áíïóïúóôï÷çìéêÞ ÷ñþóç ãéá ôçí p53
ùò åíäåéêôéêÞ áëëïéþóåùí ôïõ ãïíéäßïõ p53
ãéá ôéò áêüëïõèåò áíáëýóåéò.

2. Ðëïåéäßá

á. Ó÷Ýóç ìå ôéò êëéíéêïðáèïëïãéêÝò ðáñá-
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Åéêüíá 5. Áíôéðñïóùðåõôéêüò áõôüìáôïò ðñïóäéïñéóìüò ôçò ðñùôïäéÜôáîçò ôïõ DNA: á. óå
êáñêßíùìá åê ðëáêùäþí êõôôÜñùí ôïõ ðíåýìïíá (ðåñßðôùóç 48) ìå ìåôáâïëÞ ôçò çëåêôñïöïñç-
ôéêÞò êéíçôéêüôçôáò ôïõ ôìÞìáôïò 4 ôïõ c-mos óôç ìÝèïäï SSCP. Ç èÝóç ôçò ìåôÜëëáîçò ôïõ c-
mos åíôïðßæåôáé óôï êùäéêüíéï 324 êáé ìåôáâÜëëåé ôï AGC(S) óå AGT(S). â. óå áäéáöïñïðïßçôï
ìåãáëïêõôôáñéêü êáñêßíùìá ôïõ ðíåýìïíá (ðåñßðôùóç 4) ìå ìåôáâïëÞ ôçò çëåêôñïöïñçôéêÞò
êéíçôéêüôçôáò óôï åîüíéï 7 ôïõ ãïíéäßïõ p53 óôç ìÝèïäï SSCP. Ç èÝóç ôçò ìåôÜëëáîçò ôïõ
ãïíéäßïõ p53 åíôïðßæåôáé óôï êùäéêüíéï 249 êáé ìåôáâÜëëåé ôï AGG(R) óå AGT(S).

ìÝôñïõò: Åßêïóé åííÝá áðü ôïõò 51 áîéïëïãÞ-
óéìïõò üãêïõò (57%) êáôáìåôñÞèçêáí ùò áíåõ-
ðëïåéäéêïß (Åéêüíá 7). Äå âñÝèçêå óôáôéóôéêÜ
óçìáíôéêÞ óõó÷Ýôéóç áíÜìåóá óôçí ðëïåéäßá
êáé ôá êëéíéêïðáèïëïãéêÜ ÷áñáêôçñéóôéêÜ ôùí

üãêùí.
â. Ó÷Ýóç ìå ôç c-mos Þ ôçí p53: Áí êáé ïé

ðåñéðôþóåéò óôéò ïðïßåò ôï c-mos âñÝèçêå õðå-
ñåêöñáóìÝíï óõíäÝïíôáí óõ÷íüôåñá ìå
áíåõðëïåéäßá, áõôÞ ç ó÷Ýóç äåí Þôáí óôáôéóôé-
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ðáèïëïãéêÝò ðáñáìÝôñïõò: Ï ÁÄ êõìáéíüôáí
áðü 0 ,13% ùò 10,67% ìå ìÝóç ô éìÞ
2,037±2,029% (49 áîéïëïãÞóéìåò ðåñéðôþóåéò)
(Åéêüíá 8). Ïé áíåõðëïåéäéêïß üãêïé åìöÜíé-
óáí óçìáíôéêÜ ÷áìçëüôåñï ÁÄ áðü ôïõò äé-
ðëïåéäåßò üãêïõò [Ñ=0,031 ìå ôç äïêéìáóßá
Kruskal-Wallis êáé Ñ=0,017, ÄéáöïñÜ óôç ÌÝóç
ÔéìÞ (ÄÌÔ) ôïõ logÁÄ: -0,628 (-1,139, -0,117)
ìå ANOVA]. Äå âñÝèçêå óôáôéóôéêÜ óçìáíôé-
êÞ ó÷Ýóç áíÜìåóá óôïí ÁÄ, ôï êÜðíéóìá êáé
ôïí éóôïëïãéêü õðüôõðï ôùí êáñêéíùìÜôùí.

â. Ó÷Ýóç ìå ôï c-mos Þ ôçí p53: Ïé c-
mos(+) üãêïé öÜíçêáí íá Ý÷ïõí ÷áìçëüôåñï
ÁÄ áðü ôïõò c-mos(-) üãêïõò, áëëÜ áõôÞ ç
äéáöïñÜ äåí Þôáí óôáôéóôéêÜ óçìáíôéêÞ (Ðß-
íáêáò 3). ÅîÜëëïõ, ïé p53(+) ðåñéðôþóåéò óõí-
äÝïíôáí ìå óçìáíôéêÜ ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò ÁÄ
áðü ôéò p53(-) (Ðßíáêåò 3 êáé 4).

4. ÁíÜëõóç ôïõ ñõèìïý ðïëëáðëáóéáóìïý

á. Ó÷Ýóç ìå ôçí ðëïåéäßá, ôçí áðüðôùóç
êáé ôéò êëéíéêïðáèïëïãéêÝò ðáñáìÝôñïõò: Óôçí
ðáñïýóá ìåëÝôç, ï ñõèìüò ðïëëáðëáóéáóìïý,
ðïõ áíôáíáêëÜôáé áðü ôï äåßêôç ðïëëáðëá-
óéáóìïý (ÄÐ), åêôéìÞèçêå ìå õðïëïãéóìü ôïõ
ðïóïóôïý ôùí êõôôÜñùí ðïõ åîÝöñáæáí ôï ÌÉÂ-
1, ôï ðéï áîéüðéóôï áíôßóùìá ãéá ôçí åêôßìçóç
ôïõ êëÜóìáôïò áýîçóçò ìå áíïóïúóôï÷çìåßá35.
Ôá ðïóïóôÜ ôùí èåôéêþí ãéá ôï Êi-67 êõôôÜ-
ñùí, óôéò êáñêéíéêÝò ðåñéï÷Ýò, êõìáßíïíôáí
áðü 6,2% ùò 70,4%, êáé ï ìÝóïò ÄÐ Þôáí
35,06±12,16% [52 áîéïëïãÞóéìåò ðåñéðôþóåéò]
(Åéêüíá 2â). Ïé áíåõðëïåéäéêïß üãêïé åìöÜíé-
óáí óçìáíôéêÜ õøçëüôåñåò ôéìÝò ÄÐ áðü ôïõò
äéðëïåéäåßò [Ñ=0,006, ÄÌÔ=9,57 (2,94, 16,21)

N

T

Åéêüíá 6. Áíôéðñïóùðåõôéêü áðïôÝëåóìá ôçò
áíÜëõóçò ôçò ãïíéäéáêÞò áóôÜèåéáò (âë. Ìå-
èüäïõò) ìå ôï ÷ñùìïóùìéêü äåßêôç D17S179E
(ðåñßðôùóç 54). Ç áðþëåéá åôåñïæõãùôßáò õðï-
äåéêíýåôáé ìå âÝëïò. Í: öõóéïëïãéêü äåßãìá,
Ô: ðáèïëïãéêü äåßãìá

êÜ óçìáíôéêÞ (Ðßíáêáò 3), åíþ ç áíåõðëïåé-
äßá óõó÷åôéæüôáí éó÷õñÜ ìå ôçí õðåñÝêöñáóç
ôïõ p53 (Ðßíáêåò 3 êáé 4).

3. Áðïðôùôéêüò äåßêôçò (ÁÄ)

á. Ó÷Ýóç ìå ôçí ðëïåéäßá êáé ôéò êëéíéêï-
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Åéêüíá 7. ÄéáãñÜììáôá ðïõ ðáñéóôïýí ôï ðåñéå÷üìåíï óå DNA ôùí êõôôÜñùí ôïõ üãêïõ
(ÁíÜëõóç ðëïåéäßáò) (âë. Ìåèüäïõò). D: äéðëïåéäÞò üãêïò (ðåñßðôùóç 9), A: áíåõðëïåéäéêüò
üãêïò (ðåñßðôùóç 10).
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èïëïãéêÝò ðáñáìÝôñïõò: ¼ëá ôá èåùñçôéêÜ
áíáìåíüìåíá ðñüôõðá ôùí c-mos/p53 ðáñáôç-
ñÞèçêáí (Ðßíáêáò 3). Óõ÷íüôåñá åìöáíßóôç-
êáí ôá ðñüôõðá c-mos(-)/p53(+) êáé c-mos(-)/
p53(-) ìå 19 áóèåíåßò (37%) ôï êáèÝíá, áêï-
ëïõèïýìåíá áðü ôï öáéíüôõðï c-mos(+)/p53(+)
ðïõ åìöáíßóôçêå óå 12 ðåñéðôþóåéò (23%). Ç
áíÜëõóç ìå ×2 êáôÜ Pearson Ýäåéîå óõó÷Ýôéóç
áíÜìåóá óôá ðñüôõðá Ýêöñáóçò ôùí c-mos/
p53, ôï êÜðíéóìá (Ñ=0,011, Ðßíáêáò 3) êáé ôï
óôÜäéï ôçò íüóïõ (Ñ=0,018, Ðßíáêáò 3). ¼ìùò
áõôÝò ïé ó÷Ýóåéò âñÝèçêáí áíåîÜñôçôåò üôáí
åöáñìüóôçêå ôï ìïíôÝëï ëïãéóôéêÞò åîÜñôçóçò.

â. Ó÷Ýóç ìå ôçí ðëïåéäßá, ôïí áðïðôùôéêü
äåßêôç êáé ôï ñõèìü ðïëëáðëáóéáóìïý: Ïé c-
mos(+)/p53(+) êáé c-mos(-)/p53(+) öáéíüôõðïé
åß÷áí óçìáíôéêÜ ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò ÁÄ êáé
óõíäÝïíôáí óõ÷íüôåñá ìå áíåõðëïåéäßá áðü
ôïõò c-mos(-)/p53(-) üãêïõò (Ðßíáêáò 4, Åéêü-
íá 9), åíþ áíáöïñéêÜ ìå ôïí ðïëëáðëáóéáóìü,
ìüíï ïé üãêïé ìå ðñïößë c-mos(-)/p53(+) åì-
öÜíéóáí óçìáíôéêÜ õøçëüôåñåò ôéìÝò ÄÐ áðü
ôïõò c-mos(-)/p53(-) üãêïõò (Ðßíáêáò 4, Åéêü-
íá 9).

6. ÁíÜëõóç åðéâßùóçò

Ç áíÜëõóç åðéâßùóçò (äéÜñêåéá ðáñáêï-
ëïýèçóçò Ýùò 37 ìÞíåò) ìå ôç ÷ñÞóç ôçò ìå-
èüäïõ Kaplan-Meyer äåí áðåêÜëõøå óôáôéóôé-
êÜ óçìáíôéêÞ ó÷Ýóç áíÜìåóá óôçí ðïñåßá ôïõ
áóèåíïýò, ôï c-mos, ôçí õðåñÝêöñáóç ôçò p53
êáé ôá ðñüôõðá ôùí c-mos/p53.

ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ

Ç âéâëéïãñáößá ðÜíù óôéò áëëïéþóåéò ôùí

ìå ANOVA], åíþ äåí ðáñáôçñÞèçêå óôáôéóôé-
êÜ óçìáíôéêÞ óõó÷Ýôéóç áíÜìåóá óôï ÄÐ êáé
ôïí ÁÄ. Ï ÄÐ Þôáí óçìáíôéêÜ õøçëüôåñïò
óôá êáñêéíþìáôá åê ðëáêùäþí êõôôÜñùí áðü
ôá áäåíïêáñêéíþìáôá [Ñ=0,006 óôç äïêéìáóßá
Kruskal-Wallis êáé Ñ=0,004, ÄÌÔ=-10,20 (-
16,93, -3,74) ìå ANOVA] êáé óôïõò êáðíéóôÝò
óå ó÷Ýóç ìå ôïõò ìç êáðíéóôÝò (Ñ=0,019 ìå
ôç äïêéìáóßá Kruskal-Wallis).

â. Ó÷Ýóç ìå ôç c-mos Þ ôçí p53: Ïé c-
mos(+) êáé ïé c-mos(-) üãêïé åß÷áí ðáñüìïéåò
ôéìÝò ÄÐ, åíþ ïé p53(+) ðåñéðôþóåéò åß÷áí
óçìáíôéêÜ õøçëüôåñïõò ÄÐ áðü ôéò p53(-)
(Ðßíáêåò 3 êáé 4).

5. Ðñüôõðá Ýêöñáóçò ôùí c-mos êáé p53

á. Ó÷Ýóç ôùí ðñïôýðùí ìå ôéò êëéíéêïðá-

Åéêüíá 8. Êáñêßíùìá åê ðëáêùäþí êõôôÜñùí
ôïõ ðíåýìïíá (ðåñßðôùóç 20) ìå õøçëü áðï-
ðôùôéêü äåßêôç (3,5%) (TUNEL) (DAB ùò ÷ñù-
ìïãüíï) (âë. Ìåèüäïõò) êáé áéìáôïîõëßíç ùò
âáóéêÞ ÷ñþóç (x400).

ÄÐ: Äåßêôçò Ðïëëáðëáóéáóìïý, ÁÄ: Áðïðôùôéêüò Äåßêôçò

+: Èåôéêü, -: Áñíçôéêü

ÄÌÔ: ÄéáöïñÜ ÌÝóçò ÔéìÞò, ÏÁ: ¼ñéá Áîéïðéóôßáò

ÄÐ logÁÄ Ðëïåéäßá

ÄÌÔ(95%ÏÁ) P ÄÌÔ(95%ÏÁ) P Odds ratio(95%ÏÁ) P

Intercept <0.001 0.921(0.579, 1.262) <0.001 - 0.083

p53(+) 9.31(2.79-15.82) 0.006 -0.934(-1.371, -0.498) <0.001 6.708(1.923- 23.409) 0.003

p53(-) - - -

Intercept 29.53(23.83, 35.22) <0.001 0.886(0.532, 1.240) <0.001 - 0.039

c-mos(+)/p53(+) 7.25(-1.83, 16.33) 0.115 -1.099(-1.663, -0.534) <0.001 8.667(1.526- 49.220) 0.015

c-mos(-)/p53(+) 11.20(3.36, 19.03) 0.006 -0.877(-1.378, -0.377) 0.001 8.450(1.843- 38.753) 0.006

c-mos(+)/p53(-) -4.38(-21.92, 13.17) 0.618 0.331(-0.760, 1.421) 0.544 4360(0.000-5.110E+25) 0.747

c-mos(-)/p53(-) - - -

ÁíÜëõóç Ìåôáâëçôüôçôáò ÁíÜëõóç ËïãéóôéêÞò ÅîÜñôçóçò

29.34(24.22, 34.45)

Ðßíáêáò 4. Ó÷Ýóç áíÜìåóá óôá ÄÐ, logÁÄ, ðëïåéäßá êáé p53, ðñüôõðá c-mos/p53 (ôï c-mos äå óõó÷åôß-
æåôáé ìå êáìßá áðü ôéò åîåôáóèåßóåò ðáñáìÝôñïõò)
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Åéêüíá 9. ÓôáôéóôéêÜ äéáãñÜììáôá (box-plots) ðïõ ðáñéóôïýí ôï äåßêôç ðïëëáðëáóéáóìïý (ÄÐ)
(á) êáé ôïí áðïðôùôéêü äåßêôç (ÁÄ) (â) ôùí üãêùí ìå ïñéóìÝíá ðñüôõðá Ýêöñáóçò ôùí ðñùôåúíþí.
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â. Box-Plot ãéá log-ÁÄ
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óõóôáôéêþí ôçò ïäïý ôùí ÌÁÑ êéíáóþí óôïí
êáñêßíï ôïõ ðíåýìïíá åßíáé ðåñéïñéóìÝíç36.
Åíôïðßóáìå ìüíï ìßá ìåëÝôç ðïõ Ýäåéîå áóèå-
íÞ Ýêöñáóç ôïõ c-mos óå ðíåõìïíéêü éóôü ðï-
íôéêéïý37. Ç ìåëÝôç ìáò, ç ïðïßá áó÷ïëåßôáé
ìå ôï c-mos êáé ôç ó÷Ýóç ôïõ ìå ôçí ðñùôåÀíç
p53, ôéò ðáñáìÝôñïõò ôçò áýîçóçò ôïõ üãêïõ
êáé ôç ÷ñùìïóùìéêÞ áóôÜèåéá óå ìç ìéêñï-
êõôôáñéêÜ êáñêéíþìáôá ôïõ ðíåýìïíá óôïí Üí-
èñùðï, ðáñÝ÷åé ïñéóìÝíá íÝá åõñÞìáôá.

ÕðåñÝêöñáóç ôïõ c-mos ðáñáôçñÞèçêå óôï
27% ôùí üãêùí. Ç ðáñáôÞñçóç üôé ç ÷ñþóç
ðåñéïñéæüôáí êõñßùò óôï êõôôáñüðëáóìá êáé
ôçí êõôôáñéêÞ ìåìâñÜíç ôùí êáêïçèþí êõôôÜ-
ñùí óõìöùíåß ìå ôï ãåãïíüò üôé ôï c-mos
åßíáé êõôôáñïðëáóìáôéêÞ êéíÜóç óåñßíçò-èñåï-
íßíçò14. Ðáñ' üëá áõôÜ, áíïóïúóôï÷çìéêÞ ÷ñþ-
óç óçìåéþèçêå êáé óôïõò ðõñÞíåò ïñéóìÝíùí
êáñêéíéêþí êõôôÜñùí. Ôï öáéíüìåíï ôçò ìåôá-
öïñÜò óôïí ðõñÞíá Ý÷åé ðáñáôçñçèåß óå ÌÁÑ-
êéíÜóåò êáé ðéèáíþò ó÷åôßæåôáé ìå ôï ôåëéêü
áðïôÝëåóìá ôçò åíåñãïðïßçóçò ôçò ìåôáãñá-
öÞò38. Åðéðñüóèåôá, ïé Min Wang êáé óõí.
Ýäåéîáí üôé c-mos ðïõ åéóÞ÷èç ìå ìéêñïÝã÷õ-
óç óå óùìáôéêÜ êýôôáñá èçëáóôéêþí ìðïñåß
íá åéóÝëèåé óôïí ðõñÞíá êáé íá óõíäåèåß ìå
ôïõò êéíçôï÷þñïõò äéáêüðôïíôáò ôç öõóéïëï-
ãéêÞ ðñüïäï ôçò ìßôùóçò39. Ç ðõñçíéêÞ ÷ñþ-
óç ôïõ c-mos ìðïñåß ëïéðüí íá óõíäÝåôáé ìå
ôçí éêáíüôçôÜ ôïõ, üðùò äåß÷èçêå in vitro, íá
õðåñèÝóåé ìéá ìåéùôéêÞ äéáäéêáóßá óôï ìéôù-
ôéêü ðñüãñáììá ôùí óùìáôéêþí êõôôÜñùí åðç-
ñåÜæïíôáò áñíçôéêÜ ôç ÷ñùìïóùìéêÞ óôáèåñü-
ôçôá22. Ôï ðáñáðÜíù ìðïñåß íá ó÷åôßæåôáé ìå
ôï åýñçìÜ ìáò üôé ôï 77% ôùí èåôéêþí ãéá c-

mos ðåñéðôþóåùí óôç âÜóç ìáò óõíäåüôáí ìå
áíåõðëïåéäßá. Áíïóïúóôï÷çìéêÞ åôåñïãÝíåéá óç-
ìåéþèçêå åðßóçò ìÝóá óôïõò ßäéïõò ôïõò
üãêïõò, ðéèáíþò áíôáíáêëþíôáò äéáêõìÜíóåéò
ôïõ c-mos êáôÜ ôïí êõôôáñéêü êýêëï16,40 Þ êëù-
íéêÞ åðÝêôáóç ôùí èåôéêþí ãéá c-mos êõôôÜ-
ñùí, êáôÜ ôçí åîÝëéîç ôïõ êáñêßíïõ. Åíôïíüôå-
ñç Ýêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò c-mos óôá êáñêé-
íþìáôá óôáäßùí ÉÉ/ÉÉÉ (34%) áðü ôá óôáäßïõ É
(17,4%) (Ñ=0,018) õðïóôçñßæåé ôçí áíùôÝñù
èåþñçóç.

Ç óõìöùíßá áíÜìåóá óôç èåôéêÞ áíïóïú-
óôï÷çìéêÞ ÷ñþóç ãéá ôï c-mos êáé ôá õøçëÜ
åðßðåäá ôïõ mRNA ôïõ c-mos ìáæß ìå ôçí
áðïõóßá ãïíéäéáêÞò åíßó÷õóçò õðïäåéêíýåé üôé
ç áíþìáëç Ýêöñáóç åßíáé êõñßùò óõíÝðåéá
áõîçìÝíçò ìåôáãñáöÞò. Áõôü åßíáé åíäéáöÝ-
ñïí åýñçìá, åðåéäÞ öõóéïëïãéêÜ ôï c-mos ìå-
ôáãñÜöåôáé åéäéêÜ óôá ãåííçôéêÜ êýôôáñá êáé
ðáßæåé êñßóéìï ñüëï óôç ìåßùóç, åíþ óôá óù-
ìáôéêÜ êýôôáñá åßíáé ìåôáãñáöéêÜ óéùðçëü
Þ åêöñÜæåôáé óå ÷áìçëÜ åðßðåäá16. ¸÷åé äåé-
÷èåß üôé ôï c-mos óôá óùìáôéêÜ êýôôáñá êáôá-
óôÝëëåôáé áðü Ýíá áñíçôéêü ñõèìéóôéêü óôïé-
÷åßï (negative regulatory element, NRE), ðïõ
åíôïðßæåôáé ìåôáîý 392 êáé 502bp ðñéí ôçò èÝ-
óçò Ýíáñîçò41. ̧ íáò õðïøÞöéïò áíáóôïëÝáò ôïõ
c-mos áíé÷íåýôçêå óå ðõñçíéêÜ åê÷õëßóìáôá
áðü áñêåôÝò óùìáôéêÝò êõôôáñéêÝò óåéñÝò áëëÜ
ü÷é óå áíäñéêÜ ãåííçôéêÜ êýôôáñá óôá ïðïßá
ôï c-mos ìåôáãñáöüôáí42. ÄéáôÜñáîç ôçò áëëç-
ëåðßäñáóçò ôïõ áíáóôïëÝá ìå ôï NRE (ð.÷.
Ýëëåéøç Þ ìåôáëëÜîåéò ôïõ NRE, åëáôôùìáôé-
êÞ ëåéôïõñãßá Þ Ýêöñáóç ôïõ áíáóôïëÝá) ßóùò
åîçãåß ôçí åíåñãïðïßçóç ôçò ìåôáãñáöÞò ôïõ
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c-mos óôéò ðåñéðôþóåéò ìáò. Ãíùñßæïõìå üôé
õðÜñ÷åé ìüíï ìßá ðñïçãïýìåíá äçìïóéåõìÝ-
íç ìåëÝôç óôïõò ðñùôïðáèåßò áíèñþðéíïõò
üãêïõò, ðïõ ðåñéãñÜöåé ôçí áíß÷íåõóç ôïõ
mRNA ôïõ c-mos óå êáñêéíþìáôá ôïõ èõ-
ñåïåéäïýò43. Ïé óõããñáöåßò åðßóçò ðáñáôÞñç-
óáí áíþìáëá ìåôÜãñáöá óå Ýíá ìõåëïåéäÝò
êáñêßíùìá ôïõ èõñåïåéäïýò43. Åíôïýôïéò, ç
Ýëëåéøç õëéêïý åóùôåñéêÞò áíáöïñÜò (ðáñá-
êåßìåíïõ öõóéïëïãéêïý éóôïý ôïõ èõñåïåéäïýò)
óôçí åí ëüãù ìåëÝôç, êáèéóôÜ äýóêïëç ôçí
êñßóç ãéá ôï ñüëï ôïõ c-mos óôçí êáñêéíïãÝ-
íåóç óôï èõñåïåéäÞ. Áíôßèåôá, óôç ìåëÝôç ìáò
åðéäåßîáìå åíôïíüôåñç Ýêöñáóç ôïõ c-mos óå
êáñêéíéêü ðíåõìïíéêü éóôü óå ó÷Ýóç ìå ôïí
ðáñáêåßìåíï öõóéïëïãéêü éóôü. Åßíáé áîéïóç-
ìåßùôï üôé ôï ãïíßäéï ôïõ c-mos åìöáíßæåé
ïìïëïãßá óôçí áëëçëïõ÷ßá ôïõ ìå ôï ãïíßäéï
Å2 ôïõ éïý ôïõ áíèñþðéíïõ èçëþìáôïò (ÇPV)
êáé äéáóôáõñïýìåíåò áíôéäñÜóåéò ßóùò ïäç-
ãïýí óå øåõäþò èåôéêÜ áðïôåëÝóìáôá44. ¸÷ïõ-
ìå üìùò ðñüóöáôá åîåôÜóåé ôç âÜóç ôùí êáñ-
êéíùìÜôùí ãéá HPV áëëÜ äå âñÝèçêå Ýíäåéîç
ìüëõíóçò áðü HPV45.

ÄïìéêÝò áíùìáëßåò óôï c-mos êáé ôç ãåéôï-
íéêÞ ôïõ ðåñéï÷Þ áíé÷íåýèçêáí óå ðëåéïìïñ-
öéêÜ áäåíþìáôá áðü ôïõò Stenman êáé óõí.46.
ÁíÜëõóç ìå ÷ñÞóç ðåñéïñéóôéêÞò åíäïíïõêëåÜ-
óçò Ýäåéîå üôé áõôÝò ïé ãåíåôéêÝò áíùìáëßåò
Þôáí ôï áðïôÝëåóìá ðïëëþí óçìåéáêþí ìå-
ôáëëÜîåùí ðáñÜ áíáäéáôÜîåùí46. Ç áíÜëõóç
ôçò ðñùôïäéÜôáîçò ôïõ c-mos óôéò ðåñéðôþóåéò
ìáò Ýäåéîå ìéá ðáñåñìçíåýóéìç êáé äýï óéù-
ðçëÝò óçìåéáêÝò ìåôáëëÜîåéò. Äå âñÞêáìå ôïí
ðáëáéüôåñá áíáöåñèÝíôá ðïëõìïñöéóìü (ìå-
ôáóôñïöÞ G óå Ô) óôï êùäéêüíéï 10547,48. Ç
ðáñåñìçíåýóéìç ìåôáëëáãÞ ðïõ ðáñáôçñÞèç-
êå óôçí ðåñßðôùóç 31, ïäÞãçóå óå áíôéêáôÜ-
óôáóç R>L óôï êùäéêüíéï 22. Ç óçìáóßá ôçò
åßíáé áóáöÞò, áöïý ç ðñùôåÀíç c-mos óå áõôü
ôïí áóèåíÞ äåí Þôáí áíé÷íåýóéìç êáé ôá åðß-
ðåäá ôïõ mRNA ôïõ c-mos Þôáí öõóéïëïãéêÜ.
Ôï êùäéêüíéï 22 âñßóêåôáé êïíôÜ óôç óåñßíç
(S) 3, ôçò ïðïßáò ç öùóöïñõëßùóç åßíáé óçìá-
íôéêÞ ãéá ôç óôáèåñüôçôá ôïõ c-mos49,50 êáé ôçí
áëëçëåðßäñáóÞ ôïõ ìå ôçí êéíÜóç ôçò ÌÁÑÊ
(ÌÊÊ)51. Åðéðñüóèåôá, ç S3 öùóöïñõëéþíåôáé
in vitro áðü ñõèìéæüìåíåò áðü åîùêõôôÜñéá
óÞìáôá êéíÜóåò (extracellular signal-regulated
kinases, ERKs) ó÷çìáôßæïíôáò êýêëùìá èåôé-
êÞò áíáôñïöïäüôçóçò52. ¸ôóé, ìéá ðéèáíüôçôá
åßíáé üôé ç ìåôÜëëáîç áõôÞ, óôçí Í-ôåëéêÞ ðå-
ñéï÷Þ, áðïóôáèåñïðïéåß ôï c-mos, êáé äéáêü-

ðôåé ôï êýêëùìá áíáôñïöïäüôçóçò mos-ERK,
åðçñåÜæïíôáò ôç ìåôáãùãÞ ôïõ óÞìáôïò óôçí
ïäü ôùí ERK.

Ç ïäüò mos/MKK/ERK åìðëÝêåôáé óôéò
êõôôáñéêÝò äéåñãáóßåò ôçò áýîçóçò [áíáóêï-
ðåßôáé óôá 14,38,40,53] êáé ôçò äéáöïñïðïßç-
óçò54. In vitro ìåëÝôåò Ýäåéîáí üôé ôï åîáãüìå-
íï áõôÞò ôçò ïäïý ìåôáãùãÞò óçìÜôùí (ðïë-
ëáðëáóéáóìüò [áíáóêïðïýíôáé óôï 14,38,40,52],
áíáóôïëÞ ôïõ êõôôáñéêïý êýêëïõ55, áðüðôù-
óç55 êáé äéáöïñïðïßçóç54) åîáñôÜôáé áðü äéÜ-
öïñåò ðáñáìÝôñïõò, üðùò áðü ôïí êõôôáñéêü
ôýðï14,54, ôç öÜóç ôïõ êõôôáñéêïý êýêëïõ55 êáé
ôá åðßðåäá ôçò ðñùôåÀíçò c-mos40. ÁõôÞ ç ðïé-
êéëßá äñÜóåùí äåí áðïôåëåß åêðëçêôéêü åýñç-
ìá ãéá ìéá êéíÜóç ôçò ÌÁÑÊÊ (ÌÊÊKs),
üðùò ôï c-mos, åðåéäÞ áíôßèåôá ìå ôéò MAPKs,
ðïõ áíáãíùñßæïíôáé åéäéêÜ áðü ôéò áíôßóôïé-
÷åò MKKs, ïé MKÊKs áëëçëåðéäñïýí ìå áñéè-
ìü MKKs, êáèéóôþíôáò äõíáôÞ ôçí ðïéêéëßá
ôùí êõôôáñéêþí áðáíôÞóåùí38. ËáìâÜíïíôáò
õðüøç ôéò áíùôÝñù åìöáíþò áíôßèåôåò äñÜ-
óåéò ôïõ c-mos, ïäçãçèÞêáìå óôç äéåñåýíçóç
ôçò ó÷Ýóçò ôïõ ìå ôéò êéíçôéêÝò ðáñáìÝôñïõò
ôïõ üãêïõ, ôïí ðïëëáðëáóéáóìü êáé ôçí áðü-
ðôùóç. Áí êáé äå âñÝèçêáí óçìáíôéêÝò äéáöï-
ñÝò áíÜìåóá óôéò c-mos(+) êáé c-mos(-) ïìÜ-
äåò áóèåíþí, ï ìÝóïò ÁÄ ôùí üãêùí ðïõ õðå-
ñåîÝöñáæáí ôï c-mos Þôáí ÷áìçëüôåñïò áðü
üôé óôïõò áñíçôéêïýò ãéá ôï c-mos (Ðßíáêáò
3). Áõôü ôï åýñçìá Ýñ÷åôáé óå áíôßèåóç ìå ôá
áðïôåëÝóìáôá ôùí Fukasawa êáé óõí,, ðïõ
áíÝöåñáí üôé áõîçìÝíá åðßðåäá ôïõ c-mos ïäç-
ãïýí óå áðüðôùóç Þ áíáóôïëÞ ôïõ êõôôáñéêïý
êýêëïõ55. Ìéá ðéèáíÞ åîÞãçóç ãéá áõôÞ ôçí
ðñïöáíÞ áóõìöùíßá åßíáé üôé óå ðïëëÝò áðü
ôéò c-mos(+) ðåñéðôþóåéò, Ýíáò åðáãùãÝáò ôçò
áðüðôùóçò ßóùò åßíáé åëáôôùìáôéêüò. Ìå áöïñ-
ìÞ ôçí ðñüóöáôç ìåëÝôç ôùí Fukasawa êáé
óõí., ïé ïðïßïé Ýäåéîáí üôé ç áðüðôùóç Þ ç
áíáóôïëÞ ôçò áýîçóçò ðïõ åðÜãïíôáé áðü ôçí
ïäü c-mos/MKK/ERK åßíáé åîáñôþìåíåò áðü
ôçí p5311, äéåñåõíÞóáìå ôç ó÷Ýóç áíÜìåóá
óôçí Ýêöñáóç ôïõ c-mos êáé ôçí p53 êáé âñÞ-
êáìå üôé ç õðåñÝêöñáóç ôïõ c-mos üíôùò óõ-
íïäåõüôáí óõ÷íÜ áðü ìåôáëëÜîåéò ôïõ ãïíé-
äßïõ p53 (Ðßíáêåò 1 êáé 3). Åðéðñüóèåôá, ôï
ãåãïíüò üôé ïé áíïóïúóôï÷çìéêïß öáéíüôõðïé
c-mos(+)/p53(+) êáé c-mos(-)/p53(+) åß÷áí óç-
ìáíôéêÜ ÷áìçëüôåñåò ôéìÝò ÁÄ êáé óõíäÝï-
íôáí óõ÷íüôåñá ìå áíåõðëïåéäßá óå ó÷Ýóç ìå
ôï c-mos(-)/p53(-) - ôï ôåëåõôáßï äåí ðáñïõ-
óéÜæåé äéáöïñÜ ìå ôï ðñüôõðï c-mos(+)/p53(-)
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(Ðßíáêáò 4) -  åíéó÷ýåé ôçí Üðïøç üôé ç öõ-
óéïëïãéêÞ p53 ðáßæåé ñüëï "öýëáêá" áíáóôÝë-
ëïíôáò ôç äéáìåóïëáâïýìåíç áðü ïãêïãïíß-
äéá åíåñãïðïßçóç ôçò ïäïý mos/MKK/ERK11.
Ðáñüìïéá ëåéôïõñãßá "öýëáêá" öáßíåôáé íá
åðéôåëåß ç öõóéïëïãéêÞ p53 Ýíáíôé êáé Üëëùí
ïãêïãïíéäßùí üðùò ôï ras5,56 êáé ç â-êáôåíß-
íç57. Ôï åýñçìá üôé ïé üãêïé ìå áëëïéþóåéò
ôïõ ãïíéäßïõ p53 åìöÜíéóáí áõîçìÝíï ñõèìü
ðïëëáðëáóéáóìïý (Ñ=0,004), åëáôôùìÝíï áðï-
ðôùôéêü äåßêôç (Ñ=0,001) êáé ÷ñùìïóùìéêÞ
áóôÜèåéá (áíåõðëïåéäßá) (Ñ=0,005) óå óýãêñé-
óç ìå ôçí ïìÜäá ôùí ðåñéðôþóåùí ìå öõóéï-
ëïãéêÞ p53 (Ðßíáêáò 3) õðïóôçñßæåé ôïí êå-
íôñéêü ñüëï ôçò öõóéïëïãéêÞò p53 ùò êõôôá-
ñéêïý öýëáêá ôçò áýîçóçò êáé ôçò äéáßñå-
óçò58.

ÁõôÜ ôá äåäïìÝíá ìáò ïäçãïýí óå óêÝøåéò
áíáöïñéêÜ ìå ôï ñüëï ôçò õðåñÝêöñáóçò ôïõ
c-mos óå Ýíá êáñêéíéêü êýôôáñï, áöïý ç ó÷Ý-
óç ôçò ìå ôçí êéíçôéêÞ ôïõ üãêïõ êáé ôç ÷ñù-
ìïóùìéêÞ áóôÜèåéá öáßíåôáé íá åîáñôÜôáé êáôÜ
êýñéï ëüãï áðü ôçí áêåñáéüôçôá ôçò p53. Ìéá
ðéèáíÞ åîÞãçóç åßíáé üôé ôï õðåñåêöñáóìÝíï
c-mos ßóùò ðáñáêÜìðôåé ïñéóìÝíá óôÜäéá óôç
öÜóç G0, ôá ïðïßá öõóéïëïãéêÜ åðÜãïíôáé
áðü áõîçôéêïýò ðáñÜãïíôåò êáèéóôþíôáò ôá
êýôôáñá áíáßóèçôá óå êáé áíåîÜñôçôá áðü
ñõèìéóôéêÜ óÞìáôá ãéá ôçí áýîçóç. Ç õðï-
óôÞñéîç ãéá áõôÞ ôçí õðüèåóç ðñïÝñ÷åôáé áðü
ìéá ðñüóöáôç Ýñåõíá óýìöùíá ìå ôçí ïðïßá
ìåôáó÷çìáôéóìÝíåò áðü ôï v-mos éíïâëÜóôåò
ðïíôéêéïý ÷áñáêôçñßæïíôáí áðü ôá÷åßá áýîçóç
êáé åëáôôùìÝíåò áðáéôÞóåéò óå ïñü, ìå ôáõôü-
÷ñïíç áíáóôïëÞ ôçò ìåôáãùãÞò óçìÜôùí áðü
ôïí ðñïåñ÷üìåíï áðü ôá áéìïðåôÜëéá áõîçôéêü
ðáñÜãïíôá (PDGF)59. ÐåñáéôÝñù óôïé÷åßá ðá-
ñÝ÷ïõí ïé ìåëÝôåò ôùí Rhodes êáé óõí. êáé
Afshari êáé óõí., ïé ïðïßïé êáôÝäåéîáí üôé ìå-
ôáó÷çìáôéóìÝíá áðü ôï v-mos êýôôáñá ÍÉÇ3Ô3
ðïõ êáëëéåñãÞèçêáí áðïõóßá ïñïý äåí Þôáí
éêáíÜ íá åëáôôþóïõí ôç äñáóôçñéüôçôá êñßóé-
ìùí ãéá ôï êõôôáñéêü êýêëï ñõèìéóôéêþí ìï-
ñßùí, ìåôáîý ôùí ïðïßùí ôùí êõêëéíþí D, E
êáé A, ôùí CDKs êáé ôùí åéäéêþí ãéá ôçí S
öÜóç óõìðëüêùí ôïõ E2F20,21. Åðéðñüóèåôá, ôï
ãåãïíüò üôé ôï 14% ôùí c-mos(+) üãêùí äåí
åìöÜíéóáí áëëïéþóåéò ôïõ ãïíéäßïõ p53 êáé
óõíäÝïíôáí ìå áíåõðëïåéäßá õðáéíßóóåôáé üôé
ßóùò ç õðåñÝêöñáóç ôïõ c-mos åðçñåÜæåé ôç
óôáèåñüôçôá ôïõ ãïíéäéþìáôïò áíåîÜñôçôá ôçò
p53. ¸íáò ðéèáíüò ìç÷áíéóìüò åßíáé üôé ç
óõíå÷Þò äéáôÞñçóç ôïõ MPF êáôÜ ôçí üøéìç

öÜóç S èá ìðïñïýóå íá ïäçãÞóåé óå ðñüùñá
ãåãïíüôá óõìðýêíùóçò ôùí ÷ñùìïóùìÜôùí
äçìéïõñãþíôáò åëåýèåñá Üêñá DNA ðïõ Ý÷ïõí
õøçëü äõíáìéêü áíáóõíäõáóìïý60. Åßíáé áîéï-
óçìåßùôï üôé áõôÝò ïé ðåñéðôþóåéò Þôáí áäåíï-
êáñêéíþìáôá êáé, óõãêñéôéêÜ ìå ôá êáñêéíþ-
ìáôá åê ðëáêùäþí êõôôÜñùí êáé ôá ìéêñïêõô-
ôáñéêÜ êáñêéíþìáôá ôïõ ðíåýìïíá, ôá áäåíï-
êáñêéíþìáôá åìöáíßæïõí ôç ÷áìçëüôåñç áíá-
ëïãßá ìåôáëëÜîåùí ôïõ ãïíéäßïõ p5336. ÔÝëïò,
åöüóïí ç åõáéóèçóßá óå ïñéóìÝíá öÜñìáêá-
áíáóôïëåßò ôùí ìéêñïóùëçíßóêùí åîáñôÜôáé áðü
ôçí åðéôåëïýìåíç áðü ôçí p53 áíáóôïëÞ ôçò
ó÷åôéæüìåíçò ìå ôïõò ìéêñïóùëçíßóêïõò ðñù-
ôåÀíçò 4 (ÌÁÑ4)61 êáé ôï c-mos åíåñãïðïéåß
ôçí ïäü ôùí êéíáóþí ôùí ó÷åôéæïìÝíùí ìå ôïõò
ìéêñïóùëçíßóêïõò ðñùôåúíþí62,63, ôï ðñüôõðï
ôùí c-mos êáé p53 ìðïñåß íá âïçèÞóåé óå ïñé-
óìÝíåò ðåñéðôþóåéò óôïí êáèïñéóìü ôçò êá-
ôÜëëçëçò ÷çìåéïèåñáðåõôéêÞò óôñáôçãéêÞò.

¢ëëï åíäéáöÝñïí åýñçìá Þôáí üôé ôÝóóåñéò
c-mos(-) ðåñéðôþóåéò (8,5%) åìöÜíéóáí áðþ-
ëåéá åôåñïæõãùôßáò óôïí ôüðï D8S285 ï ïðïßïò
âñßóêåôáé óôï ôåëïìåñéêü Üêñï ôïõ c-mos (Ðß-
íáêáò 1). ÄåäïìÝíùí ôùí ðåéñáìáôéêþí óôïé-
÷åßùí üôé ôï c-mos äñá ùò ïãêïãïíßäéï64, ç
áðþëåéá ôïõ áëëçëïìüñöïõ äåí Þôáí áíáìå-
íüìåíç. Ìéá åîÞãçóç åßíáé üôé ç áðþëåéá åôå-
ñïæõãùôßáò óôïí ôüðï D8S285 ðñïêáëåß áðþ-
ëåéá ôçò äñáóôéêüôçôáò åíüò êáéíïýñéïõ ïãêï-
êáôáóôáëôéêïý ãïíéäßïõ. ¼ìùò, áí ç áðþëåéá
ôïõ áëëçëïìüñöïõ áíáöÝñåôáé óôï c-mos, ôüôå
ï ñüëïò ôïõ óôçí êáñêéíïãÝíåóç åßíáé áêüìç
ðéï ðåñßðëïêïò. Äýï ìåëÝôåò ðïõ ÷ñçóéìï-
ðïßçóáí c-mos-/-knock-out ðïíôßêéá Ýäåéîáí üôé
ôá ìåôáëëáãìÝíá èÞëåá äéÝôñå÷áí áõîçìÝíï
êßíäõíï áíÜðôõîçò ôåñáôùìÜôùí óôçí ùïèÞêç,
åíþ ôá ìåôáëëáãìÝíá Üññåíá Þôáí öáéíïôõðé-
êÜ öõóéïëïãéêÜ65,66. Ìéá ëïãéêÞ åñìçíåßá ãéá
ôï áðïôÝëåóìÜ ìáò åßíáé üôé áöïý ôï c-mos, ùò
ÌÊÊÊ, âñßóêåôáé óôï "óôáõñïäñüìé" ôçò ïäïý
ôùí ÌÁÑÊ, ç ÝëëåéøÞ ôïõ, óå áõôÞ ôçí ïìÜäá
ôùí êáñêéíùìÜôùí, ßóùò ðáßæåé óõìðëçñùìá-
ôéêü ñüëï óôéò äñÜóåéò Üëëïõ åëáôôùìáôéêïý
ìïñßïõ åðéôñÝðïíôáò ôçí åðéâßùóç ôïõ êáñêé-
íéêïý êõôôÜñïõ. Ôï åýñçìá ôùí Teng êáé óõí.,
ïé üðïéïé áíß÷íåõóáí Ýëëåéøåéò ôïõ ãïíéäßïõ
ÌÊÊ4 óå äéÜöïñåò êõôôáñéêÝò óåéñÝò óõìöù-
íåß ìå ôá áðïôåëÝóìáôÜ ìáò67.

ÓõíïðôéêÜ, óõãêåíôñþèçêáí óôïé÷åßá üôé ç
ðñùôåÀíç c-mos õðåñåêöñÜæåôáé ó÷åôéêÜ óõ-
÷íÜ ëüãù áõîçìÝíçò ìåôáãñáöÞò óôá ìç ìé-
êñïêõôôáñéêÜ êáñêéíþìáôá ôïõ ðíåýìïíá. Ïé
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åðéäñÜóåéò ôçò óôçí êéíçôéêÞ ôïõ üãêïõ êáé
ôç ÷ñùìïóùìéêÞ áóôÜèåéá öáßíïíôáé íá åîáñ-
ôþíôáé êáôÜ êýñéï ëüãï áðü ôçí áêåñáéüôçôá
ôçò p53. Ç áíß÷íåõóç áðþëåéáò ôïõ áëëçëï-
ìüñöïõ óôçí ðåñéï÷Þ ôïõ c-mos õðïãñáììßæåé
ôçí áíÜãêç ðåñáéôÝñù äéáëåýêáíóçò ôïõ ñü-
ëïõ ôùí ÌÁÑÊ óôçí êáñêéíïãÝíåóç óôïí ðíåý-
ìïíá.

Ç ðáñïýóá åñãáóßá ôéìÞèçêå  ìå ôï âñá-
âåßï ÃÁËÇÍÏÓ óôï 7 ÐáíåëëÞíéï ÓõíÝäñéï
ÐáèïëïãéêÞò ÁíáôïìéêÞò ðïõ Ýëáâå ÷þñá óôçí
ÁèÞíá, 13-16 Áðñéëßïõ 2000.
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