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Σκοπός: Η μελέτη για πρώτη φορά, σε επίπεδο

RNA της έκφρασης των μορίων PD-1 και PD-L1

στα ΜΚΠΑ, η διερεύνηση της συσχέτισής τους με

την ύπαρξη σωματικών μεταλλάξεων στο γονίδιο

KRAS και η ανάλυση της προγνωστικής τους αξίας

για τους ασθενείς με μη μικροκυτταρικό καρκίνωμα

πνεύμονα (ΜΜΚΠ).

Μέθοδοι: Συμπεριελήφθησαν συνολικά 128

ασθενείς με ΜΜΚΠ οι οποίοι έλαβαν θεραπεία

πρώτης γραμμής στην Παθολογική Ογκολογική

Κλινική του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου

Ηρακλείου. Απομονώθηκαν ΜΚΠΑ και έγινε

ομογενοποιήση και απομόνωση ολικού RNA.

Έπειτα αναπτύχθηκε μέθοδος ποσοτικής PCR σε

πραγματικό χρόνο για τη μελέτη των γονιδίων

ενδιαφέροντος. Ως γονίδιο αναφοράς

χρησιμοποιήθηκε το PGK1 και υπολογίστηκαν οι

μονάδες σχετικής έκφρασης 2-ΔCT των γονιδίων

στόχων και ακολούθησε στατιστική ανάλυση.

Αποτελέσματα: Η έκφραση των μορίων PD-1

(P=0.027) και PD-L1 (P=0.022) στα ΜΚΠΑ των

ασθενών συσχετίζεται θετικά με την ηλικία.

Βρέθηκε αυξημένη έκφραση του PD-L1 σε ΜΚΠΑ

από γυναίκες ασθενείς (P=0.014) και πρώην

καπνιστές (P=0.022). Δεν βρέθηκε στατιστικώς

σημαντική σχέση μεταξύ της έκφρασης των μορίων

στόχων PD-1 και PD-L1 στα ΜΚΠΑ, με την

παρουσία μεταλλάξεων στο γονίδιο KRAS στα

δείγματα καρκινικού ιστού των ασθενών. Σύμφωνα

με την ανάλυση επιβίωσης κατά Kaplan-Meier,

βρέθηκε ότι οι ασθενείς με θετική έκφραση του PD-

L1 στα ΜΚΠΑ έχουν στατιστικώς σημαντικά

αυξημένο διάστημα ολικής επιβίωσης (OS) σε

σχέση με τους ασθενείς με αρνητική έκφραση του

PD-L1 στα ΜΚΠΑ (P=0.009).

Συμπεράσματα: H έκφραση του PD-L1 στα ΜΚΠΑ

θα μπορούσε να αποτελέσει έναν μη επεμβατικά

προσδιορίσιμο βιοδείκτη ευμενούς πρόγνωσης για

τους ασθενείς με ΜΜΚΠ.

✓ Δεν βρέθηκε στατιστικώς σημαντική σχέση μεταξύ

της έκφρασης των μορίων στόχων PD-1 και PD-L1

στα ΜΚΠΑ, με την παρουσία μεταλλάξεων στο

γονίδιο KRAS στα δείγματα καρκινικού ιστού των

ασθενών

✓ Σύμφωνα με την ανάλυση επιβίωσης κατά Kaplan-

Meier, βρέθηκε ότι οι ασθενείς με θετική έκφραση

του PD-1 (P=0.023) και του PD-L1 (P=0.009) στα

ΜΚΠΑ έχουν στατιστικώς σημαντικά αυξημένο

διάστημα ολικής επιβίωσης (OS) σε σχέση με τους

ασθενείς με αρνητική έκφραση του PD-1 και του

PD-L1 στα ΜΚΠΑ.

✓ Η ανάλυση της έκφρασης των μορίων PD-1 και

PD-L1 στα ΜΚΠΑ των ασθενών με ΜΜΚΠ, έδειξε

ότι αποτελούν βιοδείκτες ευμενούς πρόγνωσης

για τους ασθενείς με ΜΜΚΠ, των οποίων η

έκφραση μπορεί να αναλυθεί μη επεμβατικά,

στα μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού

αίματος.

Συλλογή βιολογικών δειγμάτων: Δείγματα ολικού αίματος συλλέχθηκαν από 128 ασθενείς με

ΜΜΚΠ πριν την έναρξη πρώτης γραμμής θεραπείας στην Παθολογική Ογκολογική Κλινική του

Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Ηρακλείου (ΠαΓΝΗ). Αμέσως μετά τη συλλογή έγινε

απομόνωση ΜΚΠΑ, με φυγοκέντρηση σε βαθμίδωση φικόλης, και αποθήκευση στους -80oC 

μέχρι την περαιτέρω επεξεργασία.

Απομόνωση ολικού RNA και ποσοτικός και ποιοτικός έλεγχός του: Η απομόνωση ολικού

RNA από το ίζημα των ΜΚΠΑ, έγινε με την χρήση του αντιδραστηρίου TRIzol. Το απομονωθέν

RNA ακολούθως ελέχθηκε ποσοτικά με φωτομέτρηση στα 260nm και ποιοτικά με

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (1.5%w/v).

Σύνθεση cDNA με αντίστροφη μεταγραφή και ανάλυση της έκφρασης των γονιδίων

στόχων, PD-1 και PD-L1, με ποσοτική PCR σε πραγματικό χρόνο: Ακολούθησε σύνθεση

συμπληρωματικού cDNA σύνθεση cDNA με τυχαία εξαμερή εκκινητών. H ανίχνευση και

ποσοτικοποίηση των γονιδίων στόχων πραγματοποιήθηκε με ποσοτική PCR σε πραγματικό

χρόνο με την τεχνολογία Taq-Man και κατάλληλα σημασμένους ιχνηθέτες (probes). Το γονίδιο

αναφοράς PGK χρησιμοποιήθηκε για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων μας και τον

υπολογισμό των μονάδων σχετικής ποσοτικοποίησης (relative quantification units).

Ανάλυση αποτελεσμάτων: Με κατάλληλη στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων

αξιολογήθηκε η προβλεπτική και προγνωστική αξία της έκφρασης των PD-1 και PD-L1 και της

συσχέτισης με την ύπαρξη KRAS μεταλλάξεων.

Ο μη-μικροκυτταρικός καρκίνος πνεύμονα (ΜΜΚΠ), ο κύριος υπότυπος καρκίνου του

πνεύμονα, αποτελεί την πρώτη αιτία θανάτου από καρκίνο παγκοσμίως. Την τελευταία

δεκαετία, έχει αναγνωριστεί ο σημαντικός ρόλος που κατέχει το ανοσοποιητικό

σύστημα στον έλεγχο της ανάπτυξης του όγκου. Τα κύτταρα του ανθρώπινου

οργανισμού βρίσκονται υπό διαρκή ανοσιακή επιτήρηση προκειμένου να αποτραπεί ο

νεοπλασματικός μετασχηματισμός τους, ωστόσο μέσω διαφόρων μηχανισμών, είναι

δυνατόν να διαφύγουν από την ανοσοεπιτήρηση με συνέπεια τον ανεξέλεγκτο

πολλαπλασιασμό τους και τελικά την ανάπτυξη του όγκου. Ένα από τα πιο καλά μελετημένα

μονοπάτια ανοσολογικής διαφυγής των καρκινικών κυττάρων αποτελεί το μονοπάτι PD-

L1/PD-1. Επιπλέον, μελέτες έχουν δείξει ότι οι σωματικές μεταλλάξεις στο ογκογονίδιο

KRAS, που αποτελούν και τις πιο συχνές μεταλλάξεις στους ασθενείς με ΜΜΚΠ, σχετίζονται

άμεσα με διαταραχές στην ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος, επηρεάζοντας

την ενεργοποίηση μονοπατιών που διαμορφώνουν ένα ανοσολογικά ενεργό

μικροπεριβάλλον του όγκου (ΤΜΕ). Επίσης, υπάρχουν δεδομένα που αποδεικνύουν την

που τη συσχέτιση μεταξύ της ύπαρξης μεταλλάξεων KRAS και υψηλότερης έκφρασης PD-

L1.

Οι όγκοι προκαλούν εκτεταμένη διαταραχή του ανοσοποιητικού συστήματος και στην

περιφέρεια. Προς αυτή τη κατεύθυνση, τα μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος

(ΜΚΠΑ), τα οποία εμπεριέχουν όλους τους πληθυσμούς των κυκλοφορούντων

ανοσοκυττάρων, μπορούν εύκολα να απομονωθούν από το περιφερικό αίμα και να

αναλυθούν για τον προσδιορισμό της έκφρασης μορίων-σημείων ελέγχου της ανοσολογικής

απάντησης, όπως το PD-1 και το συνδέτη του PD-L1, σε πραγματικό χρόνο

ΙΑΤΡΙΚΗ ΣΧΟΛΗ

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ

Εικόνα 3. Με τη βοήθεια του αλγορίθμου Xtile, υπολογίστηκε το βέλτιστο σημείο λήψης απόφασης (cutoff) ως το 41ο εκατοστημόριο

(3.91 μονάδες ποσοτικοποίησης) για το PD-1 και το 50ο εκατοστημόριο (4.49μονάδες ποσοτικοποίησης) για το PD-L1. Ακολούθως τα

ΜΚΠΑ από τους ασθενείς με ΜΜΚΠ κατηγοριοποιήθηκαν σε ομάδες υψηλής και χαμηλής έκφρασης με βάση τα όρια αυτά. Από την

ανάλυση επιβίωσης κατά Kaplan-Meier προκύπτει ότι οι ασθενείς με ΜΚΠΑ που χαρακτηρίζονται από υψηλή έκφραση του PD-1 

(Μέρος Α; P=0.023) ή υψηλή έκφραση του PD-L1 (Μέρος Β, P=0.009) παρουσιάζουν μεγαλύτερο διάστημα ολικής επιβίωσης σε

σύγκριση με τους ασθενείς που έχουν ΜΚΠΑ με χαμηλή έκφραση των δύο μορίων. Επομένως, τόσο το PD-1 όσο και το PD-L1, στη

περιφέρεια, μπορούν να θεωρηθούν ως βιοδείκτες ευμενούς πρόγνωσης που μπορούν να προσδιοριστούν μη επεμβατικά.
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Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη για πρώτη φορά, σε επίπεδο RNA της

έκφρασης των μορίων PD-1 και PD-L1 στα ΜΚΠΑ, η διερεύνηση της συσχέτισής τους με

την ύπαρξη ή όχι σωματικών μεταλλάξεων στο γονίδιο KRAS και η ανάλυση της

προγνωστικής τους αξίας για τους ασθενείς με ΜΜΚΠ

ΣΚΟΠΟΣ

Εικόνα 1. Έλεγχος ποιότητας απομονωθέντος

ολικού RNA από τα ΜΚΠΑ, με ηλεκτροφόρηση

σε πήκτωμα αγαρόζης. Η παρουσία των δύο

ζωνών του 28s και 18s rRNA και η απουσία

προϊόντων αποικοδόμησης αποτελεί ένδειξη

της καλή ποιότητας του ολικού RNA.

Εικόνα 2. Δεν παρατηρήθηκαν

στατιστικά σημαντικές σχέσεις μεταξύ

της ύπαρξης μεταλλάξεων στο γονίδιο

KRAS στα δείγματα ιστού των

ασθενών όπως προσδιορίστηκαν με

αλληλούχιση με την έκφραση του PD-1 

(P=0.807) και του PD-L1 (P=0.342)

στα ΜΚΠΑ. Το P value υπολογίστηκε

με το τεστ McNemar.
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