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ìå ôçí áðüðôùóç óôá áäåíþìáôá
ôçò õðüöõóçò ôïõ áíèñþðïõ*

ÓÊÏÐÏÓ Ôï ïãêïãïíßäéï bcl-2 êáé ôï ãïíßäéï bax êáé ôá áíôßóôïé÷á
ðñùôåúíéêÜ ôïõò ðñïúüíôá ðáßæïõí óçìáíôéêü ñüëï óôç ñýèìéóç ôçò
áðüðôùóçò. Óêïðüò ôçò ìåëÝôçò Þôáí ç äéåñåýíçóç ôçò äñÜóçò ôùí
ðñùôåúíþí bcl-2 êáé bax êáé ç ó÷Ýóç ôïõò ìå ôçí áðüðôùóç óå 81
áäåíþìáôá õðüöõóçò ôïõ áíèñþðïõ. ÕËÉÊÏ-ÌÅÈÏÄÏÓ Ïé 60 ðåñéðôþóåéò
ëåéôïõñãéêþí áäåíùìÜôùí ðåñéåëÜìâáíáí 19 óùìáôïôñüðá, 16
ãáëáêôïôñüðá, 10 ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-ãáëáêôïôñüðá êáé 15
êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá. Ïé õðüëïéðåò 21 ðåñéðôþóåéò áöïñïýóáí
êëéíéêþò ìç ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá. Ïé ðñùôåÀíåò bcl-2 êáé bax
ìåëåôÞèçêáí áíïóïúóôï÷çìéêÜ êáé ôá áðïôåëÝóìáôá
ðïóïôéêïðïéÞèçêáí ìå ôç ÷ñÞóç óõóôÞìáôïò Histoscore (HSC), ðïõ
õðïëïãßóôçêå áðü ôï ãéíüìåíï ôïõ âáèìïý ôïõ ðïóïóôïý èåôéêþí
êõôôÜñùí (1�4) ìå ôï âáèìü Ýíôáóçò ôçò ÷ñþóçò (1�3). Ôá áðïðôùôéêÜ
êýôôáñá áíé÷íåýèçêáí ìå ôçí ôå÷íéêÞ in situ óÞìáíóçò ôùí ôåëéêþí
õäñïîõëïìÜäùí ôïõ DNA (ISEL) óå ôïìÝò ðáñáößíçò êáé õðïëïãßóôçêå
ï áðïðôùôéêüò äåßêôçò (ÁÄ). ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ Ç ðñùôåÀíç bcl-2
áíé÷íåýèçêå óå 58% ôùí üãêùí, ðïõ áöïñïýóáí 32 (53,5%) ëåéôïõñãéêÜ
êáé 15 (71,5%) ìç ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá. Ç ðñùôåÀíç bax áíé÷íåýèçêå
óå 65 (80%) óõíïëéêÜ üãêïõò, áðü ôïõò ïðïßïõò 50 (83,5%) Þôáí
ëåéôïõñãéêïß êáé 15 (71,5%) ìç ëåéôïõñãéêïß. Ôï bcl-2 HSC Þôáí
õøçëüôåñï óôá ìç ëåéôïõñãéêÜ (4,95) áðü ü,ôé óôá ëåéôïõñãéêÜ (2,76)
áäåíþìáôá óå âáèìü óôáôéóôéêþò óçìáíôéêü (P=0,02). ¼óïí áöïñÜ
ôï bax HSC, äåí âñÝèçêå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ ìåôáîý
ëåéôïõñãéêþí (5,91) êáé ìç ëåéôïõñãéêþí (5,58) áäåíùìÜôùí. ÓõíïëéêÜ,
45 áðü ôá 81 (55,5%) áäåíþìáôá ðåñéåëÜìâáíáí èåôéêïýò
áðïðôùôéêïýò ðõñÞíåò ìå ôçí ôå÷íéêÞ ISEL. Ôá ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá
åß÷áí õøçëüôåñï ÁÄ (5,7%) áðü ü,ôé ïé ìç ëåéôïõñãéêïß üãêïé (1,92%)
êáé áõôÞ ç äéáöïñÜ Þôáí óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ (P=0,03). Ôï
õøçëüôåñï ðïóïóôü èåôéêþí ðõñÞíùí ðáñáôçñÞèçêå óôá êïñôéêïôñüðá
áäåíþìáôá (6,81%), áêïëïõèïýìåíá áðü ôá ãáëáêôïôñüðá (5,57%),
óùìáôïôñüðá (5,51%) êáé ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-ãáëáêôïôñüðá (4,59%)
áäåíþìáôá. ÐáñáôçñÞèçêå áíôßóôñïöç ó÷Ýóç ôïõ ÁÄ ìå ôçí Ýêöñáóç
ôçò ðñùôåÀíçò bcl-2 óå üëïõò ó÷åäüí ôïõò ôýðïõò áäåíùìÜôùí êáé
óå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêü âáèìü ìüíï óôá êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá
(P=0,02). Áíôßèåôá, ï âáèìüò ôçò áðüðôùóçò äåí Ýäåéîå íá ó÷åôßæåôáé
ìå ôçí Ýêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò bax. ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ Ç áðüðôùóç
áðáíôÜ êõñßùò óôá ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá, ìå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ
äéáöïñÜ áðü ôá ìç ëåéôïõñãéêÜ. Ç Ýêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò bcl-2 åßíáé
÷áìçëüôåñç óå óýãêñéóç ìå áõôÞ ôçò bax êáé, åðéðëÝïí, åßíáé
óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÜ õøçëüôåñç óôá ìç ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá êáé
ðáñïõóéÜæåé áíôßóôñïöç ó÷Ýóç ìå ôïí áðïðôùôéêü äåßêôç. Ôá
áðïôåëÝóìáôá áõôÜ äåß÷íïõí üôé ôï åôåñïäéìåñÝò bcl-2/bax åìðëÝêåôáé
óôç ñýèìéóç ôùí áðïðôùôéêþí ìç÷áíéóìþí óôá áäåíþìáôá ôçò
õðüöõóçò ôïõ áíèñþðïõ.
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bcl-2 KAI bax ÓÅ ÕÐÏÖÕÓÉÁÊÁ ÁÄÅÍÙÌÁÔÁ 581

Ç áðüðôùóç Þ «ðñïãñáììáôéóìÝíïò êõôôáñéêüò
èÜíáôïò» áðïôåëåß öáéíüìåíï ìå ìïñöïëïãéêÜ êáé
âéï÷çìéêÜ ÷áñáêôçñéóôéêÜ, ðïõ äéáöÝñïõí áðü ôçí
ôõðéêÞ íÝêñùóç.1�4 ÁðáíôÜ óå äéÜöïñåò öõóéïëïãéêÝò
êáé ðáèïëïãéêÝò êáôáóôÜóåéò, óõìðåñéëáìâáíïìÝíùí
êáé ôùí íåïðëáóìáôéêþí åîåñãáóéþí.5

Óôïí áðïðôùôéêü êõôôáñéêü èÜíáôï åìðëÝêïíôáé
ðïëëáðëÜ ãïíßäéá, ôá ðñùôåúíéêÜ ðñïúüíôá ôùí ïðïßùí
äñïõí ùò ìïñéáêïß ñõèìéóôÝò ðïõ êáèïñßæïõí ôï èÜíáôï
Þ ôç æùÞ ôïõ êõôôÜñïõ ìåôÜ áðü ôçí åðßäñáóç åíüò
åñåèßóìáôïò. ÐïëëÜ áðü ôá ãïíßäéá áõôÜ åßíáé ïìüëïãá
ìåôáîý äéáöüñùí åéäþí åìâßùí üíôùí, ãåãïíüò ðïõ
õðïäçëþíåé üôé ïé âáóéêïß ñõèìéóôéêïß ìç÷áíéóìïß ôçò
áðüðôùóçò Ý÷ïõí äéáôçñçèåß êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò
åîÝëéîçò. Ìéá áðü ôéò êýñéåò ïéêïãÝíåéåò ôùí áíùôÝñù
ãïíéäßùí åßíáé áõôÞ ôïõ ïãêïãïíéäßïõ bcl-2. H bcl-2 åßíáé
ìéá ðñùôåÀíç 24�26 kd, ðïõ åíôïðßæåôáé êõñßùò óôçí
åîùôåñéêÞ ìåìâñÜíç ôùí ìéôï÷ïíäñßùí êáé
áíáêáëýöèçêå áñ÷éêÜ ùò ãïíéäéáêÞ Ýêöñáóç
÷ñùìïóùìáôéêÞò áíôéìåôÜèåóçò óôï ïæþäåò ëÝìöùìá.6

Ç bcl-2 âñÝèçêå üôé óõìâÜëëåé óôç íåïðëáóìáôéêÞ
áýîçóç, áíáóôÝëëïíôáò ôçí áðüðôùóç,7 ðïõ ðñïÜãåôáé
áðü ïñìüíåò êáé êõôôáñïêßíåò, ìå áðïôÝëåóìá íá
ðáñáôåßíåôáé ç æùÞ ôïõ êõôôÜñïõ.8 Ðñüóöáôåò ìåëÝôåò
Ý÷ïõí äåßîåé üôé ç bcl-2 áíáóôÝëëåé ôçí Ýêëõóç ôïõ
êõôï÷ñþìáôïò c áðü ôá ìéôï÷üíäñéá,9�10 ôï ïðïßï
áðáéôåßôáé ãéá ôçí åíåñãïðïßçóç ôùí êáóðáóþí/ICE
ðñùôåáóþí, ðïõ åßíáé áðáñáßôçôåò óôçí áðüðôùóç.11

¸÷ïõí áíáãíùñéóôåß áñêåôÜ ìüñéá ïìüëïãá ôçò bcl-
2, ïñéóìÝíá áðü ôá ïðïßá (bcl-xL, mcl-1 êáé ced-9)
áíáóôÝëëïõí åðßóçò ôçí áðüðôùóç, åíþ Üëëá (bcl-xS,
bad, bak êáé bax) ôçí åõïäþíïõí. Ç åíåñãüò éóïññïðßá
ìåôáîý ôùí áíáóôïëÝùí êáé åõïäùôþí ôçò äñÜóçò ôçò
bcl-2 áðïôåëåß Ýíáí áðü ôïõò êýñéïõò ñõèìéóôéêïýò
ìç÷áíéóìïýò ôïõ áðïðôùôéêïý êõôôáñéêïý èáíÜôïõ.12,13

Ç ba÷ (bcl-2-associated protein X) åßíáé ç ðñþôç
ðñùôåÀíç ðïõ âñÝèçêå íá åìöáíßæåé ïìïëïãßá ìå ôçí b-
cl-2 óå äýï åîåëéêôéêÜ äéáôçñïýìåíåò ðåñéï÷Ýò.14 Ç bax
ìðïñåß íá áõôïäéìåñéóôåß ìå ôï ßäéï ôï ìüñéï
(ïìïäéìåñÝò) Þ ìå ôçí bcl-2 (åôåñïäéìåñÝò) êáé üôáí
õðåñðáñÜãåôáé, ôá ïìïäéìåñÞ ôçò ðñïÜãïõí ôçí
áðüðôùóç.12,15 Áíôßèåôá, üôáí ç bcl-2 åßíáé óå ðåñßóóåéá,
ôá ïìïäéìåñÞ ôçò åðéêñáôïýí êáé ôá êýôôáñá
ðñïóôáôåýïíôáé áðü ôïí êõôôáñéêü èÜíáôï. ÅðéðëÝïí, ç
bcl-2 áíáóôÝëëåé ôçí áðüðôùóç, ÷ùñßò áíôßóôïé÷ç áýîçóç
ôïõ êõôôáñéêïý ðïëëáðëáóéáóìïý êáé ñõèìßæåé áñíçôéêÜ
ôçí áðïðôùôéêÞ äñÜóç ôçò bax ìå ôï ó÷çìáôéóìü bcl-
2/bax åôåñïäéìåñþí.15 Ç áíáëïãßá, åðïìÝíùò, ôùí bcl-
2/bax áðïôåëåß Ýíá ñõèìéóôÞ ðïõ åëÝã÷åé ôï èÜíáôï åíüò
êõôôÜñïõ ùò áðÜíôçóç óå Ýíá áðïðôùôéêü åñÝèéóìá.16

×áìçëÞ Ýêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò bax óôá êýôôáñá
êáñêéíþìáôïò ìáóôïý èåùñåßôáé üôé óõìâÜëëåé óôçí
åîÝëéîç ôçò íüóïõ,17 åíþ ðïíôßêéá ìå áíåðÜñêåéá ôçò bax
áíáðôýóóïõí ëåìöïåéäÞ õðåñðëáóßá, áëëÜ ðáñáäüîùò
êáé èÜíáôï ôùí ãåííçôéêþí êõôôÜñùí.18 Ôá óôïé÷åßá áõôÜ
õðïäçëþíïõí üôé ç bax ìðïñåß íá åðÜãåé Þ íá
áíáóôÝëëåé ôïí êõôôáñéêü èÜíáôï áíÜëïãá ìå ôïí ôýðï
ôïõ êõôôÜñïõ óôï ïðïßï åêöñÜæåôáé, óå óõíäõáóìü ìå
ôçí ðáñïõóßá Þ åíåñãïðïßçóç êáé Üëëùí ìåëþí ôçò
ïéêïãÝíåéáò bcl-2. Áðþëåéá åðßóçò ôçò bax ðñïÜãåé ôçí
ïãêïãÝíåóç óôá ðïíôßêéá19 êáé ðéèáíþò óôïõò
áíèñþðïõò.20 ÌåëÝôåò ôïõ mRNA êáé ôçò ðñùôåÀíçò bax
Ý÷ïõí äåßîåé üôé ôï ìüñéï áõôü åêöñÜæåôáé åõñÝùò óôïõò
éóôïýò óå ó÷Ýóç ìå ôçí bcl-2, óôïé÷åßï ðïõ õðïäçëþíåé
üôé ç bax Ý÷åé êáé Üëëåò ëåéôïõñãßåò åêôüò áðü ôçí
áíáóôïëÞ ôçò äñÜóçò ôçò bcl-2.21,22 Ãéá ðáñÜäåéãìá, ç
bax Ý÷åé áðïäåé÷èåß ðùò åðÜãåôáé Üìåóá áðü ôï
ïãêïêáôáóôáëôéêü ãïíßäéï p53, ìÝóù ìåôáãñáöéêÞò
åíåñãïðïßçóçò, óå êýôôáñá åõáßóèçôá óôçí áêôéíïâïëßá
êáé ðéèáíþò íá ðáßæåé êÜðïéï ñüëï óôçí áðïðôùôéêÞ
åîÜëåéøç ôùí êõôôÜñùí ìåôÜ ôçí ÝêèåóÞ ôïõò óå
ðáñÜãïíôåò ðïõ ðñïêáëïýí âëÜâç ôïõ DNA.23

Áí êáé ôï öÜóìá ôùí êõôôáñéêþí ìåôáâïëþí ôçò
áðüðôùóçò ìå ôï çëåêôñïíéêü ìéêñïóêüðéï åßíáé
÷áñáêôçñéóôéêü, åßíáé äýóêïëï íá áíáãíùñéóôåß ìå
áêñßâåéá ï èÜíáôïò ìåìïíùìÝíùí êõôôÜñùí ìå ôï ïðôéêü
ìéêñïóêüðéï. Ç áíß÷íåõóç ôïõ êáôáêåñìáôéóìÝíïõ
åíäïíïõêëåïóùìáôéêïý DNA ìå ôçí ôå÷íéêÞ ôçò in situ
óÞìáíóçò ôùí ôåëéêþí õäñïîõëïìÜäùí (ISEL)24,25 êáé ç
áíïóïúóôï÷çìéêÞ äéåñåýíçóç ôùí ðñïúüíôùí ôùí
ãïíéäßùí bcl-2 êáé bax áíôéðñïóùðåýïõí ìéá
åíáëëáêôéêÞ ðñïóÝããéóç ôçò ìåëÝôçò ôçò áðüðôùóçò.
Áõôü ìðïñåß íá ðñïóöÝñåé óçìáíôéêÝò ðëçñïöïñßåò
ãýñù áðü ôçí áðïðôùôéêÞ êáôÜóôáóç êáé ôç ñýèìéóç ôçò
áðüðôùóçò. Óôá áäåíþìáôá ôçò õðüöõóçò ôï öáéíüìåíï
áõôü ðáñáìÝíåé áêüìá áíåîåñåýíçôï, äåäïìÝíïõ üôé ïé
õðÜñ÷ïõóåò ìåëÝôåò åßíáé ðåñéïñéóìÝíåò êáé Ý÷ïõí
êáôåîï÷Þí åñåõíçôéêü ðåñéå÷üìåíï.

Ï óêïðüò ôçò ðáñïýóáò ìåëÝôçò Þôáí ç åêôßìçóç ôùí
åðéäñÜóåùí ôùí ðñùôåúíéêþí ðñïúüíôùí ôïõ
ïãêïãïíéäßïõ bcl-2 êáé ôïõ ãïíéäßïõ bax êáé ç óõó÷ÝôéóÞ
ôïõò ìå ôçí áðïðôùôéêÞ êáôÜóôáóç ôùí áäåíùìÜôùí ôçò
õðüöõóçò ôïõ áíèñþðïõ.

ÕËÉÊÏ ÊÁÉ ÌÅÈÏÄÏÓ

Ðåñéðôþóåéò

ÌåëåôÞèçêáí 81 ÷åéñïõñãéêþò åîáéñåèÝíôá õðïöõóéáêÜ
áäåíþìáôá, ðïõ óõãêåíôñþèçêáí áðü ôï áñ÷åßï üãêùí
õðüöõóçò ôïõ Ðáèïëïãïáíáôïìéêïý ÔìÞìáôïò ôïõ ÐÃÍÁ «Ã.
ÃåííçìáôÜò». Ç äéÜãíùóç âáóßóôçêå óôçí éóôïëïãéêÞ ìåëÝôç



582 Ä. ÓÁÌÐÁÆÉÙÔÇÓ êáé óõí

êáé áíïóïúóôï÷çìéêÞ áíÜëõóç ãéá üëåò ôéò áäåíïûðïöõóéáêÝò
ïñìüíåò. Ãéá ôçí ðåñáéôÝñù áêñéâÞ ìïñöïëïãéêÞ ôáîéíüìçóç,
åðéëåãìÝíá äåßãìáôá ìåëåôÞèçêáí óôï çëåêôñïíéêü
ìéêñïóêüðéï. Ïé 60 ðåñéðôþóåéò ëåéôïõñãéêþí áäåíùìÜôùí
ðåñéåëÜìâáíáí 19 óùìáôïôñüðá, 16 ãáëáêôïôñüðá, 10 ìéêôÜ
óùìáôïôñüðá-ãáëáêôïôñüðá êáé 15 êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá,
åíþ ïé ëïéðÝò 21 áöïñïýóáí êëéíéêþò ìç ëåéôïõñãéêÜ
áäåíþìáôá. ÅðéðëÝïí, ìåëåôÞèçêáí 3 ìç íåïðëáóìáôéêÝò
õðïöýóåéò ðñïåñ÷üìåíåò áðü õëéêü íåêñïôïìþí. ÓáñÜíôá
ðÝíôå áðü ôïõò áóèåíåßò Þôáí Üíäñåò êáé 36 ãõíáßêåò. Ï ìÝóïò
üñïò çëéêßáò Þôáí 49,93 (åýñïò 14�73) Ýôç óôïõò Üíäñåò êáé
44,37 (åýñïò 18�65) Ýôç óôéò ãõíáßêåò. Óôá ëåéôïõñãéêÜ
áäåíþìáôá, ôá åðßðåäá ôùí áíôßóôïé÷ùí õðåñðáñáãïìÝíùí
áäåíïûðïöõóéáêþí ïñìïíþí Þôáí êáôÜ êáíüíá áõîçìÝíá
óôïí ïñü üëùí ôùí áóèåíþí. ¸íáò áóèåíÞò ìå ìéêôü
óùìáôïôñüðï-ãáëáêôïôñüðï áäÝíùìá Ýðáó÷å áðü ðïëëáðëÞ
åíäïêñéíÞ íåïðëáóßá ôýðïõ 1. ÅðéðëÝïí, äýï áóèåíåßò ìå
êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá åß÷áí óýíäñïìï Nelson, åíþ ïé
õðüëïéðïé áðü ôçí ßäéá ïìÜäá åß÷áí äéáãíùóôåß ìå íüóï Cush-
ing. Ïé áóèåíåßò ìå ìç ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá åìöÜíéæáí
êõñßùò êåöáëáëãßåò êáé ïðôéêÝò äéáôáñá÷Ýò.

Ôï ìÝãåèïò ôïõ üãêïõ Þôáí ãíùóôü óå 77 ðåñéðôþóåéò.
ÅííÝá áðü ôïõò 56 ëåéôïõñãéêïýò üãêïõò Þôáí
ìéêñïáäåíþìáôá, ìå ìÝãåèïò êÜôù ôïõ 1 cm, åíþ ïé õðüëïéðïé
47, üðùò êáé ïé 21 ìç ëåéôïõñãéêïß üãêïé, Þôáí
ìáêñïáäåíþìáôá. Ðëçñïöïñßåò ðïõ áöïñïýóáí ôç
öáñìáêåõôéêÞ áãùãÞ ôùí áóèåíþí ìå óùìáôïôñüðá,
ãáëáêôïôñüðá êáé ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-ãáëáêôïôñüðá
áäåíþìáôá ðñéí áðü ôç ÷åéñïõñãéêÞ åðÝìâáóç Þôáí äéáèÝóéìåò
óå 27 ðåñéðôþóåéò. Áðü áõôïýò, 23 áóèåíåßò åß÷áí ëÜâåé
ðñïåã÷åéñçôéêÞ áãùãÞ. Ïé áóèåíåßò ìå áäåíþìáôá ðïõ
õðåñÝêêñéíáí GH åß÷áí ëÜâåé áíÜëïãá óùìáôïóôáôßíçò
(ïêôñåïôßäç), åíþ áõôïß ðïõ ðáñÞãáãáí PRL åß÷áí
áíôéìåôùðéóôåß ìå áãùíéóôÝò ôçò íôïðáìßíçò (êõñßùò
âñùìïêñõðôßíç).

ÉóôïëïãéêÞ ìåëÝôç

Ãéá ôçí éóôïëïãéêÞ ìåëÝôç, ï éóôüò áðü ôï áäÝíùìá ðïõ
åîáéñÝèçêå êáôÜ ôçí åðÝìâáóç, ìïíéìïðïéÞèçêå óå äéÜëõìá 4%
ïõäÝôåñçò öïñìüëçò, áöõäáôþèçêå óå áíéïýóåò óõãêåíôñþóåéò
áëêïüëçò, äéáõãÜóôçêå óå îõëüëç êáé óôç óõíÝ÷åéá åìðåäþèçêå
êáé åãêëåßóôçêå óå ðáñáößíç. ÔïìÝò ðÜ÷ïõò 4�6 ìm
åðéóôñþèçêáí óå ðëáêßäéá ðñïåñãáóìÝíá ìå êüëëá Vectabond
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) êáé ÷ñþóôçêáí ìå
áéìáôïîõëßíç-çùóßíç êáé ìå ôçí éóôï÷çìéêÞ ìÝèïäï PAS.

Áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìåëÝôç

Ãéá ôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìåëÝôç, ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ç
êëáóéêÞ ôå÷íéêÞ ôïõ óõìðëÝãìáôïò áâéäßíçò-âéïôßíçò-
õðåñïîåéäÜóçò (ABC) óå ôïìÝò ðáñáößíçò (Elite Vectastain
ABC, Vector). ×ñçóéìïðïéÞèçêáí ðïëõêëùíéêïß áíôéïñïß
Ýíáíôé üëùí ôùí âáóéêþí áäåíïûðïöõóéáêþí ïñìïíþí Þ ôùí
á- êáé â-õðïìïíÜäùí (SU) ôùí ãëõêïðñùôåúíéêþí ïñìïíþí:
GH (1:4000), PRL (1:3000), êïñôéêïôñïðßíçò (ACTH, 1:2000),
â-èõñåïåéäïôñüðïõ ïñìüíçò (â-TSH, 1:2000), â-
èõëáêéïôñüðïõ ïñìüíçò (â-FSH, 1:2000), â-ù÷ñéíïôñüðïõ

ïñìüíçò (â-LH, 1:2000) êáé á-SU (1:2000). Ãéá ôçí
åðáíÜêôçóç ôçò áíôéãïíéêüôçôáò, ðñï ôçò åöáñìïãÞò ôïõ
êýñéïõ áíôéïñïý ïé ôïìÝò åðùÜóôçêáí óå 0,25 mg/mL äéÜëõìá
ðñïíÜóçò (Sigma Co, St. Louis, MO, USA) ãéá 5 min, óå
èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ.

Ãéá ôçí áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìåëÝôç ôçò Ýêöñáóçò ôùí
ðñùôåúíþí bcl-2 êáé bax, ðñïçãÞèçêå åéäéêü ðñùôüêïëëï
ðñïåñãáóßáò ôùí ôïìþí ãéá ôçí åðáíÜêôçóç ôçò
áíôéãïíéêüôçôáò, ìå åðþáóÞ ôïõò óå äéÜëõìá 0,2% êéôñéêïý
ïîÝïò óå PBS (pH 6,0) ãéá 1 min óå ÷ýôñá ðéÝóåùò. Óôç
óõíÝ÷åéá, ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ìïíïêëùíéêü áíôßóùìá Ýíáíôé ôçò
ðñùôåÀíçò bcl-2 (1:350, êëþíïò 124, DAKO, Copenhagen,
Denmark) êáé ðïëõêëùíéêüò áíôéïñüò Ýíáíôé ôçò ðñùôåÀíçò
bax (1:1500, Pharmingen, San Diego, CA, USA). Ùò èåôéêïß
ìÜñôõñåò ãéá ôçí bcl-2 ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí öõóéïëïãéêïß
ëåìöáäÝíåò êáé ïæþäåò Â ìç-Hodgkin ëÝìöùìá êáé ãéá ôçí
bax öõóéïëïãéêü åðéèÞëéï ìáæéêïý áäÝíá êáé ðïñïãåíÝò
êáñêßíùìá ìáóôïý.

Ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ ìÝèïäïò ðåñéåëÜìâáíå ôá åîÞò:
Ðñïåôïéìáóßá ôùí ôïìþí ìå áðïðáñáößíùóç óå êëßâáíï 56
°C ãéá 12 þñåò êáé îõëüëç, åíõäÜôùóç óå êáôéïýóåò
óõãêåíôñþóåéò áëêïüëçò êáé åêðëýóåéò óå íåñü âñýóçò,
öõóéïëïãéêü ïñü êáé PBS (phosphate buffer saline, pH 7,6).
Áêïëïýèçóå åîïõäåôÝñùóç ôçò äñÜóçò ôçò åíäïãåíïýò
õðåñïîåéäÜóçò ìå åðþáóç óå äéÜëõìá 3% Ç2Ï2 ãéá 20 min

óå óêïôåéíü èÜëáìï, åêðëýóåéò óå PBS êáé åöáñìïãÞ ôïõ
ðñùôïêüëëïõ åðáíÜêôçóçò ôçò áíôéãïíéêüôçôáò. Ïé ôïìÝò,
áöïý åêðëýèçêáí óå PBS, åðùÜóôçêáí ãéá 20 min óå ïñü
ßððïõ Þ ïñü áßãáò, ãéá ìïíïêëùíéêÜ êáé ðïëõêëùíéêÜ
áíôéóþìáôá áíôßóôïé÷á, êáé áêïëïýèçóå åðþáóç ãéá 16
ôïõëÜ÷éóôïí þñåò ìå ôï êýñéï áíôßóùìá, óôïõò 4 °C óå õãñü
ðåñéâÜëëïí. Áêïëïýèçóáí åíäéÜìåóåò åêðëýóåéò ìå PBS êáé
åðþáóç ìå ôï óõíäåäåìÝíï ìå âéïôßíç äåõôåñïãåíÝò áíôßóùìá
ãéá 40 min êáé ìå ôï äéÜëõìá óõìðëÝãìáôïò áâéäßíçò-âéïôßíçò-
õðåñïîåéäÜóçò ãéá 30 min. Óôç óõíÝ÷åéá, ïé ôïìÝò åðùÜóôçêáí
ãéá 4 min óå äéÜëõìá 0,06% ÷ñùìïãüíïõ 3,3-
äéáìéíïâåíæéäßíçò (Sigma) óå PBS êáé 1 ìL/mL H2O2, ðïõ

Ýäùóå ìéá Ýíôïíç êáöÝ ÷ñþóç óôéò èÝóåéò óýíäåóçò áíôéãüíïõ-
áíôéóþìáôïò. ÔÝëïò, áêïëïýèçóå áíôß÷ñùóç ìå áéìáôïîõëßíç
Harris ãéá 2 min, áíéïýóá áöõäÜôùóç, äéáýãáóç, åðßóôñùóç
ìå Eukitt (O. Kinder Gmbh & Co, Freiburg, Germany) êáé
åðéêÜëõøç ôùí ôïìþí.

Çëåêôñïíéêü ìéêñïóêüðéï

Ãéá ôçí õðåñìéêñïóêïðéêÞ ìåëÝôç, åðéëåãìÝíá  éóôïôåìá÷ßäéá
äéáìÝôñïõ ðåñßðïõ 0,2�0,3 cm áðü ôï íùðü õëéêü ôïõ
áäåíþìáôïò ìïíéìïðïéÞèçêáí óå äéÜëõìá 2,5%
ãëïõôáñáëäåàäçò, óå Sorensen�s buffer ãéá 24 þñåò. Óôç
óõíÝ÷åéá, ôá éóôïôåìá÷ßäéá åêðëýèçêáí óå Sorensen�s buffer
ãéá 40 min, åðáíáìïíéìïðïéÞèçêáí óå ôåôñïîåßäéï ôïõ ïóìßïõ
óå óêïôåéíü ðåñéâÜëëïí ãéá 1 þñá, åêðëýèçêáí ìå Millioning�s
buffer ãéá 40 min, áöõäáôþèçêáí óå áëêïüëåò, äéáðïôßóôçêáí
ìå ïîåßäéï ôïõ ðñïðõëåíßïõ êáé åìðåäþèçêáí óå ìßãìá
åðïîéêþí ñçôéíþí (Epon-Araldite). Çìßëåðôåò ôïìÝò áðü ôïõò
êþíïõò ðëáóôéêïý ÷ñþóôçêáí ìå 1% êõáíïý ôçò ôïëïõúäßíçò
êáé åðéëÝ÷èçêáí ìå ïðôéêü ìéêñïóêüðéï ïé êáôÜëëçëåò èÝóåéò



ãéá õðåñìéêñïóêïðéêÞ ìåëÝôç. ÕðÝñëåðôåò ôïìÝò áðü ôïõò
åðéëåãìÝíïõò êþíïõò ðëáóôéêïý ÷ñþóôçêáí ìå ïîéêü
ïõñáíýëéï êáé êéôñéêü ìüëõâäï. Ç ìåëÝôç êáé öùôïãñÜöçóç
áíôéðñïóùðåõôéêþí èÝóåùí Ýãéíå ìå ôç ÷ñÞóç äéáâéâáóôéêïý
ìéêñïóêïðßïõ ôýðïõ Philips 410LS Þ JEM-100CX2 (JEOL Ltd,
Tokyo, Japan). ËåðôïìÝñåéåò áðü ôéò ðáñáðÜíù ìåèüäïõò
Ý÷ïõí ðåñéãñáöåß óå ðñïçãïýìåíç ìåëÝôç.26

Ç õðåñìéêñïóêïðéêÞ ìåëÝôç áöïñïýóå 5 óùìáôïôñüðá, 3
ãáëáêôïôñüðá, 3 ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-ãáëáêôïôñüðá, 5
êïñôéêïôñüðá êáé 13 ìç ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá. Ôá ôåëåõôáßá
ðåñéåëÜìâáíáí 8 ãïíáäïôñüðá áäåíþìáôá êáé 4 áäåíþìáôá
null êõôôÜñùí, áðü ôá ïðïßá 4 ïãêïêõôôáñéêÜ.

ÌåëÝôç ôçò áðüðôùóçò

Ï ÷áñáêôçñéóôéêüò ðåñéïäéêüò åíäïíïõêëåïóùìáôéêüò
êáôáêåñìáôéóìüò ôïõ DNA ôùí áðïðôùôéêþí êõôôÜñùí
åêôéìÞèçêå ìå ôï óýóôçìá ApopTag (Oncor, Gaithersburg, MD,
USA), ìå ôç ÷ñÞóç ôçò ôå÷íéêÞò in situ óÞìáíóçò ôùí ôåëéêþí
õäñïîõëïìÜäùí ôïõ DNA (ISEL). ÔïìÝò ðáñáößíçò ðÜ÷ïõò 5
ìm, áöïý áðïðáñáöéíþèçêáí, åíõäáôþèçêáí óå áëêïüëåò
êáé åêðëýèçêáí ìå áðïóôáãìÝíï íåñü, åðùÜóôçêáí ìå 60
mg/mL äéÜëõìá ðñùôåúíÜóçò Ê (Calbiochem-Novabiochem,
La Jolla, CA, USA) óå èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ ãéá 15 min.
Áêïëïýèçóå åîïõäåôÝñùóç ôçò äñÜóçò ôçò åíäïãåíïýò
õðåñïîåéäÜóçò ìå äéÜëõìá 3% Ç2Ï2 óå óêïôåéíü ðåñéâÜëëïí
ãéá 15 min êáé Ýêðëõóç ìå PBS. Óôç óõíÝ÷åéá, ïé ôïìÝò
åðùÜóôçêáí ìå ôï equilibration buffer, áöïý êáëýöèçêáí ìå
ðëáóôéêÞ êáëõðôñßäá, óå èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ ìÝ÷ñé 20 min,
êáé áêïëïýèùò ìå ìßãìá 1:3 åíæýìïõ ôåëéêÞò ôñáíóöåñÜóçò
óå reaction buffer óôïõò 37 °C ãéá 1 þñá. Ç áíôßäñáóç
ôåñìáôßóôçêå óå ðñïèåñìáóìÝíï äéÜëõìá áíáóôïëÞò (stop/wash
buffer) óôïõò 37 °C ãéá 30 min. Ïé ôïìÝò åêðëýèçêáí ìå PBS
êáé åðùÜóôçêáí ìå óýìðëåãìá áíôé-äéãïîéãåíßíçò-
õðåñïîåéäÜóçò óå õãñü ðåñéâÜëëïí ãéá 30 min, áöïý
êáëýöèçêáí ìå ðëáóôéêÞ êáëõðôñßäá. Áêïëïýèçóáí
åêðëýóåéò ìå PBS êáé åöáñìïãÞ äéáëýìáôïò 0,06%
÷ñùìïãüíïõ 3,3-äéáìéíïâåíæéäßíçò óå PBS êáé 1 ìL/mL
H2O2, åìðëïõôéóìÝíïõ ìå 1 mg/mL ÷ëùñéïý÷ï íéêÝëéï (Sig-
ma). Ôï ôåëåõôáßï ðñïóÝäùóå ìáýñï ÷ñþìá óôéò èÝóåéò
óýíäåóçò ìå ôï DNA. Ãéá áíôß÷ñùóç ÷ñçóéìïðïéÞèçêå
äéÜëõìá 2% ðñÜóéíïõ ôïõ ìåèõëßïõ óå ïîéêü íÜôñéï ìå
ðñïóèÞêç 10% äéáëýìáôïò ïîéêïý ïîÝïò (ôåëéêü pH 4,0) êáé
áêïëïýèçóå Ýêðëõóç, ãñÞãïñç áöõäÜôùóç óå áëêïüëåò,
äéáýãáóç óå îõëüëç, åðßóôñùóç êáé åðéêÜëõøç ôùí ôïìþí.
Öõóéïëïãéêïß ëåìöáäÝíåò êáé äåßãìáôá âëåííïãüíïõ ëåðôïý
åíôÝñïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ùò èåôéêïß ìÜñôõñåò, åíþ ôïìÝò
óôéò ïðïßåò ôï äéÜëõìá ôçò ôåëéêÞò ôñáíóöåñÜóçò
õðïêáôáóôÜèçêå ìå reaction buffer, ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ùò
áñíçôéêïß ìÜñôõñåò.

ÌåôñÞóåéò

Ç áíïóïúóôï÷çìéêÞ Ýêöñáóç ôùí ðñùôåúíþí bcl-2 êáé bax
ðïóïôéêïðïéÞèçêå ìå ôç ÷ñÞóç óõóôÞìáôïò Histoscore (HSC),
ðïõ êõìáéíüôáí áðü 0 Ýùò 12 âáèìïýò, êáé õðïëïãßóôçêå áðü
ôï ãéíüìåíï ôïõ âáèìïý ôïõ ðïóïóôïý èåôéêþí êõôôÜñùí
(0�5%=0, 5�25%=1, 26�50%=2, 51�75%=3 êáé 76�100%=

4) ìå ôï âáèìü Ýíôáóçò ôçò ÷ñþóçò (1=Þðéá, 2=ìÝôñéá êáé
3=Ýíôïíç áíïóïèåôéêüôçôá). ÁõôÝò ïé ìÝèïäïé äéáâÜèìéóçò
Ý÷ïõí ÷ñçóéìïðïéçèåß, ìå êáëÜ áðïôåëÝóìáôá, óå ìåëÝôåò
êáñêéíùìÜôùí ðá÷Ýïò åíôÝñïõ27 êáé ìç-Hodgkin
ëåìöùìÜôùí.28

Ãéá ôçí åêôßìçóç ôïõ áðïðôùôéêïý äåßêôç (ÁÄ)
öùôïãñáöÞèçêáí ðåñéï÷Ýò êÜèå üãêïõ ìå ôåëéêÞ ìåãÝèõíóç
400× êáé åîåôÜóôçêáí ôïõëÜ÷éóôïí 500 ðõñÞíåò. Èåôéêïß
èåùñÞèçêáí ìüíï ðõñÞíåò ðïõ Þôáí Ýíôïíá, äéÜ÷õôá Þ ìåñéêÜ
óçìáóìÝíïé ìå ÷áñáêôçñéóôéêÞ åéêüíá áðüðôùóçò, üðùò
ðåñéèùñéïðïßçóç ôçò ÷ñùìáôßíçò Þ çìéóåëçíïåéäåßò
ó÷çìáôéóìïß. Ãéá ôçí áðïöõãÞ õðïåêôßìçóçò ëüãù ôçò
åôåñïãÝíåéáò êáé ôçò óðáíéüôçôáò ôùí áðïðôùôéêþí êõôôÜñùí,
õðïëïãßóôçêå ï ÁÄ ìåôñþíôáò èåôéêïýò ðõñÞíåò áðü êáëÜ
óçìáóìÝíåò ðåñéï÷Ýò. Ç ìÝèïäïò áõôÞ Ý÷åé Þäç
÷ñçóéìïðïéçèåß, ìå éêáíïðïéçôéêÜ áðïôåëÝóìáôá, óôçí
åêôßìçóç êáé Üëëùí ðõñçíéêþí äåéêôþí, üðùò ç
âñùìïäåîõïõñéäßíç.29 Èá ðñÝðåé ùóôüóï íá ôïíéóôåß üôé ï ÁÄ
äåí áðïôåëåß áêñéâÞ ðñïóäéïñéóìü ôïõ âáèìïý áðüðôùóçò,
áëëÜ âïçèÜ óôçí åõ÷åñÞ åêôßìçóç ðéèáíþí äéáöïñþí áíÜìåóá
óôïõò äéÜöïñïõò ôýðïõò ôùí áäåíùìÜôùí. Ïé ìåôñÞóåéò Ýãéíáí
áðü äýï áíåîÜñôçôïõò ðáñáôçñçôÝò, ðïõ áãíïïýóáí ôï
ìïñöïëïãéêü ôýðï ôùí üãêùí êáé ï ÁÄ åêöñÜóôçêå ùò ï
ìÝóïò üñïò ôïõ ðïóïóôïý ôùí èåôéêþí ðñïò ôï óýíïëï ôùí
ðõñÞíùí ðïõ ìåôñÞèçêáí.

ÓôáôéóôéêÞ áíÜëõóç

Ãéá ôç óôáôéóôéêÞ áíÜëõóç ôùí áðïôåëåóìÜôùí
÷ñçóéìïðïéÞèçêå ôï Student�s t-test êáé ôï Pearson product
moment-correlation test. ÔéìÝò P ìéêñüôåñåò ôïõ 0,05
èåùñÞèçêáí óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÝò. ÅðéðëÝïí, õðïëïãßóôçêå
ï óõíôåëåóôÞò óõìöùíßáò k ãéá ôá æåýãç ôéìþí áíÜìåóá óôïõò
äýï ðáñáôçñçôÝò.

ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

Ìå ôï ïðôéêü ìéêñïóêüðéï ðáñáôçñÞèçêáí åëÜ÷éóôá
äéÜóðáñôá áðïðôùôéêÜ êýôôáñá, óõíÞèùò ëéãüôåñá ôïõ
1% ôïõ êõôôáñéêïý ðëçèõóìïý. Ôá êýôôáñá áõôÜ
åìöÜíéæáí åëÜôôùóç ôïõ êõôôáñéêïý üãêïõ ìå
óõññßêíùóç êáé çùóéíïöéëßá ôïõ êõôôáñïðëÜóìáôïò,
ðýêíùóç êáé ðåñéèùñéïðïßçóç ôçò ÷ñùìáôßíçò, ùò
áðïôÝëåóìá ôïõ êáôáêåñìáôéóìïý ôïõ DNA. Óå
ðñï÷ùñçìÝíá óôÜäéá, ëßãá êýôôáñá ÷áñáêôçñßæïíôáí áðü
áðþëåéá ôùí ìåóïêõôôÜñéùí óõíÜøåùí ìå ôá
ðñïóêåßìåíá êýôôáñá êáé áðü ó÷çìáôéóìü áðïðôùôéêþí
óùìáôßùí (åéê. 1). Ìå ôï çëåêôñïíéêü ìéêñïóêüðéï
áíáãíùñßóôçêáí ðñþéìåò áðïðôùôéêÝò áëëïéþóåéò, üðùò
ðýêíùóç ôçò ðõñçíéêÞò ÷ñùìáôßíçò ìå çìéóåëçíïåéäåßò
ó÷çìáôéóìïýò, ðåñéðõñçíéêÞ äéáýãáóç, áðþëåéá
êõôôáñéêþí óõíÜøåùí êáé áõôïëõôéêÝò êõôôáñï-
ðëáóìáôéêÝò áëëïéþóåéò (åéê. 2). Ðñï÷ùñçìÝíá óôÜäéá
÷áñáêôçñßæïíôáí áðü ó÷çìáôéóìü áðïðôùôéêþí

bcl-2 KAI bax ÓÅ ÕÐÏÖÕÓÉÁÊÁ ÁÄÅÍÙÌÁÔÁ 583



óùìáôßùí êáé áõîçìÝíç öáãïêõôôáñéêÞ éêáíüôçôá ôùí
ðáñáêåßìåíùí êõôôÜñùí.

Ç áíïóïèåôéêüôçôá ãéá bcl-2 êáé bax åíôïðéæüôáí óôï
êõôôáñüðëáóìá ôùí êõôôÜñùí, ôüóï óôç öõóéïëïãéêÞ
áäåíïûðüöõóç, üóï êáé óôá áäåíþìáôá. ÅðéðëÝïí, ç
ðñùôåÀíç bcl-2 åìöÜíéæå ÷áñáêôçñéóôéêÞ ðáñáðõñçíéêÞ
Þ ðåñéðõñçíéêÞ äáêôõëéïåéäÞ êáôáíïìÞ (Golgi pattern)
(åéê. 3). Áí êáé ç áíïóïèåôéêüôçôá Þôáí ïìïéïãåíÞò, ï
âáèìüò ôçò Ýíôáóçò ðáñïõóßáæå äéáêýìáíóç (åéê. 4). Ç
ðñùôåÀíç bcl-2 áíé÷íåýèçêå óå 58% ôùí üãêùí, ðïõ
áöïñïýóáí 32 (53,5%) ëåéôïõñãéêÜ êáé 15 (71,5%) ìç
ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá. Åéäéêüôåñá, áíïóïèåôéêüôçôá

584 Ä. ÓÁÌÐÁÆÉÙÔÇÓ êáé óõí

Åéêüíá 1. ÁðïðôùôéêÜ êýôôáñá (âÝëç) óå ãáëáêôïôñüðï áäÝíùìá.
Ðáñáôçñåßôáé åëÜôôùóç ôïõ üãêïõ ôùí êõôôÜñùí, óõññßêíùóç ôïõ
êõôôáñïðëÜóìáôïò, ðýêíùóç Þ ðåñéöåñéêÞ êáôáíïìÞ ôçò ÷ñùìáôßíçò
êáé ó÷çìáôéóìüò áðïðôùôéêþí óùìáôßùí. Ðáñáôçñåßôáé åðßóçò äéáõãÞò
Üëù ëüãù áðþëåéáò ôùí ìåóïêõôôÜñéùí óõíÜøåùí ìå ôá ðñïóêåßìåíá
êýôôáñá (÷ñþóç áéìáôïîõëßíçò-çùóßíçò×100).

Åéêüíá 2. ×áñáêôçñéóôéêÞ õðåñìéêñïóêïðéêÞ åéêüíá áðüðôùóçò óå
êýôôáñï êïñôéêïôñüðïõ áäåíþìáôïò. Ðáñáôçñåßôáé ðýêíùóç ôçò
ðõñçíéêÞò ÷ñùìáôßíçò ìå äýï çìéóåëçíïåéäåßò ó÷çìáôéóìïýò óôçí
ðåñéöÝñåéá. Óôï êõôôáñüðëáóìá áíáãíùñßæïíôáé åíäéÜìåóá éíßäéá
êåñáôßíçò, ðïõ öÝñïíôáé ðáñÜëëçëá êáé ó÷çìáôßæïõí äåìÜôéá. Ôá éíßäéá
áõôÜ áðïôåëïýí ìïñöïëïãéêü ÷áñáêôçñéóôéêü ôùí êïñôéêïôñüðùí
êõôôÜñùí (ìåãÝèõíóç×3000).

Åéêüíá 3. ÄéÜ÷õôç êáé Ýíôïíç áíïóïèåôéêüôçôá ãéá ðñùôåÀíç bcl-2 óôï
êõôôáñüðëáóìá êõôôÜñùí óùìáôïôñüðïõ áäåíþìáôïò ìå
÷áñáêôçñéóôéêÞ ðåñéðõñçíéêÞ äáêôõëéïåéäÞ êáôáíïìÞ (Golgi pattern)
(×60).

Åéêüíá 4. Aíïóïèåôéêüôçôá ãéá ðñùôåÀíç bcl-2 óôá êýôôáñá
ãáëáêôïôñüðïõ áäåíþìáôïò, êõñßùò ìå ó÷çìáôéóìü ÷áñáêôçñéóôéêïý
ðáñáðõñçíéêïý âïëßïõ (Golgi pattern), ìå åôåñïãÝíåéá óôçí êáôáíïìÞ
êáé äéáêýìáíóç ôïõ âáèìïý ôçò Ýíôáóçò ôçò áíïóï÷ñþóçò (×40).

Åéêüíá 5. ¹ðéá äéÜ÷õôç êõôôáñïðëáóìáôéêÞ êáôáíïìÞ
áíïóïèåôéêüôçôáò ãéá ðñùôåÀíç bax óå ìéêôü óùìáôïôñüðï-
ãáëáêôïôñüðï áäÝíùìá (×100).
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ãéá bcl-2 âñÝèçêå óå 10 (52,5%) óùìáôïôñüðá, 10
(62,5%) ãáëáêôïôñüðá, 5 (50%) ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-
ãáëáêôïôñüðá êáé 7 (46,5%) êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá.
Ç ðñùôåÀíç bax åß÷å äéÜ÷õôç êõôôáñïðëáóìáôéêÞ
êáôáíïìÞ êáé óå ìåñéêÝò ðåñéðôþóåéò Þôáí éäéáßôåñá
Ýíôïíç êáôÜ ìÞêïò ôçò êõôôáñéêÞò ìåìâñÜíçò (åéê. 5).
Ç ðñùôåÀíç bax áíé÷íåýèçêå óå 65 (80%) óõíïëéêÜ
üãêïõò, áðü ôïõò ïðïßïõò 50 (83,5%) Þôáí ëåéôïõñãéêïß
êáé 15 (71,5%) ìç ëåéôïõñãéêïß êáé, åéäéêüôåñá, óå 13
(68,5%) óùìáôïôñüðá, 15 (94%) ãáëáêôïôñüðá, 8 (80%)
ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-ãáëáêôïôñüðá êáé 14 (93,5%)
êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá. Ôï bcl-2 HSC (ðßí. 1) Þôáí
õøçëüôåñï óôá ìç ëåéôïõñãéêÜ (4,95) áðü ü,ôé óôá
ëåéôïõñãéêÜ (2,76) áäåíþìáôá óå âáèìü óôáôéóôéêþò
óçìáíôéêü (P=0,02). ÅðéìÝñïõò óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÝò
äéáöïñÝò óôï bcl-2 HSC âñÝèçêáí ìåôáîý ìç
ëåéôïõñãéêþí (4,95) êáé êïñôéêïôñüðùí (1,2)
áäåíùìÜôùí (P=0,002), êáèþò êáé ìåôáîý
ãáëáêôïôñüðùí (3,56) êáé êïñôéêïôñüðùí áäåíùìÜôùí
(P=0,01). ¼óïí áöïñÜ ôï bax HSC (ðßí. 1), äåí
âñÝèçêå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ ìåôáîý
ëåéôïõñãéêþí (5,91) êáé ìç ëåéôïõñãéêþí (5,58)
áäåíùìÜôùí. Ç óõãêñéôéêÞ áíÜëõóç ôçò Ýêöñáóçò ôçò
bax óôïõò äéáöüñïõò ôýðïõò ëåéôïõñãéêþí áäåíùìÜôùí
Ýäåéîå óçìáíôéêþò õøçëüôåñï bax HSC óôá
êïñôéêïôñüðá (6,98) áðü ü,ôé óôá óùìáôïôñüðá (4,40)
áäåíþìáôá (P=0,05).

ÓõíïëéêÜ, 45 áðü ôá 81 (55,5%) áäåíþìáôá
ðåñéåëÜìâáíáí èåôéêïýò áðïðôùôéêïýò ðõñÞíåò ìå ôçí
ôå÷íéêÞ ISEL, áðü ôá ïðïßá 39 (65%) áöïñïýóáí
ëåéôïõñãéêïýò êáé 6 (28,5%) ìç ëåéôïõñãéêïýò üãêïõò.
Åéäéêüôåñá, ãéá ôïõò ëåéôïõñãéêïýò üãêïõò, èåôéêüôçôá
ðáñáôçñÞèçêå óå 14 (73,5%) óùìáôïôñüðá, 11 (69%)
ãáëáêôïôñüðá, 5 (50%) ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-
ãáëáêôïôñüðá êáé 9 (60%) êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá.
¼ëïé ïé ôýðïé áäåíùìÜôùí ðåñéåëÜìâáíáí êõìáéíüìåíï
áñéèìü áðïðôùôéêþí êõôôÜñùí ìå åóôéáêÞ Þ äéÜóðáñôç
êáôáíïìÞ (åéê. 6). Ï óõíôåëåóôÞò óõìöùíßáò k óôçí
åêôßìçóç ôïõ ÁÄ ìåôáîý ôùí äýï áíåîÜñôçôùí

ðáñáôçñçôþí Þôáí 0,87. ¸íá åõñý öÜóìá ÁÄ
ðáñáôçñÞèçêå óôïõò ðåñéóóüôåñïõò ôýðïõò
áäåíùìÜôùí (ðßí. 1). Ôá ëåéôïõñãéêÜ áäåíþìáôá åß÷áí
õøçëüôåñï ÁÄ (5,7%) áðü ü,ôé ïé ìç ëåéôïõñãéêïß üãêïé
(1,92%) êáé áõôÞ ç äéáöïñÜ Þôáí óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ
(P=0,03). Ôï õøçëüôåñï ðïóïóôü èåôéêþí ðõñÞíùí
ðáñáôçñÞèçêå óôá êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá (6,81%),
áêïëïõèïýìåíá áðü ôá ãáëáêôïôñüðá (5,57%),
óùìáôïôñüðá (5,51%) êáé ìéêôÜ óùìáôïôñüðá-
ãáëáêôïôñüðá (4,59%) áäåíþìáôá. Ï ÁÄ êÜèå ôýðïõ
ëåéôïõñãéêïý áäåíþìáôïò äéÝöåñå óçìáíôéêÜ áðü ôïí
ÁÄ ôùí ìç ëåéôïõñãéêþí üãêùí êáé ðáñïõóßáæå
óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÞ äéáöïñÜ ìå ôá êïñôéêïôñüðá
áäåíþìáôá (P=0,02). ÁíáöïñéêÜ ìå ôï ìÝãåèïò ôïõ
üãêïõ, õøçëüôåñïò ÁÄ ðáñáôçñÞèçêå óôá
ìéêñïáäåíþìáôá (8,7%) áðü ü,ôé óôá ìáêñïáäåíþìáôá
(5,58%) ôçò ïìÜäáò ôùí ëåéôïõñãéêþí üãêùí, áëëÜ ïé
äéáöïñÝò áõôÝò äåí Þôáí óôáôéóôéêþò óçìáíôéêÝò.
Óýãêñéóç ìåôáîý áäåíùìÜôùí ðïõ ðáñÞãáãáí GH Þ êáé

Ðßíáêáò 1. ÁðïôåëÝóìáôá Ýêöñáóçò ðñùôåúíþí bcl-2 êáé bax, êáèþò
êáé áðïðôùôéêüò äåßêôçò (ÁÄ).

Óùìáôïôñüðá 52,5 3,00 68,5 4,40 5,51%
Ãáëáêôïôñüðá 62,5 3,56 94,0 6,69 5,57%

ÌéêôÜ óùìáôïôñüðá-
ãáëáêôïôñüðá 50,0 3,40 80,0 6,00 4,59%

Êïñôéêïôñüðá 46,5 1,20 93,5 6,98 6,81%
ËåéôïõñãéêÜ 53,5 2,76 83,5 5,91 5,70%
Ìç ëåéôïõñãéêÜ 71,5 4,95 71,5 5,58 1,92%

Åéêüíá 6. Áíß÷íåõóç áðïðôùôéêïý êõôôÜñïõ óå ìç ëåéôïõñãéêü
áäÝíùìá ìå ôçí ôå÷íéêÞ ISEL, ìå ðáñïõóßá Ýíôïíçò ðõñçíéêÞò ÷ñþóçò.
Êýôôáñá ìå çðéüôåñç ÷ñùóôéêÞ óÞìáíóç äåí êáôáìåôñÞèçêáí (×160).

Ðßíáêáò 2. ÁðïôåëÝóìáôá Ýêöñáóçò ðñùôåúíþí bcl-2 êáé bax (HSC)
êáé áðïðôùôéêüò äåßêôçò (ÁÄ) óå ó÷Ýóç ìå ôçí ðñïåã÷åéñçôéêÞ Þ ìç
öáñìáêåõôéêÞ áãùãÞ óå áäåíþìáôá ìå ðáñáãùãÞ GH Þ êáé PRL.

Óùìáôïôñüðá (9/0)* 2,55 3,66 7,18% � � �
Ãáëáêôïôñüðá (6/3) 2 6,66 2,12% 4,33 6 8,73%

ÌéêôÜ óùìáôïôñüðá-
ãáëáêôïôñüðá (8/1) 2,25 5,50 4,64% 4 8 0

Óýíïëï (23/4) 2,30 5,08 4,97% 4,25 6,50 6,54%

* (Ìå/÷ùñßò) ðñïåã÷åéñçôéêÞ öáñìáêåõôéêÞ áãùãÞ

bcl-2 bax AÄ
% HSC % HSC

Ìå áãùãÞ ×ùñßò áãùãÞ

bcl-2 bax AÄ bcl-2 bax AÄ
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PRL óå áóèåíåßò ìå Þ ÷ùñßò ðñïåã÷åéñçôéêÞ
öáñìáêåõôéêÞ èåñáðåßá äåí Ýäåéîå åðßóçò óçìáíôéêÝò
äéáöïñÝò, áí êáé ðáñáôçñÞèçêå õøçëüôåñïò ÁÄ óôá
áäåíþìáôá áóèåíþí ÷ùñßò èåñáðåßá êáé, åéäéêüôåñá,
óôá ãáëáêôïôñüðá (ðßí. 2). ÔÝëïò, äåí ðáñáôçñÞèçêáí
áðïðôùôéêÜ êýôôáñá óôéò ìç íåïðëáóìáôéêÝò
íåêñïôïìéêÝò õðïöýóåéò êáé óôá ìç íåïðëáóìáôéêÜ
éóôïôìçìÜôéá ðïõ ðåñéëáìâÜíïíôáí óôï õëéêü ôùí
áäåíùìÜôùí.

ÐáñáôçñÞèçêå áíôßóôñïöç ó÷Ýóç ôïõ ÁÄ ìå ôçí
Ýêöñáóç ôçò ðñùôåÀíçò bcl-2 óå üëïõò ôïõò ôýðïõò
áäåíùìÜôùí, åêôüò áðü ôá ãáëáêôïôñüðá áäåíþìáôá,
êáé ìÜëéóôá óå óôáôéóôéêþò óçìáíôéêü âáèìü óôá
êïñôéêïôñüðá áäåíþìáôá (Pearson product moment cor-
relation, r=-0,59 êáé P=0,02). Áíôßèåôá, ï âáèìüò ôçò
áðüðôùóçò äåí Ýäåéîå íá ó÷åôßæåôáé ìå ôçí Ýêöñáóç ôçò
ðñùôåÀíçò bax.

ÓÕÆÇÔÇÓÇ

Óôç äéåèíÞ âéâëéïãñáößá áíáöÝñåôáé ðåñéïñéóìÝíïò
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ABSTRACT

Correlation of bcl-2 and bax protein expression with apoptosis
in human pituitary adenomas
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OBJECTIVE The bcl-2 oncogene and the bax gene and their protein products play an important role in the reg-
ulation of apoptosis. The aim of the study was to investigate the effects of bcl-2 and bax proteins and their re-
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lation with apoptosis in a series of 81 pituitary adenomas. METHOD The 60 functioning adenomas included
19 somatotroph, 16 lactotroph, 10 mixed somatotroph-lactotroph and 15 corticotroph adenomas. The remain-
ing 21 cases were clinically nonfunctioning adenomas. Bcl-2 and bax proteins were studied immunohisto-
chemically and the results were quantitated with the use of the Histoscore system (HSC), by multiplying the im-
munoreactivity grade (1�4) with the staining intensity grade (1�3). Apoptotic cells were detected by the in situ
end labeling technique (ISEL) on paraffin sections and the apoptotic labeling index (ALI) was accessed. RE-
SULTS Bcl-2 protein immunopositivity was found in 58% of the tumors, including 32 (53.5%) functioning and
15 (71.5%) nonfunctioning adenomas. Bax protein was found to be immunoreactive in 65 tumors (80%), in-
cluding 50 (83.5%) functioning and 15 (71.5%) nonfunctioning adenomas. Bcl-2 HSC was significantly higher
(P=0.02) in nonfunctioning (4.95) than in functioning (2.76) adenomas. Regarding bax HSC, no statistically
significant differences were found between functioning (5.91) and nonfunctioning (5.58) adenomas. Overall, 45
of 81 (55.5%) adenomas included positive apoptotic nuclei by the ISEL technique. Functioning adenomas
showed a significantly higher (P=0.03) ALI (5.7%) than that of nonfunctioning tumors (1.92%). The highest
frequency of positive nuclei was noticed in corticotroph adenomas (6.81%), followed by lactotroph (5.57%), so-
matotroph (5.51%) and mixed somatotroph-lactotroph (4.59%) tumors. An inverse correlation was found be-
tween ALI and bcl-2 protein expression in almost all adenoma types. These differences were statistically signif-
icant only in corticotroph adenomas (P=0.02). In contrast, the apoptotic rate showed no correlation with bax
protein expression. CONCLUSIONS Apoptosis occurs mainly in functioning adenomas, with a statistically sig-
nificant differences from nonfunctioning tumors. Bcl-2 protein expression is lower as compared to bax protein.
In addition, it is significantly higher in nonfunctioning adenomas and shows inverse correlation with ALI. These
results show that bcl-2/bax heterodimer is implicated in the regulation of the apoptotic process in human pitu-
itary adenomas.
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