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Το γονίδιο RASSF1A εμπλέκεται σε κύρια μονοπάτια για τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου (όπως του ras), εκφράζεται σε όλα τα αιμοποιητικά κύτταρα, 
ενώ η υπερμεθυλίωση του υποκινητή του είναι ένα συχνό εύρημα σε συμπαγείς όγκους. Μέχρι τώρα τα επίπεδα μεθυλίωσης του RASSF1A δεν έχουν 
μελετηθεί στη χρόνια μυελογενή λευχαιμία (ΧΜΛ). Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να αναλυθεί η κατάσταση μεθυλίωσης του RASSF1A σε ασθενείς 
με χρόνια μυελογενή λευχαιμία, τόσο στη χρόνια φάση όσο και κατά την εξέλιξη της νόσου σε επιταχυνόμενη φάση και βλαστική κρίση, για να εκτιμηθεί 

η αξία του ως προγνωστικού και δυνητικά θεραπευτικού στόχου.

Μυελός των οστών και περιφερικό αίμα συλλέχτηκε από 42 ασθενείς 
(άνδρες/γυναίκες: 21/21, μέση ηλικία: 58,5, εύρος: 28-80 έτη) από τους 
οποίους 41 έπασχαν από ΧΜΛ σε διάφορα στάδια της νόσου, καθώς από μία 
ασθενή με οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία που ήταν θετική στο χρωμόσωμα 
της Φιλαδέλφειας. Από τους ασθενείς με ΧΜΛ 20 έφεραν τον ανασυνδυασμό 
b2a2-BCR-ABL, 17 τον b3a2-BCR-ABL, 2 ταυτόχρονα τον b3a2 και τον b2a2 
και ένας τον σπάνιο c3a2 (e19a2). Κατά τη βλαστική κρίση μία ασθενής 
εμφάνισε μονοσωμία 7, ενώ ένας ακόμα ασθενής κατά την ύφεση της νόσου 
(αιματολογική, πλήρη κυτταρογενετική και μείζονα μοριακή) εμφάνισε 
απώλεια του Y χρωμοσώματος.
Αναλυτικά 32 ασθενείς μελετήθηκαν κατά τη διάγνωση της νόσου (ανάμεσά 
τους 10 μελετήθηκαν ξανά: 8 κατά την ύφεση και 2 κατά την εξέλιξη της νόσου 
σε βλαστική κρίση), 1 ασθενής μελετήθηκε μόνο κατά την επιταχυνόμενη φάση 
και 10 ασθενείς μελετήθηκαν μόνο στη βλαστική κρίση.
Παράλληλα αναλύθηκε και η νεοπλασματική σειρά Κ562 (ερυθρολευχαιμίας), 
η οποία φέρει τον ανασυνδυασμό b3a2-BCR-ABL. Ως θετικοί και αρνητικοί 
μάρτυρες της πειραματικής διαδικασίας, χρησιμοποιήθηκαν ασθενείς με 
καρκίνο του παχέος εντέρου με γνωστά επίπεδα μεθυλίωσης (από ερευνητικό 
πρωτόκολλο που τρέχει παράλληλα στο εργαστήριό μας).

ΥΛΙΚΑ
DNA απομονώθηκε από μυελό των οστών ή περιφερικό αίμα (QIAamp DNA 
Blood Mini Kit, Qiagen), καθώς και από βιοψίες οστού σε παραφίνη (QIAamp 
DNA FFPE Tissue Kit, Qiagen). Το επίπεδο μεθυλίωσης του RASSF1A 
μελετήθηκε μετά από επίδραση στο γενωμικό DNA με όξινο θειώδες νάτριο 
-bisulfite treatment- (EZ DNA Methylation Gold KitTM, ZYMO Research), που 
ακολουθείται από ειδική, για την ανάλυση της μεθυλίωσης, PCR (Methylation 
Specific PCR). Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να δίνουν προϊόντα 
ανάλογα αν το DNA είναι μεθυλιωμένο ή όχι στις 94 και στις 108 βάσεις, 
αντίστοιχα. Αναλυτικά οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν:
- M1 (forward) 5’-GTGTTAACGCGTTGCGTATC-3’ 
- M2 (reverse) 5’-AACCCCGCGAACTAAAAACGA-3’
- U1 (forward) 5’-TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG-3’
- U2 (reverse) 5’-CAAACCCCACAAACTAAAAACAA-3’
Η PCR ενίσχυσε 100ng τροποποιημένου DNA σε μία αντίδραση 25 μl που 
περιείχε 62.5 μM από κάθε τριφωσφορικό νουκλεοτίδιο, 20 pmoles από τον 
κάθε εκκινητή, 3.0 mM MgCl2 και 0.8 U του ενζύμου Taq πολυμεράση 
(Qiagen). Οι συνθήκες της PCR ήταν: 5 min στους 94oC ακολουθούμενη από 
37 κύκλους (94oC για 30 sec, 600C για 30 sec, 72oC για 30 sec), και τέλος 4 
min στους 72oC. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν στο μηχάνημα PTC-200, 
MJ-Research (Watertown-Massachusetts) και τα προϊόντα PCR αναλύθηκαν 
σε γέλη αγαρόζης 3% ΤΒΕ.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Μεθυλίωση του RASSF1A δεν ανιχνεύτηκε σε κανέναν ασθενή με χρόνια 
μυελογενή λευχαιμία στην χρόνια φάση, κατά την ύφεση της νόσου, ή κατά την 
εξέλιξη σε επιταχυνόμενη φάση ή βλαστική κρίση. Επίσης, ο ασθενής με οξεία 
λεμφοβλαστική λευχαιμία έδειξε μηδενικό επίπεδο μεθυλίωσης. Ωστόσο, η 
καρκινική κυτταρική σειρά ερυθρολευχαιμίας Κ562 βρέθηκε ότι είναι 
μεθυλιωμένη. Παραδείγματα του επιπέδου μεθυλίωσης των ασθενών της 
μελέτης, καθώς και της νεοπλασματικής σειράς K562, παρουσιάζονται στην 
εικόνα 1.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Παρά το γεγονός ότι το RASSF1A είναι μεθυλιωμένο στους περισσότερους 
συμπαγείς όγκους, εκφράζεται σε όλα τα αιμοποιητικά κύτταρα, και έχει βρεθεί 
μεθυλιωμένο στο 0-20% των ασθενών με οξεία μυελογενή λευχαιμία και 
μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα, τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι πιθανώς 
δεν εμπλέκεται στην παθογένεση και εξέλιξη της χρόνιας μυελογενούς 
λευχαιμίας.
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