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Η παρούσα διδακτορική διατριβή, εκπονήθηκε στο Εργαστήριο 

Παθολογικής Ανατομικής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, κατά το 

χρονικό διάστημα 2002-2006 Μέσα από τις επόμενες γραμμές θα ήθελα 

να εκφράσω τις ευχαριστίες μου σε όλους όσους συνέβαλαν ουσιαστικά 

στην πραγματοποίησή και ολοκλήρωσή της.

'Ευχαριστώ θερμά την Καθηγητή μου, κα Νίκη Αγνάντη, 

Διευθυντή του Παθολογοανατομικού-Κυτταρολογικού Εργαστηρίου 

Αντιπρύτανη του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, και επικεφαλής της 

τριμελούς επιτροπής, για την ανάθεση και επίβλεψη της διδακτορικής 

διατριβής. Εκφράζω την ευγνωμοσύνη και τις ευχαριστίες μου για την 

αμέριστη ηθική υποστήριξη, το συνεχές αδιάπτωτο ενδιαφέρον και την 

εμπιστοσύνη.Επιθυμώ να επισημάνω στο σημείο αυτό ότι θεωρώ ευλογία 

το γεγονός ότι βρέθηκα δίπλα σε μια τόσο μεγάθυμη προσωπικότητα .

Ευχαριστώ επίσης την Αναπληρώτρια Καθηγητή Παθολογικής 

Ανατομικής, κυρία Μαρία Μπάη ,μέλος της τριμελούς επιτροπής, για την 

ουσιαστική συμβολή της στην εκτέλεση της διδακτορικής διατριβής

Ευχαριστώ τον Καθηγητή Ογκολογίας κύριο Νικόλαο Παυλίδη 

μέλος της τριμελούς επιτροπής για την προσφορά της κλινικής σειράς 

και την ενθάρρυνση στην ολοκλήρωση της διδακτορικής διατριβής.

Εκφράζω τις ευχαριστίες μου στόν Καθηγητή κο Παναγιώτη 

Καναβάρο, στον Αναπληρωτή Καθηγητή κο Δημήτριο Στεφάνου και στους 

Επίκουρους Καθηγητές κο Ευάγγελο Μπριασούλη και κα Άννα 

Μπατιστάτου για τη συμμετοχή στην επταμελή εξεταστική επιτροπή καθώς 

και τις εποικοδομητικές συμβουλές και τις τελικές υποδείξεις τους στην 

παρούσα διατριβή.

Επιθυμώ επίσης να εκφράσω τις ευχαριστίες μου στούς τεχνολόγους 

(ΕΤΕΠ) του Πανεπιστημιακού Παθολογοανατομικού Εργαστηρίου 

Ιωαννίνων κα Αντιγόνη Χριστοδούλου και Μιχάλη Αλεξίου για τη 

συμβολή τους στην πραγματοποίηση του τεχνικού μέρους της εργασίας .



Π ΡΟ ΛΟ ΓΟ Σ
0  καρκίνος του μαστού αποτελεί τη συχνότερη κακοήθεια στις γυναίκες, όπως 

καταγράφεται στις λεγόμενες Δυτικού τύπου κοινωνίες. Στις ασθενείς αυτές, οι 

μεταστάσεις σε απομακρυσμένες θέσεις αποτελούν την κύρια αιτία κατάληξης από τη 

νόσο η δε πρόγνωση διαφοροποιείται ανάλογα με τα όργανα εντόπισης και την 

πολλαπλότητα των μεταστάσεων.

Ένα ιδιαίτερο πρότυπο κλινικής συμπεριφοράς μεταστατικής νόσου του καρκίνου του 

μαστού αποτελεί η εκδήλωση μόνον οστικών εντοπίσεων και η απουσία σπλαχνικών 

μεταστάσεων για μεγάλο χρονικό διάστημα. Η αναγνώριση αυτού του μεταστατικού 

προτύπου ως κλινική οντότητα, έγινε πρόσφατα μετά από τεκμηριωμένη μελέτη 

σειράς ασθενών και δημοσιεύθηκε από ερευνητές της Ογκολογικής Κλινικής του 

Πανεπιστημίου 1ωαννίνων[ 111 ]. Η γνώση αυτής της υποομάδας έχει βαρύνουσα 

κλινική σημασία τόσο αναφορικά με την πρόγνωση αυτών των ασθενών όσο και την 

επιλογή των κατάλληλων θεραπευτικών χειρισμών.

Ως συνέχιση αυτής της κλινικής εργασίας είχα την τιμή και την ευκαιρία να 

εκπονήσω υπο την καθοδήγηση της Καθηγήτριας κ. Νίκης I. Αγνάντη και της 

Αναπληρώτριας Καθηγήτριας κ. Μαρίας Μπάη, την παρούσα διδακτορική διατριβή η 

οποία εστιάστηκε στην αναζήτηση του ιδιάζοντος βιολογικού προφίλ των 

πρωτοπαθών όγκων αυτών των ασθενών. Δεδομένης της τρέχουσας ενασχόλησης του 

Παθολογοανατομικού Εργαστηρίου της Ιατρικής Σχολής Ιωαννίνων με τα μόρια που 

ελέγχουν τον κυτταρικό κύκλο και την προγνωστική σημασία στον καρκίνο του 

μαστού πολλών από αυτά, η μελέτη αυτή εστιάστηκε στη συσχέτιση της πρωτεινικής 

έκφρασης μορίων -  ρυθμιστών του κυτταρικού κύκλου όπως οι κυκλίνες D l, D2, D3, 

Ε, A, Β, των αναστολέων των κυκλινοεξαρτώμενών κινασών όπως ρ27, ρ21, καθώς 

και της πρωτεΐνης, ρ53. Ο προσδιορισμός χαρακτηριστικού βιολογικού προφίλ των 

πρωτοπαθών όγκων αυτών των ασθενών ,που είναι εύκολα αναγνωρίσιμο με την 

εφαρμογή ανοσοιστοχημείας, αναμένεται να αποτελέσει βάση για την ανάπτυξη πιο 

αποδοτικών και στοχευμένων θεραπειών ώστε οι συγκεκριμένες ασθενείς να 

αποκομίσουν κλινικά οφέλη και ποιότητα ζωής.



ΓΕ Ν ΙΚ Ο  Μ ΕΡΟ Σ



Ε ΙΣ Α ΓΩ ΓΗ

1 ΜΑΣΤΟΣ

/. / Στοιχεία  Λ  νατομικής

Ο  μαζικός αδένας, περιβλημένος από ινώδη και λιπώδη ιστό, εκτείνεται 

από την παραστερνική μέχρι τη μέση μασχαλιαία γραμμή. Χειρουργικά, 

η περιοχή του οργάνου, εκτείνεται σε βάθος κάτω από το μείζονα και 

ελάσσονα Οωρακικό μυ έως τους μεσοπλεύριους, διότι η λεμφική 

αποχέτευσή του καταλαμβάνει το επίπεδο αυτό. Η οπίσθια επιφάνεια του 

αδένα, έρχεται σε επαφή με την περιτονία του μείζονος Οωρακικού μυός 

και σε μικρή έκταση με τον πρόσθιο οδοντωτό. Συχνά σχηματίζεται 

προσεκβολή προς τη μασχάλη, η ουρά του μαζικού αδένα, η οποία 

• συνήθως είναι ορατή και ψηλαφητή και μπορεί να αποτελέσει θέση 

αναπτύξεως νεοπλασμάτων καλοήθων και κακοήθων.

Το μέγεθος του μαστού δεν ανταποκρίνεται στην εκκριτική του 

ικανότητα διότι το μεγαλύτερο τμήμα της μάζας του αποτελείται από 

λιπώδη ιστό. Ο εκκριτικός μηχανισμός του μαστού, αποτελείται από 12 ή 

περισσότερους λοβούς, οι οποίοι συγκλίνουν ακτινωτά προς τη θηλή. 

Κάθε λοβός, καταλήγει σε εκφορητικό πόρο (γαλακτοφόρο) που 

εκβάλλει ανεξάρτητα στο δέρμα της θηλής, αφού προηγουμένως 

σχηματίσει μια ατρακτοειδή διεύρυνση κάτω από τη θηλή, στην οποία 

προσωρινά συλλέγονται οι παραγόμενες εκκρίσεις. Οι λοβοί, διαιρούνται 

από τον υποδόριο συνδετικό ιστό σε λόβια και στη συνέχεια στις τελικές 

εκκριτικές μονάδες, τις αδενικές κυψέλες. Ο γαλακτοφόρος πόρος 

σχηματίζεται από τη συμβολή των λοβιακδιν εκφορητικο'ιν πόρων. Οι 

τελικές απολήξεις των πόρων σχηματίζουν τις αδενικές κυψέλες, οι
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οποίες αποτελούνται από βασική μεμβράνη λεπτή στιβάδα 

μυοεπιθηλιακών κυττάρων και μια στιβάδα κυλινδρικών αδενικών 

κυττάρων. Τα μυοεπιθηλιακά κύτταρα, ανευρίσκονται σε πολλαπλάσιο 

αριθμό στους εκφορητικούς πόρους και στους πιο ευμεγέθεις, έχουν 

σπειροειδή διάταξη που συντελεί στην προώθηση του γάλακτος κατά την 

περίοδο της γαλουχίας. Το τελικό τμήμα των πόρων, από την 

ατρακτοειδή διεύρυνση έως την εκβολή τους στο δέρμα, καλύπτεται από 

πλακώδες επιθήλιο. Οι αδενικές κυψέλες είναι ελάχιστες κατά την 

περίοδο ηρεμίας του οργάνου, ενώ αυξάνονται σε μέγεθος και αριθμό 

κατά την κύηση. Ο υποδόριος ινολιπώδης ιστός, που αποτελείται από την 

επιπολής περιτονία, περιβάλλει το εκκριτικό παρέγχυμα και σχηματίζει 

προσεκβολές που διαχωρίζουν τα λόβια. Κάθε πόρος, παράλληλα, 

περιβάλλεται από προεκτάσεις του συνδετικού ιστού που συνέχονται με 

το δέρμα, γνωστές ως σύνδεσμοι. Όταν ένα καρκίνωμα αναπτύσσεται σε 

κάποια θέση του μαζικού αδένα, το υπερκείμενο δέρμα έλκεται στα 

σημεία κατάφυσης των εν λόγω συνδέσμων, διότι οι δοκίδες αυτές του 

συνδετικού ιστού δεν επιμηκύνονται παράλληλα με την ανάπτυξη του 

νεοπλασματικού αδενικού παρεγχύματος. Κατά τη γαλουχία, ο 

συνδετικός ιστός, ο οποίος είναι στερρός, ατροφεί και παρουσιάζει 

απώλεια της ελαστικότητάς του λόγω της αύξησης των αδενικών 

στοιχείων.

Μεταξύ του μαστού και του μείζονος θωρακικού μυός, παρεμβάλλεται το 

οπίσθιο πέταλο της επιπολής περιτονίας, το οποίο σε ορισμένα σημεία 

διατιτραίνεται από το μαζικό αδένα. Λόγω της ανατομικής αυτής 

συνάφειας, κατά τη μαστεκτομή, συνιστάται -από μια ισχυρή 

χειρουργική άποψη- να αφαιρείται και η περιτονία του μείζονος 

θωρακικού μυός, τουλάχιστον σε νεοπλάσματα που εντοπίζονται προς 

την οπίσθια επιφάνεια του οργάνου.
ο
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Το δέρμα εμφανίζει τη θηλή και πέριξ αυτής τη θηλαία άλω. Η θηλή 

αποτελεί τροποποιημένη κωνική-ημισφαιρική προβολή, στην οποία 

εκβάλλουν τα στόμια των γαλακτοφόρων πόρων. Το δέρμα της θηλής 

είναι πολύ λεπτό και τραυματίζεται εύκολα, ιδίως κατά τη γαλουχία. Η 

θηλαία άλως αποτελεί κυκλική περιοχή του δέρματος, η οποία, στην 

επιφάνειά της παρουσιάζει υπεγέρσεις που προκαλούνται από 

δερματικούς αδένες. Το έκκριμα εξυπηρετεί την εφύγρανση της θηλής 

κατά τη γαλουχία. Το χρώμα της θηλής και της άλω σε νεαρά άτομα είναι 

ανοικτό κόκκινο, ενώ κατά την κύηση μετατρέπεται σε σκούρο καφέ. Η 

υπέρχρωση αυτή διατηρείται και μετά τον τοκετό, προοδευτικά 

αυξανόμενη σε κάθε μετέπειτα εγκυμοσύνη.

Οι αρτηρίες αποτελούν τρεις ομάδες. Οι διατιτραίνοντες κλάδοι της έσω 

μαστικής φέρονται παραστερνικά στα πρώτα έξι μεσοπλεύρια 

διαστήματα. Από αυτούς συνήθως μόνο δύο έως τρεις φέρονται προς τα 

έξω σχεδόν υποδόρια μέχρι τη θηλή, ενώ αναστομώνονται με άλλες 

μεσοπλεύριες και κλάδους της μασχαλιαίας και υποκλειδίου. Οι κλάδοι 

της μασχαλιαίας προέρχονται είτε απ ευθείας από αυτή ή από τον 

ακρομιοθωρακικό κλάδο της και αφού διέρχονται από τους θωρακικούς 

μυς πορεύονται σχεδόν κάθετα από την κλείδα προς τη θηλή. Τέλος, η 

τρίτη ομάδα αρτηριών προέρχεται από τον πλάγιο θωρακικό κλάδο της 

μασχαλιαίας αρτηρίας και φέρονται από το έξω χείλος του μείζονα 

θωρακικού προς το μαστό.

Οι φλέβες σχηματίζουν τις ίδιες τρεις ομάδες, οι οποίες έχουν ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον, διότι όλες αποτελούν οδούς αιματογενούς μεταφοράς 

νεοπλασματικών εμβόλων προς τους πνεύμονες. Οι διατιτραίνοντες 

κλάδοι της έσω μαστικής αποτελούν τις μεγαλύτερες φλέβες του 

οργάνου, οι οποίες από τα μεσοπλεύρια διαστήματα καταλήγουν τελικά
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στην ανώνυμη φλέβα. Οι κλάδοι της μασχαλιαίας φλέβας, επίσης 

καταλήγουν στην άνω κοίλη φλέβα και κατ επέκταση στο πνευμονικό 

δίκτυο, όπως και οι μεσοπλεύριες φλέβες μέσω της αζύγου. Οι 

μεσοπλεύριες αναστομώνονται και με τις σπονδυλικές φλέβες. Οι 

υποδόριες φλέβες σχηματίζουν πλούσιο δίκτυο που διατείνεται κατά την 

κύηση και αποχετεύει το αίμα προς την έσω μαστική.

Η γνώση της λεμφικής αποχέτευσης είναι εξαιρετικά σημαντική καθώς η 

λεμφογενής αποτελεί τη συχνότερη οδό μετάστασης του οργάνου. Τα 

λεμφαγγεία του μαστού σχηματίζουν δύο κύρια απαγωγά στελέχη προς 

τη μασχάλη, το έξω και το έσω. Το έξω, άρχεται από το υποθηλαίο 

δίκτυο και από το έξω χείλος του μείζονος θωρακικού μυός καταλήγει 

στους ανώτερους λεμφαδένες της μασχάλης, αποχετεύοντας τη λέμφο 

του άνω ημιμορίου του μαστού. Το έσω, από το έσω τμήμα του δικτύου, 

φέρεται προς τα κάτω και πλάγια και γύρω από το έξω χείλος του 

μείζονα θωρακικού μυός καταλήγοντας και πάλι στους κατώτερους 

λεμφαδένες του μαστού. Εκτός από τις δύο κύριες οδούς, λεμφαγγεία 

σχηματίζονται και στην οπίσθια επιφάνεια του μαστού, τα οποία 

διατιτραίνουν το μείζονα θωρακικό μυ και εκβάλλουν στην υποκλείδια 

ομάδα των μασχαλιαίων λεμφαδένων. Λεμφαδένες που ευρίσκονται στη 

διαδρομή αυτή μεταξύ μείζονος και ελάσσονος θωρακικού μυός 

αποτελούν τους λεμφαδένες, οι οποίοι είναι δυνατό να διηθηθούν σε 

καρκινώματα του μαστού και οι οποίοι θα πρέπει να αφαιρούνται κατά 

την τροποποιημένη ριζική μαστεκτομή.

Οι μασχαλιαίοι λεμφαδένες σχηματίζουν πέντε κύριες ομάδες:

α) τους έξω μαστικούς, στην έσω επιφάνεια της μασχάλης κατά μήκος
Ο

της πλάγιας θωρακικής φλέβας

β) τους υποπλάτιους, κατά μήκος των υποπλάτιων και θωρακοραχιαίων
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αγγείων, εκτεινόμενοι από το πλάγιο θωρακικό τοίχωμα έως τη 

μασχαλιαία φλέβα

γ) τους· κεντρικούς, εντός του λίπους της μασχαλιαίας κοιλότητας, οι 

οποίοι πρώτοι συνήθως ψηλαφώνται

δ) της-μασχαλιαίας φλέβας, κατά μήκος του έξω τμήματος της φλέβας 

και

ε) τους υποκλείδιους ή κορυφαίους, στην κορυφή της μασχάλης και 

στους οποίους καταλήγουν προσαγωγά λεμφαγγεία από τις υπόλοιπες 

ομάδες.

Οι υπερκλείδιοι λεμφαδένες είναι δυνατόν να διηθηθούν διότι τα 

απαγωγά λεμφαγγεία των υποκλείδιων λεμφαδένων αναστομώνονται με 

λεμφαγγεία που καταλήγουν σε αυτούς στη συμβολή της έσω σφαγίτιδας 

με την υποκλείδια φλέβα. Η διήθηση των λεμφαδένων αυτών, αποτελεί 

. ένδειξη μη ριζικά εξαιρέσιμου νεοπλάσματος, διότι λόγω της στενής 

επαφής με το φλεβικό σύστημα υπάρχει συνήθως γενικευμένη διασπορά. 

Οι λεμφαδένες της έσω μαστικής δέχονται απαγωγά λεμφαγγεία από το 

κεντρικό και έσω τμήμα του μαστού, τα οποία διατιτραίνουν το μείζονα 

θωρακικό μυ στα μεσοπλεύρια διαστήματα. Η ομάδα αυτή απάγει τη 

λέμφο ή στη φλεβώδη γωνία ή και στους κατώτερους υπερκλείδιους. 

Λεμφαγγεία επίσης από το δέρμα του μαστού, διασταυρώνονται με 

αντίστοιχα του άλλου μαστού και έτσι εξηγούνται οι μεταστάσεις 

καρκινώματος του μαστού στους λεμφαδένες της αντίστοιχης μασχάλης. 

Παράλληλα, λεμφαγγεία εντοπίζονται και στην εν τω βάθει θωρακική 

περιτονία. [1,2]



2 Στοιχεία Εμβρυολογίας

Οι μαζικοί αδένες αποτελούν τροποποιημένους αποκρινείς αδένες, οι 

οποίοι εμφανίζονται κατά μήκος της μαστικής ακρολοφίας σε αμφότερες 

τις πλευρές του σώματος. Την 4η εβδομάδα αναπτύσσεται ένα ζεύγος 

επιδερμικών παχύνσεων, που ονομάζονται μαστικές ακρολοφίες ή 

γραμμές κατά μήκος αμφότερων των πλευρών του σώματος, από την 

περιοχή της μελλοντικής μασχαλιαίας χώρας μέχρι τη μελλοντική 

βουβωνική χώρα και την έσω επιφάνεια του μηρού. Στον άνθρωπο, αυτές 

οι ακρολοφίες, φυσιολογικά εξαφανίζονται εκτός από τη θέση των 

μαστών. Την 5η εβδομάδα, τα υπολείμματα της μαστικής ακρολοφίας 

παράγουν την πρωτογενή καταβολή του μαστικού αδένα. Η εν λόγω 

καταβολή καταδύεται στο υποκείμενο χόριο. Τη 10η εβδομάδα, η 

• πρωτογενής καταβολή αρχίζει να διακλαδίζεται και μέχρι τη 12η 

εβδομάδα έχουν σχηματιστεί αρκετές δευτερογενείς καταβολές. Οι εν 

λόγω καταβολές επιμηκύνονται και διακλαδίζονται καθ όλη την 

υπόλοιπη κύηση, ενώ οι προκύπτοντες πόροι αποκτούν αυλό με τη 

συνένωση μικρών κοιλοτήτων. Κατά τη γέννηση, οι μαστικοί αδένες 

αποτελούνται από 15-25 γαλακτοφόρους πόρους, που εκβάλλουν σε ένα 

μικρό επιφανειακό εντύπωμα, το οποίο ονομάζεται μαστικό βοθρίο. Ο 

πολλαπλασιασμός του υποκείμενου μεσοδέρματος μετατρέπει συνήθως 

αυτό το βοθρίο σε προέχουσα θηλή, εντός ολίγων εβδομάδων μετά τη 

γέννηση, μολονότι σε σπάνιες περιπτώσεις η θηλή παραμένει 

εισελκόμενη (ανεστραμμένη θηλή). Το δέρμα που περιβάλλει τη θηλή 

πολλαπλασιάζεται επίσης και σχηματίζει τη θηλαία άλω.

Δεν είναι εξαιρετικά ασυνήθης ο σχηματισμός μιας ή περισσότερων
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υπεράριθμων θηλών (πολυθηλία) ή υπεράριθμων μαστών (πολυμαστία) 

κατά μήκος της γραμμής των μαστικών ακρολοφιών. Η πιο συχνή 

εντόπιση παρατηρείται αμέσως υπό των φυσιολογικών μαστών. 

Υπεράριθμες θηλές παρατηρούνται με την ίδια περίπου συχνότητα τόσο 

στα άρρενα όσο και στα θήλεα άτομα. Σε σπανιότερες περιπτώσεις, η 

έκτοπη θηλή σχηματίζεται εκτός της γραμμής της μαστικής ακρολοφίας, 

λόγω μετανάστευσης μαστικού ιστού. Οι υπεράριθμοι μαστοί συνήθως 

ανακαλύπτονται κατά την ήβη ή την εγκυμοσύνη, οπότε διογκώνονται ή 

εκκρίνουν γάλα, αποκρινόμενοι στις διεγείρουσες ορμόνες. [ 3 ]

2 .1  Σ τ ο ιχ ε ία  Ισ τ ο λ ο γ ία ς

Οι αδένες των μαστών χαρακτηρίζονται ως σύνθετοι 

σωληνοκυψελοειδείς και αποτελούνται από 15-20 λοβούς ακτινωτά 

διατεταγμένους πέριξ της θηλής. Οι εν λόγω αδένες χωρίζονται μεταξύ 

τους από λιπώδη και κολλαγόνο συνδετικό ιστό. Κάθε λοβός 

αποχετεύεται στο δικό του γαλακτοφόρο πόρο, ο οποίος οδηγεί στη θηλή 

εκβάλλοντας στην επιφάνειά της. Καθένας από αυτούς τους πόρους, πριν 

καταλήξει στη θηλή, διευρύνεται σχηματίζοντας γαλακτοφόρο πόρο για 

την αποθήκευση του γάλακτος, ενώ εν συνεχεία στενώνεται προς την 

απόληξή του.

Οι αδρανείς ή μη εκκρίνοντες μαστικοί αδένες των μη εγκυμονούντων 

γυναικών έχουν την ίδια βασική αρχιτεκτονική όπως και οι γαλουχούντες 

(ενεργοί), με εξαίρεση ότι είναι μικρότεροι και χωρίς ανεπτυγμένες 

αδενοκυψέλες, γεγονός που συμβαίνει μόνο κατά τη διάρκεια της 

κυήσεως. Κοντά στην εκβολή τους στη θηλή, οι γαλακτοφόροι πόροι 

επενδύονται από πολύστιβο πλακώδες (κερατινοποιημένο) επιθήλιο. Ο 

γαλακτοφόρος κόλπος και αντίστοιχα πόρος που οδηγεί σε αυτόν
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επενδύονται από πολύστιβο κυβικό επιθήλιο, ενώ οι μικρότεροι πόροι 

που οδηγούν στο γαλακτοφόρο πόρο επενδύονται από μονόστιβο 

κυλινδρικό επιθήλιο. Τα αστεροειδή μυοεπιθηλιακά κύτταρα που 

εντοπίζονται μέσω του επιθηλίου και του βασικού υμένα περιελίσσονται 

γύρω από τις αναπτυσσόμενες αδενοκυψέλες και καθίστανται 

λειτουργικά κατά τη διάρκεια της κυήσεως.

Οι αδενοκυψέλες του γαλουχούντος (ενεργού) μαζικού αδένα 

αποτελούνται από κυβικά κύτταρα, τα οποία περιβάλλονται εν μέρει από 

πλέγμα μυοεπιθηλιακών κυττάρων. Τα εν λόγω εκκριτικά κύτταρα 

διαθέτουν άφθονο αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο και μιτοχόνδρια, μερικά 

συμπλέγματα, πολλά λιποσταγονίδια, καθώς και πολυάριθμα κυστίδια, 

περιέχοντα καζείνες (πρωτεΐνες του γάλακτος) και γαλακτόζη. Δεν 

ανευρίσκονται όμως όλες οι περιοχές των αδενοκυψελών στο ίδιο στάδιο 

παραγωγής, διότι οι διάφορες αδενοκυψέλες παρουσιάζουν ποικίλα 

στάδια προετοιμασίας για τη σύνθεση των ουσιών αυτών. Οι εκκρίσεις 

των κυττάρων των αδενοκυψελών είναι δύο ειδών: λιπίδια και πρωτεΐνες. 

Τα λιπίδια αποθηκεύονται με τη μορφή σταγονιδίων εντός του 

κυτταροπλάσματος. Η έκκρισή τους εκ μέρους των εκκριτικών κυττάρων 

πιθανώς επιτελείται με αποκρινή τρόπο εξωκυττάρωσης κατά τον οποίο 

μικρά σταγονίδια συρρέουν σχηματίζοντας διαρκώς μεγαλύτερα, τα 

οποία μετακινούνται προς το κορυφαίο τμήμα του κυττάρου. Κατά την 

προβολή τους στον αυλό, λαμβάνουν τη μορφή κυτταροπλασματικών 

φυσσαλίδων. Οι εν λόγω περιέχουσες λιποσταγονίδια φυσσαλίδες, 

αποκόπτονται και καθίστανται τμήμα του εκκριτικού προϊόντος. Κάθε 

φυσαλλίδα αποτελείται τότε από ένα κεντρικά κείμενο λιποσταγονίδιο, 

το οποίο περιβάλλεται από μια στενή ζώνη κυτταροπλάσματος και 

εντελώς εξωτερικά από κυτταρική μεμβράνη. Οι πρωτεΐνες που 

συντίθενται μέσα στα εκκριτικά αυτά κύτταρα εκκρίνονται μεροκρινώς 

στον εξωκυττάριο χώρο.
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Το κυκλικό, έντονα κεχρωσμένο δέρμα στο κέντρο της επιφάνειας του 

μαστού αποτελεί τη θηλαία άλω. Στην παρυφή της περιέχει ιδρωτοποιούς 

και σμηγματογόνους αδένες καθώς και τους θηλαίους αδένες. Στο κέντρο 

της θηλαίας άλω υπάρχει η θηλή, μια προεξέχουσα δομή, η οποία 

καλύπτεται από πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο, που περικλείει τα τελικά 

στόμια των γαλακτοφόρων πόρων. Το στρώμα της θηλής αποτελείται 

από πυκνό κολλαγόνο ιστό, με άφθονες ελαστικές ίνες συνδεδεμένες με 

το περιβάλλον δέρμα ή διαπλεγμένες με το συνδετικό ιστό, καθώς και 

από άφθονα λεία μυϊκά κύτταρα. Η ρίκνωση του δέρματος της θηλής 

οφείλεται στην πρόσφυση σε αυτό ελαστικών ινών. Τα άφθονα λεία 

μυϊκά κύτταρα είναι διατεταγμένα κατά δύο τρόπους: κυκλοτερώς πέριξ 

της θηλής και ακτινοειδώς αποκλίνοντα από το διαμήκη άξονα της 

θηλής. Στη συστολή αυτών των μυϊκών κυττάρων οφείλεται η ανόρθωση 

της θηλής. Οι περισσότεροι των σμηγματογόνων αδένων που 

εντοπίζονται γύρω από τους γαλακτοφόρους πόρους εκβάλλουν στην 

επιφάνεια ή στα πλάγια της θηλής, αν και μερικοί καταλήγουν στους 

πόρους προτού αυτοί εκβάλλουν στην επιφάνεια. [4,5]

2 .2  Σ τ ο ιχ ε ία  Φ υ σ ιο λ ο γ ία ς

Οι μαζικοί αδένες αναπτύσσονται κατά τον ίδιο τρόπο και παρουσιάζουν 

την ίδια δομή σε αμφότερα τα φύλα μέχρι την ήβη, κατά την οποία όμως 

οι μεταβολές των ορμονικών εκκρίσεων στο θήλυ προκαλούν περαιτέρω 

ανάπτυξη και δομικές μεταβολές των αδένων. Η έκκριση οιστρογόνων 

και προγεστερόνης από τις ωοθήκες καθώς επίσης και η έκκριση 

προλακτίνης από τα οξεόφιλα κύτταρα της αδενουπόφυσης αρχίζει την 

ανάπτυξη των λοβίων και των τελικών εκφορητικών πόρων. Για την 

πλήρη ανάπτυξή τους απαιτείται η παρουσία γλυκοκορτικοειδών καθώς
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και περαιτέρω ενεργοποίηση εκ μέρους της σωματοτροπίνης.

Παράλληλα με την ορμονική αυτή δραστηριότητα, συμβαίνει αύξηση του 

συνδετικού και του λιπώδους ιστού μέσα στο στρώμα με αποτέλεσμα την 

αύξηση του μεγέθους των μαστικών αδένων. Η πλήρης ανάπτυξή τους 

επιτυγχάνεται κατά το εικοστό περίπου έτος της ηλικίας, με μικρές 

κυκλικές μεταβολές κατά τη διάρκεια κάθε εμμηνορρυσιακού κύκλου, 

ενώ μείζονες μεταβολές συμβαίνουν κατά τη διάρκεια της κυήσεως και 

γαλουχίας. Μετά την ηλικία περίπου των σαράντα ετών, τα εκκριτικά 

τμήματα, μερικοί πόροι και στοιχεία του συνδετικού ιστού, αρχίζουν να 

ατροφούν, γεγονός που προοδευτικά εξελίσσεται έως την εμμηνόπαυση.

Οι μαζικοί αδένες ενεργοποιούνται μέσω αυξημένων ώσεων των 

προαναφερομένων ορμονών (οιστρογόνων και προγεστερόνης) κατά τη 

διάρκεια της κύησης, ώστε να καταστούν γαλουχούντες υποστηρίζοντας 

- διατροφικά το νεογνό. Κατά την εν λόγω χρονική περίοδο τα τελικά 

τμήματα των πόρων διακλαδίζονται και αυξάνουν, ενώ οι αδενοκυψέλες 

αναπτύσσονται και ωριμάζουν. Καθώς η κύηση εξελίσσεται, οι μαστοί 

διογκώνονται λόγω υπερτροφίας του αδενικού παρεγχύματος και 

διατάσεως του από το πύαρ, ένα υγρό πλούσιο σε πρωτεΐνη.

Αν και οι μαστοί είναι έτοιμοι να εκκρίνουν γάλα ακόμη και πριν τη 

γέννηση, υπάρχει ορμονική αποτροπή της λειτουργίας αυτής. Η 

αποκόλληση του πλακούντα επάγει την παραγωγή προλακτίνης από τα 

οξεόφιλα κύτταρα της αδενοϋπόφυσης και σε συνδυασμό με την πτώση 

των επιπέδων των οιστρογόνων και προγεστερόνης, προάγεται η 

παραγωγή του γάλακτος εντός ολίγων ημερών. Το προαναφερόμενο 

πρωτεϊνούχο έκκριμα, το πύαρ, περιέχει επίσης στοιχεία όπως βιταμίνη 

Α, νάτριο και χλώριο, ενώ επίσης ανευρίσκονται έμμορφα κυτταρικά 

στοιχεία όπως λεμφοκύτταρα και μονοκύτταρα, καθώς και αντισώματα
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(ανοσοσφαιρίνη Α), συντείνοντας τόσο στη θρεπτική όσο και 

προστατευτική δράση του στο νεογνό.

Το γάλα, του οποίου η παραγωγή αρχίζει συνήθως την 4η ημέρα μετά τον 

τοκετό, αποτελεί υγρό πλούσιο σε πρωτεΐνες (καζείνες), υδατάνθρακες 

(γαλακτόζη), ανοσοσφαιρίνες (Α), λιπίδια καθώς και σε ανόργανα 

συστατικά όπως ηλεκτρολύτες. Ταυτόχρονα δε με την παραγωγή της 

προλακτίνης, εκκρίνεται και η ωκυτοκίνη από τον οπίσθιο λοβό της 

υπόφυσης, η οποία θέτει σε κίνηση το αντανακλαστικό της εκροής του 

γάλακτος με την πρόκληση συστολών των μυοεπιθηλιακών κυττάρων 

γύρω από τις κυψελίδες και τους εκφορητικούς πόρους. [6]

2 .3  Σ τ ο ιχ ε ία  Μ ο ρ ια κ ή ς  Κ α ρ κ ιν ο γ έ ν ε σ η ς  το υ  μ α σ τ ο ύ

Η σύγχρονη συμπυκνωμένη γνώση, απότοκος των τελευταίων 50 ετών 

μοριακής αναζήτησης, φωτογραφίζει την καρκινική εξαλλαγή ως μια 

βραχεία ή μακρά κατά περίπτωση, πολυσταδιακή διαδικασία 

συσσώρευσης γενετικών σφαλμάτων, έκπτωσης των μηχανισμών 

ελέγχου και επιδιόρθωσής τους καθώς και απορρύθμισης κριτικών 

μοριακών οδών για την πυρηνική και κατ’ επέκταση δομική και 

λειτουργική ομοιόσταση του κυττάρου. Αυτή η γενετική αστάθεια, 

μεταφράζεται σε διαταραχή του κυτταρικού κύκλου μέσω ενίσχυσης της 

δράσης των ογκογονιδίων και απενεργοποίησης των ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων. Στο τέλος αυτού του αποσυγχρονισμού επέρχεται, μέσω της 

απώλειας σημείων ελέγχου της ομαλής μετάβασης ανάμεσα στις 

διαδοχικές φάσεις, η αδυναμία ρύθμισης του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, η διαφυγή από τη διαδικασία απόπτωσης και η 

ανάδυση " αθανατοποιημενών κλώνων που οδηγεί στη διήθηση και 

μετάσταση [8]. Άλλωστε οι διατυπωμένες στην δεκαετία του εβδομήντα



θεωρίες για τη εξήγηση της καρκινογενετικής διαδικασίας, με την 

περίφημη υπόθεση των δύο διαδοχικών χτυπημάτων στη απενεργοποίηση 

του ογκοκατασταλτικού γονιδίου του ρετινοβλαστώματος (Rb-13ql4) 

και με την αντίστοιχη της προοδευτικής έκπτωσης της γονιδιακής 

σταθερότητας, επιβεβαιώθηκαν με τα εργαλεία της σύγχρονης μοριακής 

βιολογίας. [7,8,9,10]



3 Κυτταρικός κύκλος

Στους πολυκύτταρους οργανισμούς, η αύξηση του αριθμού των 

κυττάρων επιτυγχάνεται με την κυτταρική διαίρεση. Η χρονική περίοδος 

μέσα στην οποία διαδραματίζονται τα διαδοχικά συμβάντα της 

κυτταρικής διαίρεσης καλείται κυτταρικός κύκλος και διακρίνεται στις 

εξής διακριτές, αλληλοδιάδοχες φάσεις:

GO: Φάση ηρεμίας

G1: Χάσμα 1. Προσυνθετική φάση

S : Φάση σύνθεσης (διπλασιασμού) DNA

G2: Χάσμα 2. Μετασυνθετική φάση

Μ : Μίτωση

Οι G l, S και G2 φάσεις συνιστούν τη Μεσόφαση, ενώ η Μ αποτελείται 

από τα στάδια της Πρόφασης, της Μετάφασης, της Ανάφασης και της 

Τελόφασης, καταλήγοντας στη δημιουργία δύο πανομοιότυπων γενετικά 

κυττάρων. Τα κύτταρα που πρόκειται να πολλαπλασιασθούν, αφήνουν τη 

φάση ηρεμίας και εισέρχονται στην προσυνθετική φάση και κατόπιν στη 

φάση της σύνθεσης-αντιγραφής του γενετικού υλικού. Εν συνεχεία, 

εισέρχονται στην επόμενη μετασυνθετική φάση με διπλασιασμένο το 

γενετικό υλικό και μεταπηδούν στην μιτωτική φάση. Μετά τη μίτωση, τα 

νεοσχηματισμένα κύτταρα, είτε πολλαπλασιάζονται εκ νέου, 

διατρέχοντας ξανά τον κυτταρικό κύκλο, είτε διαφοροποιούνται και 

εξελισσόμενα αποθνήσκουν μέσω ενεργοποίησης ενός προγράμματος 

γενετικά επαγόμενου θανάτου (αποπτωτικός μηχανισμός), είτε 

εισέρχονται σε μια φάση υποθετικής ηρεμίας. Στη φάση αυτή διατηρείται 

σε λανθάνουσα μορφή το δυναμικό εισόδου στον κυτταρικό κύκλο, ενώ
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σε εξειδικευμένους ιστούς, όπως ο νευρικός θεωρείται το τελικό στάδιο 

ανάπτυξης και διαφοροποίησης των κυττάρων. [11]

3 .1  Κ υ κ λ ίν ε ς :  Π ε ρ ιγρ α φ ή  κ α ι ρ ό λ ο ς  τ ω ν  μ ο ρ ίω ν

Οι μοριακοί μηχανισμοί που ελέγχουν τον κυτταρικό κύκλο και κυρίως 

την εξέλιξη της G1 φάσης προς την S περιλαμβάνουν τη συμμετοχή 

τριών τύπων μορίων: των κυκλινών, των εξαρτώμενων από τις κυκλίνες 

κινασών και των αναστολέων των κυκλινοεξαρτώμενων κινασών. Το 

κύτταρο, στο πρώτο σημείο ελέγχου, στη G1 φάση, έχει τη δυνατότητα 

να εισέλθει στο μιτωτικό στάδιο ή να εγκαταλείψει τον κυτταρικό κύκλο 

και να επανέλθει στη φάση ηρεμίας G0. Η ενεργοποίηση των CDK4 από 

το θετικό ερέθισμα των κυκλινών-D, αποτελεί το οδηγό σημείο για να 

περάσει το κύτταρο, το πρώτο σημείο ελέγχου. Στο επόμενο σημείο 

ελέγχου-διαδικασία διπλασιασμού του DNA-προαπαιτούμενη είναι η 

υπερφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης του γονιδίου του ρετινοβλαστώματος, 

η οποία με τη σειρά της εξαρτάται από τη δημιουργία των συμπλεγμάτων 

CDK4/cyclin-D και CDK2/cyclin-E. Οι αναστολείς των

κυκλινοεξαρτώμενων κινασών (CDKs) που κωδικοποιούνται από τα 

γονίδια ρ21, ρ16 και ρ27, αναστέλουν την υπερφωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης του ρετινοβλαστώματος, αδρανοποιώντας τα συμπλέγματα 

CDK4/cyclin-D και CDK2/cyclin-E. Το κύτταρο δεν μεταβαίνει από τη 

φάση G1 στη φάση S. Οι αναστολείς των κυκλινοεξαρτώμενων κινασών 

ενεργοποιούνται και μέσω της πρωτεΐνης που συνθέτει το 

ογκοκατασταλτικό γονίδιο ρ53. Σε καταστάσεις γονιδιακής 

απορρύθμισης υπερεκφράζεται η ρ53 με άμεση συνέπεια την έναρξη της 

μεταγραφής του γονιδίου p21(W AFl/CIPl/SDl 1). [12]

Η κυκλίνη Α, η οποία εκφράζεται στις ύστερες φάσεις του κύκλου,
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πιθανόν συνδέεται με πτωχή πρόγνωση στα αδενοκαρκινώματα του 

μαστού [13]. Η κυκλίνη Β, επίσης εκφραζόμενη στις ίδιες με την 

προηγούμενη φάσεις, έχει ανιχνευθεί προοδευτικά αυξανόμενη από το 

φυσιολογικό επιθήλιο, στην άτυπη υπερπλασία στο καρκίνωμα in situ 

καθώς και στο διηθητικό πλέον καρκίνωμα.[14]. Σε ελάχιστες μελέτες 

αναφέρεται ισχυρή συσχέτιση των επιπέδων της έκφρασής της με πτωχή 

πρόγνωση. Αντίθετα, η κυκλίνη D1 φαίνεται να διαδραματίζει 

ουσιαστικό και κομβικό ρόλο στην καρκινογενετική διαδικασία του 

μαστού, καθώς αυξημένη δραστηριότητα σε επίπεδα m-RNA και 

πρωτεΐνης ανιχνεύονται συχνά στην πορογενή υπερπλασία και στο 

καρκίνωμα in situ, ειδικά σε υψηλόβαθμες αλλοιώσεις, οι οποίες 

συχνότερα αναζωπυρώνονται σε σχέση με τις χαμηλού βαθμού [15]. 

Παράλληλα, μελέτες έχουν καταδείξει ότι υπερέκφραση του μορίου 

παρατηρείται στην πλειονότητα των διηθητικών λοβιακών 

• καρκινωμάτων, αλλά όχι στις πρόδρομα εγκατεστημένες αλλοιώσεις 

(λοβιακό καρκίνωμα in situ). Η υπερέκφραση του μορίου διαπιστώνεται 

σε ποσοστό 40-50% των αδενοκαρκινωμάτων του μαστού, ενώ περίπου 

το 50% αυτών σχετίζεται με ενίσχυση του γονιδίου (γονιδιακή θέση: 

l lq l3 )  [16]. Ο συνδυασμός της γονιδιακής ενίσχυσης και της 

πρωτεινικής υπερέκφρασης σχετίζεται με επιθετικό φαινότυπο και πτωχή 

πρόγνωση. Σε αντίθεση με την προηγούμενη συσχέτιση, κάποιες μελέτες 

κατέληξαν σε αδυναμία συσχετισμού της υπερέκφρασης του μορίου με 

το ρυθμό του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, ενώ δεν αποδείχθηκε 

επαρκής η αξιολόγησή της ως ικανού προγνωστικού της βιολογικής 

συμπεριφοράς παράγοντα σε μεγάλες σειρές εξεταζομένων ασθενών με 

σταδίου Ι-ΙΙ αδενοκαρκίνωμα μαστού [17,18]. Καθώς η γονιδιακή 

ενίσχυση του μορίου της κυκλίνης D1 συνδέεται ισχυρά με την 

πρωτεϊνική υπερέκφραση των οιστρογονικών υποδοχέων και το μόριο 

ενεργοποιείται από τη δραστηριότητά τους, οι υπόλοιπες των
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περιπτώσεων (χωρίς το μηχανισμό της ενίσχυσης) υπερέκφρασής της 

χαρακτηρίζονται από μια φαινομενικά φυσιολογική έκκριση της 

οιστραδιόλης. Η προαναφερθείσα ισχυρή συσχέτιση των δύο πρωτεϊνών 

εξηγεί την αναβαθμισμένη ανταπόκριση των ασθενών αυτών στην 

επικουρική χημειοθεραπεία [19]. Η ικανότητα της κυκλίνης αυτής να 

ρυθμίζει ευοδωτικά τα επίπεδα της πρωτεΐνης p21WAF1 μπορεί να 

ερμηνεύσει πειστικά την αρνητική συσχέτισή της με τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό. Παράλληλα, η κυκλίνη Ε, σύμφωνα με ορισμένες 

μελέτες όταν υπερεκφράζεται στο αδενοκαρκίνωμα του μαστού, 

συσχετίζεται με επιθετικό φαινότυπο και πτωχή επιβίωση [20,21].

Η υπερέκφραση του μορίου της p21WAFI έχει συσχετισθεί με μειωμένη 

περίοδο ελεύθερης νόσου, σε ορισμένες μελέτες, αν και κάποιες άλλες 

εμφανίζουν μη στατιστικά σημαντικά αποτελέσματα [22,23], Παραταύτα, 

ο συνδυασμός της υποέκφρασής της με την υπερέκφραση της ρ53 

εμφανίζει πτωχό προσδόκιμο επιβίωσης σε ασθενείς οι οποίοι λαμβάνουν 

επικουρική χημειοθεραπεία. Ο πιθανός μηχανισμός αυτής της 

συνεργατικής εκδήλωσης των δύο πρωτεϊνών που οδηγεί σε αποτυχία της 

χημειοθεραπείας πιθανόν να οφείλεται σε μη ανιχνευμένες μεταλλάξεις 

της ρ53 ή στις ήδη ταυτοποιημένες που ευθύνονται για την αδυναμία 

ελέγχου της p21WAF1 και εκτέλεσης των προγραμμάτων αποπτωτικού 

θανάτου, όπως και στην περίπτωση της λειτουργικής έκπτωσης του 

ισοζυγίου των αποπτωτικών παραγόντων bcl2 και bax[24,25]. 

Παράλληλα, διερευνάται ο ρόλος της κυτταροπλασματικής έκφρασης της 

p21WAF1. Παρά το γεγονός, ότι αυτή ασκεί την κύρια δράση της στον 

πυρηνικό χώρο, η κυτταροπλασματική της υπερέκφραση αποτελεί 

σχετικά συχνή εκδήλωση και φαίνεται να συσχετίζεται με τα επίπεδα 

έκφρασης της ρ53, καθώς και με πτωχή πρόγνωση, αν και αυτή η 

παρατήρηση, όπως αποτυπώνεται σε λίγες μελέτες, αποτελεί οξύμωρο
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σχήμα, καθώς η εν λόγω πρωτεΐνη αποτελεί αρνητικό ρυθμιστή του 

κυτταρικού κύκλου [26]. Επιπρόσθετα, η υποέκφραση ή η απώλεια της 

ρ27, ενός αναστολέα των κυκλινοεξαρτώμενών κινασών, συνδέεται 

ισχυρά με αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού καθώς επίσης και 

με πτωχή πρόγνωση στις περισσότερες των μελετών και ειδικά όταν 

συνδυάζεται με υπερέκφραση της κυκλίνης Ε, ενώ παραδόξως σε μία 

μελέτη, υψηλά επίπεδα πρωτεινικής έκφρασης συσχετίσθηκαν με πτωχή 

πρόγνωση, αλλά αφορούσαν σε περιπτώσεις με αρνητικούς για 

μετάσταση λεμφαδένες [27]. Τέλος, όσον αφορά τους άλλους αναστολείς 

των κυκλινοεξαρτώ μενών κινασών και ειδικά την CDK4, η υπερέκφρασή 

της καθώς και η παρατηρούμενη γονιδιακή ενίσχυση ανευρίσκεται σε 

διηθητικά καρκινώματα του οργάνου, αλλά δε συσχετίζεται ισχυρά με 

την πρόγνωση, σύμφωνα με κάποιες μελέτες [28,29].

■ 3.2 Ο γκογονίδια-ογκοκατασταλτικά γονίδια

Οι διαταραχές του γενετικού υποστρώματος περιλαμβάνουν μια ευρεία 

ποικιλία συμβάντων όπως αριθμητικού ή δομικού τύπου χρωμοσωμιακές 

ανωμαλίες ( ανευπλοειδία, ελλείμματα, διαμεταθέσεις) ή γονιδιακές 

τροποποιήσεις (σημειακές μεταλλάξεις, ενίσχυση, μικροδορυφορική 

αστάθεια, απώλεια της ετεροζυγωτίας ή ομόζυγη εξάλειψη των δύο 

αλληλίων). Οι παθολογικές αυτές τροποποιήσεις του γενετικού υλικού 

φαίνεται ότι ακολουθούν μια χρονική ακολουθία δεδομένου ότι η 

μοριακή ανίχνευσή τους συμπίπτει με κάποιο από τα στάδια της 

προαναφερόμενης καρκινογενετικής διαδικασίας με οριακές αποκλίσεις 

κατά τη σύγκριση όμορων μελετών. Η ανακάλυψη των παθολογικών 

γονιδίων πραγματοποιήθηκε με τη μοριακή ανάλυση σποραδικών 

περιστατικών καρκίνου αλλά και με μελέτες σε οικογένειες με 

κληρονομική προδιάθεση για καρκίνο. Ο χαρακτηρισμός και η ανάλυση
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των γονιδίων αυτών ανέδειξε δύο κύριες κατηγορίες: τα ογκογονίδια και 

τα ογκοκατασταλτικά γονίδια [30].

Τα ογκογονίδια προέρχονται από τροποποίηση πρωτο-ογκογονιδίων και 

εμφανίζουν επικρατή δράση. Οι τροποποιήσεις αυτές περιλαμβάνουν 

ανώμαλο ανασυνδυασμό χρωμοσωμάτων, γονιδιακή ενίσχυση,

αλλοιώσεις της κωδικής περιοχής (μετάλλαξη), και έχουν ως αποτέλεσμα 

την υπερέκφραση της πρωτεΐνης ή την τροποποίηση της 

λειτουργικότητάς της.

Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια, χαρακτηρίζονται από υπολειπόμενη 

δράση, η οποία οφείλεται σε έλλειψη της χρωμοσωμικής περιοχής του 

γονιδίου, αλλοιώσεις της ρυθμιστικής περιοχής (μεθυλίωση,

μεταλλαγές), αλλοιώσεις της κωδικής περιοχής. Το αποτέλεσμα είναι η 

υποέκφραση της πρωτεΐνης ή η τροποποίηση της λειτουργικότητάς της. 

Τα γονίδια αυτά διακρίνονται λειτουργικά σε εκείνα που επιδρούν άμεσα 

στην αύξηση των όγκων, είτε προκαλώντας αναστολή του κυτταρικού 

κύκλού είτε ενεργοποιώντας την κυτταρική απόπτωση και σε εκείνα που 

η αδρανοποίησή τους έχει έμμεση επίδραση στην επαγωγή όγκων μέσω 

επιτάχυνσης του ρυθμού μεταλλαξιογένεσης και πρόκλησης γενετικής 

αστάθειας.

Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο ρ53 ( γονιδιακή θέση: 17ρ13)

κωδικοποιεί πρωτεΐνη 393 αμινοξέων η οποία δρα ως ρυθμιστής της 

γονιδιακής μεταγραφής, επιδιορθωτικός παράγοντας του γενετικού 

υλικού και αποπτωτικός παράγοντας ελέγχοντας ως μοριακός διακόπτης- 

επόπτης τη μετάβαση του κυττάρου από τη φάση G1 στην S, 

αποτρέποντας έτσι τα κύτταρα να εισέλθουν στην τελευταία και να 

αντιγράψουν ένα παθολογικό χρωμόσωμα [31]. Δημιουργεί συστήματα
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αλληλορύθμισης του μεταβολισμού και της λειτουργικότητάς της με 

πρωτεΐνες όπως η mdm2, η mdmx και η p21WAFI. Σε φυσιολογικά 

κύτταρά παρατηρείται χαμηλή έκφραση του μορίου, ενώ όταν 

επισυμβούν απορυθμίσεις του γονιδίου που περιλαμβάνουν 

υπερμεθυλιώσεις του υποκινητή ή διαταραχές της ετεροζυγωτίας, η 

μεταλλαγμένη πρωτεΐνη υπερεκφράζεται. Σύμφωνα με δημοσιευμένες 

μελέτες, η απενεργοποίηση του γονιδίου συμβαίνει στο πορογενές 

αδενοκαρκίνωμα σε ποσοστό 35-50% περίπου [32,33], Απώλεια της 

ετεροζυγωτίας, με αποτέλεσμα τη λειτουργική έκπτωση της πρωτεΐνης, 

είναι συμβάν συχνότερο από την ομόζυγη έλλειψη των δύο αλληλίων και 

συνάδει με επιθετικότερο φαινότυπο (διήθηση-μετάσταση). Στις 

προκαρκινικές καταστάσεις, επίσης, αναγνωρίζεται επίπτωση των 

γονιδιακών απορρυθμίσεων, γεγονός που συνδυάζεται με την πρώιμη 

έναρξη της καρκινογενετικής διαδικασίας [34],

Συγκεκριμένες σημειακές μεταλλάξεις του μορίου παρατηρούνται σε 15- 

30% των περιπτώσεων ανθρώπινου καρκίνου [35], Η μεταλλαγμένη 

πρωτεΐνη ως διαγνωστικός δείκτης για τον οικογενή καρκίνο του μαστού 

εξετάζεται στις περιπτώσεις εκδήλωσης του Συνδρόμου Li-Fraumeni, μια 

αυτοσωμική κληρονομούμενη με τον επικρατούντα χαρακτήρα

διαταραχή, η οποία χαρακτηρίζεται από την ανάπτυξη σαρκωμάτων 

οστών ή/ και μαλακών μορίων, λευχαιμίας καθώς και καρκίνων των 

επινεφριδίων, του εγκεφάλου και μαστού. Συνήθως η μετάλλαξη του 

γονιδίου στο ένα αλλήλιο συνοδεύεται με απώλεια του υγιούς άλλου. Η 

εκτιμώ μενη διεισδυτικότητα της νόσου είναι 50% έως την ηλικία των 30 

ετών και αγγίζει το 90% έως τα 60 έτη [36], Οι μεταλλάξεις στο βασικό 

γενετικό υλικό των γαμετών ανιχνεύονται στα μέλη των οικογενειών 

αυτών σε ποσοστό 70%. Πάντως, στην πλειονότητα των σποραδικά 

εκδηλουμένων περιστατικών, οι περισσότερες αναγνωριζόμενες



22

μεταλλάξεις ανήκουν στην ομάδα των σιωπηλών ή των μετακινήσεων 

πλαισίου [37].

Διάφορες μελέτες έχουν προτείνει ότι, η κατάσταση του μορίου (όπως 

αποτυπώνεται ανοσοιστοχημικά αλλά και γονιδιακά) αποτελεί σημαντικό 

δείκτη εκτίμησης της ανταπόκρισης των πασχόντων από καρκίνο του 

μαστού στη χορηγούμενη αντινεοπλασματική αγωγή [38,39]. Η 

συστηματική ορμονική χημειοθεραπεία έχει καταλυτική επίδραση στην 

πορεία της νόσου και στο προσδόκιμο επιβίωσης σε συνδυασμό με τις 

νεότευκτες στρατηγικές συνδυασμένης στοχευμένης χημειοθεραπείας 

(ανθρακυκλίνες-τραστουζουμαμπη). Παραταύτα, ένα ποσοστό μόνο των 

ασθενών καρπώνεται οφέλη επιβίωσης και ποιότητας ζωής χωρίς 

παρενέργειες από τη συστηματική χορήγηση των σκευασμάτων αυτών. 

Έχει παρατηρηθεί ότι οι ασθενείς με διαταραχή του μορίου εμφανίζουν 

διαφόρου βαθμού ανταπόκριση (αυξημένα επίπεδα χημειοαντοχής) στη 

συμβατική αλλά και στη νέα (επικουρική) θεραπευτική προσέγγιση [40].

Κατά την εφαρμογή σχημάτων ορμονικής χημειοθεραπείας, ασθενείς 

εμφανίζοντες θετικούς λεμφαδένες (μεταστατική νόσο) με ταυτόχρονη 

ανιχνευμένη μετάλλαξη του μορίου παρουσιάζουν πτωχή ανταπόκριση 

στην ταμοξιφαίνη, γεγονός που πιθανότατα οφείλεται στη μειωμένη 

λειτουργικότητα του μορίου λόγω της συσσώρευσης του μεταλλαγμένου 

προϊόντος στο κυτταρόπλασμα [41]. Αντίθετα, η συσχέτιση της 

πρωτεΐνης με την ανταπόκριση στην ακτινοθεραπεία εμφανίζεται 

περισσότερο περίπλοκη. Υπάρχουν αντικρουόμενα δεδομένα διαφόρων 

μελετών κατά τα οποία άλλοτε συνάγεται το συμπέρασμα ότι η παρουσία 

της φυσικής-γνήσιας πρωτεΐνης ρ53 σχετίζεται με ανταπόκριση, άλλοτε 

το αντίθετο. Μία πιθανή εξήγηση της αξιολόγησης των αποτελεσμάτων 

αποτελεί το γεγονός ότι από τα εκτειθεμένα κύτταρα στην ακτινοβόληση
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και την καταστροφή που αυτή επιφέρει, εκείνα με τη γονιδιακή 

διαταραχή δε μπορούν να κινητοποιήσουν την ρ53-εξαρτώμενη 

επιδιορθωτική διαδικασία και να ανταποκριθούν περισσότερο στις 

βλάβες αυτές [42,43].

Η αξιοπιστία του μορίου, ως ανεξάρτητου προγνωστικού δείκτη για τη 

βιολογική συμπεριφορά του νεοπλάσματος και για τη

χημειοανταπόκριση, φαίνεται να συσχετίζεται με το στάδιο της νόσου 

κατά την πρώτη διάγνωση του όγκου. Σύμφωνα με δημοσιευμένες 

μελέτες, ενώ η πυρηνική συσσώρευση του μεταλλαγμένου προϊόντος στα 

αρχικά έως μέτρια στάδια (Ι-ΙΙ) αποκτά προγνωστική σημασία, στον 

τοπικά αναπτυσσόμενο καρκίνο (ΙΙΙΑ-ΙΙΒ) δεν εμφανίζει ίδια επίπτωση 

[44], Παράλληλα, γνωρίζοντας ότι το μόριο ρυθμίζει τον αποπτωτικό 

μηχανισμό μέσω της επίδρασης στην έκφραση των γονιδίων bcl2, bax 

' (ευοδωτικός και ανασταλτικός παράγοντας, αντίστοιχα), έχει 

παρατηρηθεί διαταραχή του ισοζυγίου του ομοιοστατικού αυτού 

μηχανισμού (μειωμένη έκφραση του πρώτου σε συνδυασμό με 

υπερέκφραση του δεύτερου) κατόπιν εφαρμογής χημειοθεραπευτικών 

σχημάτων [45].

Τελικά, οι απορυθμίσεις του γονιδίου της ρ53 φαίνεται να επιδρούν σε 

ένα μεγάλο φάσμα της ιστολογικής, βιολογικής και ασφαλώς κλινικής 

εικόνας του καρκίνου του μαστού. Οι γενετικές αυτές τροποποιήσεις 

είναι κοινές στο πορογενές αδενοκαρκίνωμα, αλλά όχι τόσο στο λοβιακό 

και ειδικά λιγότερο ανιχνεύσιμες στα ανώτερης διαφοροποίησης 

καρκινώματα, σύμφωνα με κάποιες μελέτες [46,47]. Στις εξαιρέσεις 

συγκαταλέγονται όγκοι, όπως τα χαμηλής διαφοροποίησης μυελοειδή 

καρκινώματα σε μερικά εκ των οποίων ανευρίσκονται γονιδιακές 

αστάθειες του μορίου, αλλά και τα οποία χαρακτηρίζονται επίσης από
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καλή πρόγνωση. Παραταύτα, οι ανωμαλίες της ρ53 συσχετίζονται γενικά 

με χαμηλής διαφοροποίησης νεοπλάσματα, ανευπλοειδικούς όγκους και 

εκείνους οι οποίοι εμφανίζουν διευρυμένο χρονικά κλάσμα συνθετικής 

φάσης και ισχυρό μιτωτικό δείκτη[48]. Παρά το γεγονός ότι δεν έχει 

αποδειχθεί καθαρή συσχέτιση της απορύθμισης του γονιδίου με την 

έκταση (μέγεθος) του νεοπλάσματος, οι τροποποιήσεις του γονιδίου 

φαίνεται να σχετίζονται με χαμηλά επίπεδα έκφρασης οιστρογονικών και 

προγεστερονικών υποδοχέων, οι οποίοι συνδέονται με τη βιολογική 

συμπεριφορά του όγκου και την ανταπόκριση στη χημειοθεραπεία [49].

Στη διαδικασία ανεύρεσης προγνωστικών παραγόντων της βιολογικής 

συμπεριφοράς του καρκίνου του μαστού συγκαταλέγονται οι 

προαναφερόμενοι ορμονικοί υποδοχείς, καθώς και το ο γ κ ο γ ο ν ίδ ιο  

H E R 2 /n e u . Το τελευταίο εδράζεται στο χρωμόσωμα 17 (γονιδιακή θέση 

17ql2-21) και αρχικά αναγνωρίσθηκε ως ενεργοποιούμενο γονίδιο στο 

με χημικούς παράγοντες εκδηλούμενο νευροβλάστωμα σε

πειραματόζωα[50]. Με την αντικατάσταση βαλίνης με γλουταμικό οξύ 

στη διαμεμβρανική περιοχή του μορίου της ογκοπρωτείνης neu, όπως 

πρωταρχικά είχε ονομασθεί, επιβεβαιώθηκε ο ογκογόνος 

μετασχηματισμός της. Η παραγόμενη πρωτεΐνη, μοριακού βάρους 185 

kDa, δρα ως διαμεμβρανικός υποδοχέας τύπου 1 και ανήκει λειτουργικά 

στην οικογένεια των υποδοχέων του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα 

(EGFR/HER). Η οικογένεια αυτή περιλαμβάνει 4 μέλη γνωστά ως 

HER 1 /EGFR/c-erb-B 1, HER2/neu/c-erb-B2, HER3/c-erb-B3 και

HER4/c-erb-B4. Η βιοχημική τους δομή περιλαμβάνει το εξωκυττάριο 

τμήμα σύνδεσης, πλούσιο σε κυστείνη, μια υδρόφοβη διαμεμβρανική 

γέφυρα, και το ενδοκυττάριο τμήμα με τις τυροσινοκινασινικές 

αλληλουχίες [51]. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η συνεργική δράση του 

υποδοχέα HER2/neu/c-erb-B2 με τους υπόλοιπους της ομάδας, μέσω
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σχηματισμού ετεροδιμερών, ρυθμίζει το ρυθμό κυτταρικής ανάπτυξης, τη 

διαφοροποίηση και την επιβίωση των κυττάρων. Κάτω από ορισμένες 

συνθήκες γονιδιακής μετατροπής και αστάθειας μεταβιβάζει μιτογόνα 

σήματα μετά από σύνδεση με τον παράγοντα neu ή heregulin και το 

διμερισμό του με τον HER3, ενώ δημιουργείται ένας καταρράκτης 

αντιδράσεων με τη φωσφορυλίωση των τυροσινοκινασινικών 

αλληλουχιών. Η ενισχυμένη αυτή μεταγραφική δραστηριότητα οδηγεί 

τελικά στην ογκογένεση και αργότερα στη μεταστατική διαδικασία. 

Ειδικότερα στον καρκίνο του μαστού, ενώ η υπερέκφραση του μορίου 

κυμαίνεται σε μέτρια ποσοστά (20-35%), η ενίσχυση του γονιδίου (85- 

90% των προαναφερομένων περιπτώσεων ανοσοέκφρασης) αποτελεί 

ισχυρό προγνωστικό παράγοντα για επιθετικότερη βιολογική

συμπεριφορά του νεοπλάσματος και ανταπόκριση σε στοχευμένες 

θεραπείες με μονοκλωνικά αντισώματα [52,53].

Το επίσης ο γ κ ο κ α τ α σ τ α λ τ ικ ό  γ ο ν ίδ ιο  ρ 1 6  εδράζεται στο χρωμόσωμα 9 

(9ρ21), στην περιοχή CDKN2A που φιλοξενεί και το όμορο ρ15. Το ρ16 

παρεμποδίζει την προόδο του κυτταρικού κύκλου μέσω της σύνδεσής του 

με το σύμπλοκο κυκλίνης cdk4 και εμποδίζει με τον τρόπο αυτό τη 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης του ρετινοβλαστώματος. Η

υποφωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη του γονιδίου του ρετινοβλαστώματος 

δεσμεύει και πιθανόν απομονώνει παράγοντες της μεταγραφής που 

διαφορετικά θα προήγαγαν τη μετάπτωση της φάσης G1 σε S, ενώ η 

υπερφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Rb απελευθερώνει τους παράγοντες 

αυτούς. Ο μηχανισμός απορρύθμισης του γονιδίου -εμφανίζεται σε μικρό 

ποσοστό- περιλαμβάνει υπερμεθυλίωση του προαγωγέα ,απώλεια της 

ετεροζυγωτίας ή σημειακή μετάλλαξη, αλλά φαίνεται να μη σχετίζεται με 

την πρόγνωση στο αδενοκαρκίνωμα του μαστού, όπως επίσης το ίδιο 

συμβαίνει με την έκφραση της πρωτεΐνης του ρετινοβλαστώματος [54].



4 Μοριακοί μηχανισμοί οστικών μεταστάσεων

4 .1  Ε ισ α γ ω γ ή

Οι οστικές μεταστάσεις αποτελούν συχνή επιπλοκή του καρκίνου, 

επισυμβαίνοντας σε ποσοστό έως 70% των ασθενών με καρκίνο του 

μαστού ή προστάτη, καθώς και σε ποσοστό μεταξύ 15 και 30% των 

πασχόντων από καρκίνο του πνεύμονα, του παχέος εντέρου, του 

στομάχου, της ουροδόχου κύστης, του θυρεοειδούς ή του νεφρού. Η 

ακριβής επίπτωση των οστικών μεταστάσεων είναι δύσκολο να 

αποτυπωθεί, αλλά υπολογίζεται ότι περίπου 350000 άνθρωποι 

καταλήγουν κάθε έτος στις ΗΠΑ. Επιπρόσθετα, όταν εκδηλωθεί η 

μετάσταση των όγκων στα οστά, τότε η νόσος είναι πρακτικά μη 

ελεγχόμενη θεραπευτικά: μόνο το 20% των πασχόντων από καρκίνο του 

μαστού συνεχίζουν να επιζούν πέραν της 5ετίας από την πρωτοδιάγνωση 

της νόσου[55], Η επίδραση των οστικών μεταστάσεων είναι διαλυτική 

για την ποιότητα ζωής του πάσχοντα. Οι οστεολυτικού τύπου 

μεταστάσεις προκαλούν συνήθως σοβαρής έντασης άλγη, παθολογικά 

κατάγματα, απειλητική για τη ζωή μεταβολική διαταραχή

(υπερκαλιαιμία), συμπίεση του νωτιαίου μυελού, καθώς και παρόμοια 

συμπιεστικά σύνδρομα νεύρων. Ασθενείς με εκδηλούμενη

οστεοβλαστικού τύπου μεταστατική νόσο, εμφανίζουν επίσης οστικά 

άλγη και παθολογικά κατάγματα εξαιτίας της πτωχής ποιότητας και 

στερότητας του παραγόμενου οστίτη ιστού. Λόγω των προαναφερομένων 

γνωρισμάτων, οι οστικές μεταστάσεις αποτελούν μια εξαιρετικά δυσμενή 

παρενέργεια του καρκίνου, ιδιαίτερα σε εκείνον του μαστού [55,56],

Ένα πλήθος παραγόντων συντείνουν στη γένεση των οστικών
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μεταστάσεων. Η αιματική ροή παρουσιάζεται αυξημένη στον ερυθρό 

μυελό των οστών, ενώ παράλληλα, τα καρκινικά κύτταρα παράγουν 

μόρια προσκόλλησης με τα οποία αγκιστρώνονται στα στρωματικά 

κύτταρά του, καθώς και στην οστική θεμέλια ουσία. Τα συμβάντα αυτά 

ευοδώνουν την παραγωγή αγγειογενετικών παραγόντων και παράλληλα 

εκείνων που ευθύνονται για τη σταδιακή απορρόφηση του οστίτη ιστού, 

συντείνοντας στην ανάπτυξη του όγκου στο προσβληθέν οστό. Τα οστά 

επίσης αποτελούν μια σημαντική ανανεώσιμη πηγή για αυξητικούς 

παράγοντες όπως τον μετατρεπτικό αυξητικό παράγοντα β (TGF-b), τους 

αντίστοιχους της ινσουλίνης (IGF Ι,Π), τους ινοβλαστικούς αυξητικούς 

παράγοντες (FGFs), τους αιμοπεταλιακούς (PDGFs), καθώς και 

μορφογενετικούς οστικούς παράγοντες και ασβέστιο [58], Αυτές οι 

ουσίες, οι οποίες εκλύονται και ενεργοποιούνται κατά τη διεργασία της 

οστικής απορρόφησης, δρουν ως υπόστρωμα των οστικών μεταστάσεων. 

Η υπόθεση της επιλεκτικής οστεοφιλίας των μεταστάσεων από καρκίνο 

μαστού διατυπώθηκε αρχικά από τον Γερμανό Fuchs και προβλήθηκε 

από τον S. Paget στα 1889, βασιζόμενη σε παρατηρήσεις του επί 

νεκροτομικού υλικού άνω των 700 γυναικών με καρκίνο μαστού [59].

4 .2  Ρ ύ θ μ ισ η  τ η ς  ο σ τ ικ ή ς  ο μ ο ιό σ τ α σ η ς

Η ρύθμιση της ομοιοστασίας του σκελετού επάγεται μέσω της 

συνεπίδρασης των οστεοβλαστών και οστεοκλαστών (αναγέννηση- 

απορρόφηση του οστίτη ιστού). Οι οστεοκλάστες προέρχονται από τη 

διαφοροποίηση αρχέγονων κυττάρων (μονοκυτταρική-μακροφαγική 

προέλευση). Αρχικά, οι δραστηριοποιημένες οστεοκλάστες αποδομούν 

το οστό και προάγουν την απόπτωση. Τοπικά, παραγόμενες κυτταροκίνες 

και ορμόνες ρυθμίζουν το σχηματισμό και την ενεργοποίησή τους [60]. 

Το ιστικό μικροπεριβάλλον του οστού διαδραματίζει κριτικό ρόλο στα
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προαναφερθέντα συμβάντα μέσω της παραγωγής των συμπλοκών 

υποδοχέων και συνδετών RANK/RANKL από τα στρωματικά κύτταρα 

των οστών. Ο RANKL αποτελεί μέλος της οικογένειας των παραγόντων 

νέκρωσης των όγκων και εκφράζεται στην επιφάνεια των οστεοβλαστών 

καθώς και των στρωματικών κυττάρων, ενώ απελευθερώνεται από 

ενεργοποιημένα Τ λεμφοκύτταρα [61]. Οι περισσότεροι οστεοτρόποι 

παράγοντες, όπως η παραθορμόνη, η 1-25 διυδροξυβιταμίνη D3 καθώς 

και οι προσταγλανδίνες, ευοδώνουν το σχηματισμό των οστεοκλαστών 

μέσω αυξημένης έκφρασης του παράγοντα RANKL στους οστεοβλάστες 

και στρωματικά κύτταρα του μυελού των οστών και όχι μέσω άμεσης 

ενεργοποίησης των προδρόμων οστεοκλαστών. Η ενεργοποίηση του 

συμπλέγματος υποδοχέα-συνδέτη RANK/RANKL πραγματοποιείται στα 

προαναφερόμενα κύτταρα και ευοδώνει το σχηματισμό των 

οστεοκλαστών μέσω μεταγωγής σημάτων προς τον πυρήνα, εμπλέκοντας 

• τις πρωτεΐνες Factor Kb και Jun. Μία υδατοδιαλυτή μορφή του RANKL, 

παραγόμενη από ενεργοποιημένα Τ λεμφοκύτταρα, έχει ήδη 

ταυτοποιηθεί στο αρθρικό υγρό πειραματοζώων με αναπτυγμένη 

αρθρίτιδα [62].

Η σημασία της επίδρασης της προαναφερόμενης πρωτεΐνης στη 

διαμόρφωση των οστεοκλαστών έχει αποκρυσταλλωθεί με την εφαρμογή 

τεχνικών ομόλογου ανασυνδυασμού κατά τις οποίες τα γονίδια RANK 

ή/και RANKL έχουν υποστεί διαγραφή σε πειραματόζωα (μύες) [63]. 

Παρατηρήθηκε ότι τα ζώα αυτά απώλεσαν τους οστεοκλάστες και ως 

αποτέλεσμα σοβαρού βαθμού εναπόθεση οστών (οστεοπέτρωση) 

αναπτύχθηκε στα οστά τους. Επιπρόσθετα, η ανάπτυξη των Β-και Τ- 

λεμφοκυττάρων στους οργανισμούς αυτούς χαρακτηρίζεται ελλιπής. 

Ένας "παραπλανητικός" υποδοχέας για το συνδέτη RANKL, η 

οστεοπροτεγερίνη, φυσιολογικά παρουσιάζεται στο μυελό των οστών. Η
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οστεοπροτεγερίνη αποτελεί μέλος της υπεροικογένειας των παραγόντων 

νέκρωσης των όγκων και αναστέλλει τη διαφοροποίηση και απορρόφηση 

των οστεοκλαστών in vivo και in vitro [64], Σύμφωνα με αρκετές 

μελέτες, ο λόγος των ποσοτήτων των δύο πρωτεϊνών ρυθμίζει το 

σχηματισμό και τη δραστηριότητα των οστεοκλαστών. Υπερπαραγωγή 

της δεύτερης πρωτεΐνης σε διαγονιδιακά πειραματόζωα (μύες) προκαλεί 

σοβαρή οστεοπέτρωση, ενώ η απουσία της οδηγεί σε σημαντική 

οστεοπενία. Η συμβολή του RANKL στην αποδόμηση του οστού, έχει 

οδηγήσει στην ανάπτυξη ανασυνδυασμένης οστεοπροτεγερίνης και 

αντισωμάτων κατά του αναφερόμενου παράγοντα, ως πιθανής αξίας 

θεραπευτικές προσεγγίσεις στην εκδήλωση οστικών μεταστάσεων [65].

Η απορροφητική δραστηριότητα των οστεοκλαστών επάγεται μέ την 

έκκριση ειδικών πρωτεασών οι οποίες διασπούν τη θεμέλια ουσία και 

παράγοντας οξύ το οποίο ευοδώνει την οστική διάλυση, διοχετεύοντας τα 

υδατοδιαλυτά προϊόντα στον εξωκυττάριο χώρο ακριβώς έξωθεν της 

κυτταρικής μεμβράνης των οστεοκλαστών. Η προσκόλληση αυτών στην 

επιφάνεια του οστού αποτελεί κριτικό συμβάν για τη διεργασία της 

απορρόφησης, καθώς παράγοντες που εμπλέκονται στη σύνδεση των 

οστεοκλαστών, αποκλείουν τη διαδικασία αυτή. Τέτοιοι παράγοντες, 

όπως η καθεψίνη Κ, μελετώνται συστηματικά και μπορεί να 

αποτελόσουν πιθανή θεραπεία των οστικών μεταστάσεων [66].

Οι οστεοβλάστες ευθύνονται για το σχηματισμό του οστού καθώς και για 

την αναδόμησή του συνεπεία καταστροφής του (παθολογική 

αποδόμηση). Αυτοί, αναδύονται από μεσεγχυματογενούς προέλευσης 

αρχέγονα κύτταρα, τα οποία διαφοροποιούνται τόσο σε αυτούς, όσο και 

σε λιποκύτταρα και μυϊκά κύτταρα. Ένας μεταγραφικός παράγοντας, 

σημαντικός για τη διαφοροποίησή τους είναι ο Runx-2 ή CBFA1[67].
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Σύμφωνα με μελέτες της συμπεριφοράς του, οδηγεί στην έκφραση 

γονιδίων εμπλεκομένων στη διαφοροποίση των οστεοβλαστών. Κατά τη 

μορφοποιητική αυτή διαδικασία έχουν ταυτοποιηθεί πρόδρομα κύτταρα 

τα οποία παράγουν αλκαλική φωσφατάση και κάποια περισσότερο 

λειτουργικά εξειδικευμένα, τα οποία παράγουν αυξημένα ποσά 

οστεοκαλσίνης και ασβεστοποιημένης θεμέλιας ουσίας. Οι οστεοβλάστες 

ωριμάζουν ιστολογικά σε οστεοκύτταρα. Πρωτεΐνες υπεύθυνες για τη 

μορφογενετική διαδικασία ανάπτυξης των οστών αποτελούν σημαντικούς 

παράγοντες οι οποίοι αποκαθιστούν την ανάπτυξη και διαφοροποίηση 

των οστεοβλαστών. Σαυτούς περιλαμβάνονται οι πρωτεΐνες: 

μετατρεπτικός αυξητικός παράγοντας β, (TGF-b), οι αιμοπεταλιακοί 

(PDGFs) αλλά και ινοβλαστικοί (FGFs) [68,69].

4 .3  Ε ίδ η  α σ τ ικ ώ ν  μ ε τ α σ τ ά σ ε ω ν

Οι οστικές μεταστάσεις, ανάλογα με την επίδρασή τους στον οστίτη ιστό 

διακρίνονται σε οστεολυτικού και οστεοβλαστικού τύπου. Αυτή η 

ταξινόμηση αντιπροσωπεύει δύο διαφορετικές μορφές απορρυθμιστικών 

μηχανισμών κατά τη διάρκεια της ιστολογικής αναδιάρθρωσης των 

οστών. Ασθενείς μπορούν να εμφανίζουν και μικτού τύπου αλλοιώσεις, 

δηλ να συνυπάρχουν και τα δύο είδη των μεταστάσεων. Οι περισσότεροι 

ασθενείς με καρκίνο του μαστού παρουσιάζουν κυρίως οστεολυτικού 

τύπου μεταστάσεις, ενώ σε ποσοστό 15-20% αυτών εμφανίζουν 

οστεοβλαστικές [70]. Επιπρόσθετα, δευτερεύων σχηματισμός του οστού 

συμβαίνει ως ανταπόκριση της οστικής καταστροφής. Αυτή η 

αντιδραστική διαδικασία συντείνει στην ανίχνευση των οστεολυτικών 

αλλοιώσεων μέσω μεθόδων σάρωσης, οι οποίες διακρίνουν περιοχές 

ενεργού σχηματισμού οστίτη ιστού. Μόνο στη νόσο του πολλαπλού 

μυελώματος ανιχνεύονται αναπτύξεις γνήσιας οστεολυτικής
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επεξεργασίας. Σε αντίθεση, οι οστικές αλλοιώσεις στο μεταστατικό 

καρκίνο του προστάτη είναι κυρίως οστεοβλαστικού τύπου [71]. 

Παραταύτα, συνυπάρχει επίσης αυξημένη απορρόφηση οστού στις 

μεταστάσεις αυτές και παράγοντες που αποκλείουν τη διαδικασία αυτή 

μπορούν να ελαττώσουν τα οστικά άλγη και τον κίνδυνο των 

παθολογικών καταγμάτων.

4 .3 .1  Ο  σ τ  εο  θ λ α σ τ ικ έ ς  Μ ε τ α σ τ ά σ ε ις

Παρά το γεγονός ότι οι μηχανισμοί των οστεοβλαστικών μεταστάσεων 

δεν έχουν πλήρως διερευνηθεί, φαίνεται ότι η ενδοθηλίνη-1 εμπλέκεται 

σαυτούς, όπως αποδεικνύουν μελέτες στον καρκίνο του μαστού. Η 

πρωτεΐνη αυτή σταθεροποιεί το σχηματισμό του οστού και την ανάπτυξη 

και πολλαπλασιασμό των οστεοβλαστών σε καλλιέργειες οστίτη ιστού, 

όπως επίσης έχει παρατηρηθεί ότι σε ασθενείς πάσχοντες από καρκίνο 

του προστάτη τα επίπεδα της πρωτεΐνης αυτής στον ορό ανευρίσκονται 

αυξημένα [72]. Επιπρόσθετα, σε μοντέλα οστεοβλαστικών μεταστάσεων 

σε πειραματόζωα, η χορήγηση εξειδικευμενών ανταγωνιστών των 

υποδοχέων της ενδοθηλίνης-1 μείωσε τόσο την οστεοβλαστική 

αντίδραση όσο και την εξάπλωση του όγκου. Καμία όμως μεταβολή δεν 

παρατηρήθηκε στο μέγεθος του πρωτοπαθούς όγκου. Τα αποτελέσματα 

αυτά προτείνουν ότι αποκλείοντας την ενεργοποίηση της οστεοβλαστικής 

δραστηριότητας των καρκίνων μπορεί να μειωθεί η στις θέσεις αυτές 

ανάπτυξη των όγκων, όπως επίσης καταδεικνύεται ότι, ένας 

ελλατωματικός κύκλος συμβάντων εμπλέκεται στην παθολογική 

οστεοβλαστική αυτή μεταστατική δραστηριότητα καθώς οι όγκοι 

ευοδώνουν την οστεοβλαστικότητα και κατ’ αυτόν τον τρόπο η 

συνεχόμενη απελευθέρωση από τους οστεοβλάστες αυξητικών 

παραγόντων επιτείνει την εξάπλωση του όγκου [73]. Εκτός από την
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ενδοθηλίνη-1 και τούς αιμοπεταλιακους (PDGFs) αυξητικούς 

παράγοντες, ένα άλλο πολυπεπτίδιο, παραγόμενο στο μικροπεριβάλλον 

των οστεοβλαστών, η ουροκινάση, και παράλληλα το ειδικό προστατικό 

αντιγόνο (PSA) πιθανόν να εμπλέκονται στον προαναφερόμενο κύκλο 

συμβάντων [74],

4 .3 .2  Ο σ τ ε ο π λ α σ τ ικ έ ς  (λ υ τ ικ έ ς )  Μ ε τ α σ τ ά σ ε ις

Στις μεταστάσεις αυτού του τύπου, η καταστροφή του οστού επάγεται 

περισσότερο μέσω των οστεοκλαστών, παρά με την άμεση συμμετοχή 

των καρκινικών κυττάρων. Παραταύτα, οι υπεύθυνοι παράγοντες για την 

ενεργοποίηση των οστεοκλαστών ποικίλουν, εξαρτώμενοι από τον τύπο 

του νεοπλάσματος. Στο πολλαπλούν μυέλωμα, οι οστεοκλάστες 

συσσωρεύονται μόνο στις επιφάνειες απορρόφησης του οστού πλησίον 

' των κυττάρων του όγκου. Επιπλέον της μείωσης της οστικής μάζας, 

καταστέλεται και ο σχηματισμός νέου οστού στις πληγείσες περιοχές με 

αποτέλεσμα οι ασθενείς αυτοί να πάσχουν από καθαρή οστεολυτική νόσο 

[75].

Αρκετοί οστεοκλαστογόνοι παράγοντες εμπλέκονται στη διαδικασία της 

ενεργοποίησης των οστεοκλαστών. Οι κυριότεροι αφορούν στις 

ιντερλευκίνες 1,6, στην πρωτεΐνη των μακροφάγων Ια, και στο γνωστό, 

προαναφερόμενο παράγοντα RANKL. Η ιντερλευκίνη 1 θεωρείται 

πιθανός ρυθμιστικός της ενεργοποίησης των οστεοκλαστών παράγοντας, 

αλλά τα επίπεδά της στο πολαπλούν μυέλωμα χαρακτηρίζονται ως 

χαμηλά [76]. Η ιντερλευκίνη 6 αποτελεί αυξητικό παράγοντα ή 

τουλάχιστον, αποκλείει την απόπτωση στα προηγούμενα κύτταρα του 

πολλαπλού μυελώματος. Αποτελεί επίσης καθοριστικό ρυθμιστικό 

παράγοντα της δραστηριότητας των οστεοκλαστών και ενισχύει την
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επίδραση της πρωτεΐνης παραθορμόνης στο σχηματισμό των 

οστεοκλαστών in vivo. Παραταύτα, δεν έχει αποσαφηνισθεί αν τα 

επίπεδα του μορίου στο μυελό των οστών σχετίζονται άμεσα με τις 

οστικές αλλοιώσεις. Καθώς τα κύτταρα του μυελώματος προσκολλώνται 

στα στρωματικά κύτταρα του μυελού, η παραγόϊγή της ιντερλευκίνης 1 

αυξάνεται [77],

Ο παράγοντας RANKL αποτελεί ένα βασικό μόριο επαγωγής οστικών 

μεταστάσεων στο πόλλαπλούν μυέλωμα. Αρκετές μελέτες προτείνουν ότι 

τα ανωτέρω κύτταρα παράγουν την πρωτεΐνη, αλλά είναι αδιευκρίνιστα 

τα κριτικά επίπεδα του μορίου που απαιτούνται για το σχηματισμό των 

οστεοκλαστών. Αλλά, η πρωτεΐνη, έχει παρατηρηθεί ότι, δρα ως 

αναστολέας της απόπτίοσης των κυττάρων αυτών. Στο οστικό 

μικροπεριβάλλον σε πάσχοντες από ασθενείς με πολλαπλούν μυέλωμα, η 

παραγωγή του RANKL αυξάνεται με παράλληλη μείωση του ρυθμού 

παραγωγής της οστεοπροτεγερίνης. Σε πειραματικά μοντέλα 

(πολλαπλούν μυέλωμα αναπτυσσόμενο σε μύες) ο αποκλεισμός του 

υποδοχέα του RANKL και κατά συνέπεια της σύνδεσής του με την 

αντίστοιχη πρωτείνη-μέσω ενός υδατοδιαλυτού αναλόγου της- αναστέλει 

την καταστροφή του οστού [78].

Η πρωτεΐνη των μακροφάγων επίσης φαίνεται να αποτελεί ένα κομβικό 

ρυθμιστικό μόριο για την οστεόλυση στο πολλαπλούν μυέλωμα. Αυτή 

ασκεί ευοδωτική δράση στο σχηματισμό των οστεοκλαστών μέσω τόσο 

του παράγοντα RANKL, όσο και της ιντερλευκίνης 6. Σε 70% περίπου 

των ασθενών τα κύτταρα του μυελώματος παράγουν σημαντικές 

ποσότητες της πρωτεΐνης με αποτέλεσμα να ανιχνεύονται αυτά στο 

μυελό των οστών [79]. Σε γονιδιακό επίπεδο, μελέτες έχουν καταδείξει 

ότι αποκλείοντας τη γονιδιακή έκφραση καταστέλεται ο ρυθμός της
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οστεολυτικής επεξεργασίας και παράλληλα σταθεροποιείται ο 

πρωτοπαθής όγκος. Παράλληλα, η πρωτεΐνη αυτή επάγει την 

προσκόλληση των στρωματικών κυττάρων του μυελού των οστών με τα 

κύτταρα του μυελώματος μέσω υπερρύθμισης της έκφρασης της βΐ 

ιντεγκρίνης από τα νεοπλασματικά κύτταρα[ 80].

4 .4  Ο σ τ ικ έ ς  μ ε τ α σ τ ά σ ε ις  σ τ ο ν  κ α ρ κ ίν ο  τ ο υ  μ α σ τ ο ύ .

Τα νεοπλασματικά κύτταρα στον καρκίνο του μαστού παράγουν 

πρωτεΐνες οι οποίες άμεσα ή έμμεσα επάγουν το σχηματισμό των 

οστεοκλαστών. Αντίστροφα, η απορρόφηση του οστίτη ιστού από τους 

οστεοκλάστες απελευθερώνει αυξητικούς παράγοντες από τη θεμέλια 

ουσία οι οποίοι ρυθμίζουν ευοδωτικά την ανάπτυξη του όγκου καθώς και 

την οστική καταστροφή. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, δημιουργείται και 

' λειτουργεί ένας "φαύλος κύκλος" συμβάντων μεταξύ της δραστηριότητας 

των καρκινικών κυττάρων και της μεταστατικής, οστεολυτικής 

εξεργασίας [81].

Τα οστά αποτελούν, ως γνωστόν, μια σημαντική πηγή 

απενεργοποιημένων αρχικά αυξητικών παραγόντων, οι οποίοι 

ενεργοποιούνται κατά τη διάρκεια της οστικής απορρόφησης και, οι 

οποίοι, σε δεύτερο χρόνο εντείνουν τον πολλαπλασιασμό των καρκινικών 

κυττάρων στο μαστό. Ο σχηματισμός και η ενεργοποίηση των 

οστεοκλαστών επάγεται μέσω της πρωτείνης-σύνδεσης με την ορμόνη 

παραθορμόνη στα κύτταρα αυτά, όπως συμβαίνει και σε πολλούς άλλους 

συμπαγείς όγκους. Και οι δύο αυτές πρωτεΐνες συνδέονται στον ίδιο 

υποδοχέα ( PTHR1) και αυξάνουν την έκφραση του γνωστού παράγοντα 

RANKL στα στρωματικά κύτταρα του μυελού των οστών [82]. Η 

παραθορμόνη αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή της ομοιοστασίας του
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ασβεστίου και η έτερη αναφερόμενη πρωτεΐνη παρουσιάζει παρόμοια 

βιολογική συμπεριφορά στα οστά. Και τα δύο πολυπεπτίδια εμφανίζουν 

ανάλογες τρισδιάστατες στερεοδομές, ενώ στις αλληλουχίες αμινοξέων 

τους, 8 από τα πρώτα 13 ταυτίζονται χωροταξικά. Η παραγωγή της 

δεύτερης πρωτεΐνης αυξάνεται στις οστικές μεταστάσεις στον καρκίνο 

του μαστού. Μόνο το 50%  των πρωτοπαθών καρκίνων του μαστού 

εκφράζουν το πολυπεπτίδιο αυτό, ενώ αυτό ανευρίσκεται 

υπερεκφρασμένο στο 92% των μεταστάσεων [83].

Κατά την εξέλιξη πειραμάτων με έγχυση καρκινικών κυττάρων σε 

πειραματόζωα (μύες) και αφού προκλήθηκε οστική μετάσταση, αυτά 

αύξησαν τα επίπεδα της παραγόμενης πρωτεΐνης. Η τελευταία επίσης 

ευοδώνει το σχηματισμό των οστεοκλαστών και κατά συνέπεια της 

οστικής απορρόφησης, ενώ απελευθερώνεται ο μετατρεπτικός 

παράγοντας β (TGF b). Αντίστροφα, ο TGF b αυξάνει επιπρόσθετα την 

παραγωγή του πεπτιδίου από τα καρκινικά κύτταρα του μαστού. Για το 

λόγο αυτό τελεί υπό αξιολόγηση η δράση ενός συνθετικού αντισώματος 

κατά της πρωτεΐνης σε ασθενείς με μεταστατική στα οστά νόσο [84],

Στα πλαίσια αυτού του "φαύλου κύκλου" συμβάντων στη μεταστατική 

οστική νόσο του καρκίνου του μαστού, η οστεόλυση αυξάνει τα επίπεδα 

του ελεύθερου ασβεστίου και ως αποτέλεσμα συντελείται αύξηση του 

όγκου, καθώς και παραγωγή της πρωτείνης-σύνδεσης με την 

παραθορμόνη. Τα καρκινικά κύτταρα επίσης παράγουν ή εντείνουν την 

παραγωγή της ιντερλευκίνης 6, της προσταγλανδίνης Ε2, της 

ιντερλευκίνης 1, καθώς και των παραγόντων νέκρωσης των όγκων α 

(TNF α) και αυξητικού των φαγοκυττάρων, οι οποίοι επίσης ευοδώνουν 

το σχηματισμό και ενεργοποίηση των οστεοκλαστών στις οστικές αυτές 

μεταστάσεις. Η προσταγλανδίνης Ε2 αυξάνει την έκφραση του
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παράγοντα RANKL και άμεσα ενεργοποιεί τη δράση των οστεοκλασιών. 

Κατ αυτόν τον τρόπο συνάγεται το συμπέρασμα ότι η προαναφερόμενη 

πρωτείνη-σύνδεσης με την παραθορμόνη αποτελεί κομβικό μόριο στο 

"φαύλο κύκλο" των οστεολυτικών μεταστάσεων του καρκίνου του 

μαστού [85]. Παράλληλα, η χορήγηση ενός φαρμακευτικού παράγοντα 

(διφωσφωρική κλοδρονάτη) συνδέθηκε με αυξημένη επιβίωση σε 

ασθενείς εμφανίζουσες οστικές μεταστάσεις ή με κίνδυνο ανάπτυξής 

τους [86].
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5 ΚΑΡΚΙΝΟΣ ΜΑΣΤΟΥ

5 .1  Π α θ ο λ ο γ ο α ν α τ ο μ ικ ή  Τ α ξ ιν ό μ η σ η  Δ ιη θ η τ ικ ο ύ  Κ α ρ κ ίν ο υ  Μ α σ τ ο ύ

Το διηθητικό καρκίνωμα του μαστού διακρίνεται ιστοπαθολογικά ως 

εξής [87]:

I. Αδενοκαρκινώματα καθορισμένης ιστογενετικής προέλευσης

1.1. Πορογενές μη διηθητικό (in situ)

α. Θηλώδες

β. Φαγεσωρικό (Comedo) 

γ. Ηθμοειδές 

δ. Συμπαγές

1.2. Πορογενές διηθητικό

α. Μη ειδικός τύπος με ή χωρίς σορρώδη αντίδραση (NST) 

β. Θηλώδες

γ. Μυελοειδές ή περίγραπτο 

δ. Βλεννώδες ή κολλειδές 

ε. Σωληνώδες

ζ. Αδενοειδές κυστικό 

η. Αποκρινικό 

θ. Νεανικό ή εκκριτικό

1.3. Λοβιακό

α. Μη διηθητικό (in situ) 

β. Διηθητικό

1.4 . Νόσος του PAGET

II. Καρκινώματα ακαθόριστης ιστογενετικής προέλευσης



40

Φλεγμονώδες 

Λιποεκκριτικό 

Διαυγοκυτταρικό 

Ιστιοκυτταροειδές 

Μεταπλαστικό 

α. Με πλακώδη μετάπλαση 

β. Με ινώδη μετάπλαση 

γ. Με χονδρογενή μετάπλαση 

δ. Με οστεογενή μετάπλαση 

Καρκινοειδές ή ενδοκρινικό 

Καρκινοσάρκωμα

5 .2  Δ ια φ ο ρ ο π ο ίη σ η  το υ  κ α ρ κ ίν ο υ  το υ  μ α σ τ ο ύ

Τα διηθητικά καρκινώματα του μαστού, όπως άλλωστε και όλοι οι άλλοι 

διηθητικοί όγκοι του οργάνου, διαφοροποιούνται με βάση αδρά 

ιστολογικά κριτήρια, που περιλαμβάνουν το σχηματισμό σωληνωδών 

νεόπλαστων αδενικών σχηματισμών, την πυρηνική πολυμορφία και 

ατυπία καθώς και το μιτωτικό δείκτη. Σε κλίμακα 1-3 βαθμονομείται ο 

κάθε παράγοντας.

Η αρχιτεκτονική δομή του όγκου κρίνεται με βάση την έκταση που 

καλύπτουν οι σχηματιζόμενοι σωληνώδεις σχηματισμοί καθώς και οι 

αδενοειδείς, όπου ανευρίσκεται σχηματισμένος κεντρικός αυλός.

Η πυρηνική ατυπία σχετίζεται με την κανονικότητα του σχήματος και του 

μεγέθους του πυρήνα, όπως επίσης και με την παρουσία ευμεγέθων 

διακριτών πυρηνίων.
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Ο  μιτω τικός δείκτης α ντ ιπ ρ ο σ ω π εύ ει τ ο ν  α ρ ιθμ ό  τω ν π α ρ α τη ρ ο ύ μ εν ω ν  

μιτώ σεω ν α νά  π εδ ίο  κ α ι σ ε  10 π εδ ία  υ ψ η λ ή ς μ εγέθ υ νσ η ς .

Ο ι τρεις π ρ ο α να φ ερ ό μ εν ες  σ υ ν ισ τ ώ σ ες  α θ ρ ο ιζό μ ε ν ε ς  κ α τ α λ ή γ ο υ ν  σ ε  

τελική, β α θ μ ονόμ η σ η  3 -9  κα ι β ά σ ει του  α θ ρ ο ισ τικ ο ύ  α π ο τ ελ έσ μ α το ς  

δια κ ρίνοντα ι τρεις β α θ μ ο ί ισ το λο γ ικ ή ς δ ια φ ο ρ ο π ο ίη σ η ς  (G R A D E s):

G rade 1: υ ψ η λή  δ ια φ ορ οπ οίη σ η  (3 -5 )

G rade 2: μ έση  δ ια φ ορ οπ οίη σ η  (6 -7 )

G rade 3: χα μ η λή  δ ια φ ορ οπ οίη σ η  (8 -9 )

5 .3  Σ τ α δ ιο π ο ίη σ η  τ ο υ  κ α ρ κ ίν ο υ  τ ο υ  μ α σ τ ο ύ

Η  σ τα διοπ οίη ση  του  μ α σ τικ ού  κ α ρ κ ίνο υ  β α σ ίζετα ι σ το  γ ν ω σ τ ό  ΊΓΝΜ 

σ ύ σ τη μ α  και γ ια  τη ν  κατάταξη  τω ν ν ε ο π λ α σ μ ά τ ω ν  λ α μ β ά ν ο ν τ α ι υ π  ό ψ ιν  

η ανάπτυξη  του  π ρ ω το π α θ ο ύ ς ό γκ ο υ  (Τ ) σ ε  σ υ νά ρ τη σ η  μ ε  το  μ έ γ εθ ο ς  το υ  

όγκ ου  (στη μ εγα λύτερ η  δ ιά μ ετρ ό  τ ο υ ), η μ ετα σ τα τικ ότη τά  του  σ τ ο υ ς  

εγγύ ς και α π ό μ α κ ρ ο υ ς λ εμ φ α δ έν ες  τη ς π ερ ιο χή ς  α νά π τυ ξη ς  του  ό γ κ ο υ  

(Ν ), καθώ ς και ο ι α π ο μ α κ ρ υ σ μ ένες  μ ετα σ τά σ εις  (Μ ).

Κ λινική  ομ α δ οπ οίη σ η  σ τα δ ίω ν ΊΓΝΜ

Σ Τ Α Δ ΙΟ  0 T is

Σ Τ Α Δ ΙΟ  I Τ Ι

Σ Τ Α Δ ΙΟ  ΙΙΑ  ΤΟ

ΤΙ 

Τ 2  

Τ 2  

Τ3

Ν 0 MO

NO MO

N 1 MO

N 1 MO

NO MO

N 1 MO

NO MO

Σ Τ Α Δ ΙΟ  ΙΙΒ
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Σ Τ Α Δ ΙΟ  ΙΙΙΑ ΤΟ Ν 2 ΜΟ

Τ Ι Ν 2 ΜΟ

Τ 2 Ν 2 ΜΟ

Τ3 Ν 1 ΜΟ

Τ3 Ν 2 ΜΟ

Σ Τ Α Δ ΙΟ  ΙΠ Β Τ 4 NO ΜΟ

Τ 4 Ν 1 ΜΟ

Τ 4 Ν 2 ΜΟ

Σ Τ Α Δ ΙΟ  IIIC Τ (0 -4 ) Ν 3 ΜΟ

Σ Τ Α Δ ΙΟ  IV Τ (0 -4 ) Ν (0 -3 ) Μ Ι

Η  σ τα δ ιοπ ο ίη σ η  αυτή α φ ορ ά  στη σ υ νδ υ α σ μ ένη  ιστοπα θολογικ ή  και 

κ λινικ ή  τα ξ ινό μ η σ η  τω ν μ ορφ ώ ν κ α ρ κ ίνου  του  μαστού, ενώ  η καθαρά  

π α θ ο λ ο γο α να το μ ικ ή  σταδιοποίη ση  (ρ -Τ Ν Μ ) απαιτεί την εξέτα σ η  του  

π ρ ω το π α θ ο ύ ς  κ α ρ κ ίνου  σ τα  π λα ίσ ια  του  χειρουργικ ού  

π α ρ α σ κ ευ ά σ μ α το ς , χω ρ ίς τη ν  α ν ίχνευ σ η  κα ρκ ίνου  επ ί τω ν ορ ίω ν του .

· .  1



6 ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΗΜΕΙΑΣ [87,88]

6.1  Α ρ χ έ ς  Α  ν ο σ ο ϊσ τ ο χ η μ ε ία ς . Μ ο ν ο κ λ ω ν ικ ά  Α  ν τ ισ ώ μ α τ α

Η αδήριτη ανάγκ η  γ ια  εξεύ ρ εσ η  ν έ ω ν  μ εθ ό δ ω ν με σ κ ο π ό  τη ν  πρ οα γω γή  

της δ ιαγνω στικής δ ια δικα σία ς σ τη ν Π α θ ολογικ ή  Α να το μ ικ ή  κα ι 

Κ υτταρολογία  ο δ ή γη σ ε  σ τη ν  α να κ ά λυψ η  της α νο σ ο ϊσ το χ η μ εία ς . Α υτή  

α ποτελεί το μ έα  της ισ το π α θ ο λ ο γ ία ς  και α σ χο λ είτα ι μ ε  τ η ν  α να γνώ ρ ισ η  

φ υσ ιολογικ ώ ν ή π α θ ο λ ο γ ικ ώ ν  συσ τα τικ ώ ν τω ν κ υ ττά ρ ω ν κ α ι ισ τώ ν. Τ α  

νεοπ λα σ μ α τικ ά  κύτταρα  έ χ ο υ ν  διαφ ορετική β ιολογικ ή  σ υ μ π ερ ιφ ο ρ ά  με  

α ποτέλεσ μ α  τη ν έκκριση  μ ετα λ λ α γμ ένω ν  β ιο λ ο γ ικ ώ ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  ειδ ικ ού  

ή όχι τύπου γ ια  το  σ υ γκ εκ ρ ιμ ένο  είδος κ υττά ρω ν εξ ό ρ μ η σ η ς  το υ  ό γκ ο υ  

(β ιολογικ οί ή β ιοχη μ ικ ο ί ή  κ α ρ κ ινικ οί δείκ τες). Η  α να γνώ ρ ισ η  αυτή  

επιτυγχάνεται με τη χρ ή σ η  ειδ ικώ ν α ντ ισ ω μ ά τω ν εν α ν τ ίο ν  τω ν  

α ντιγόνω ν-σ τόχω ν, τα  ο π ο ία  ε ίνα ι σ υ ν δ εδ ε μ έν α  μ ε  ε ιδ ικ ές χρ ω σ τικ ές , 

καθιστώ ντας κ α τ’ α υ τό  τ ο ν  τρ ό π ο  ορ α τές τις θ έσ ε ις  εντ ο π ισ μ ο ύ  τω ν  

α ντιγόνω ν αυτώ ν. Α ν  κ α ι ο  α ν ο σ ο φ θ ο ρ ισ μ ό ς  -π ρ ό δ ρ ο μ η  τεχνικ ή  

α νίχνευ σ η ς π ρ ω τεϊνώ ν μ έσω  μ ια ς δ ιαδικασίας σ ύ ν δ εσ η ς  α ντ ισ ω μ ά τω ν με  

φ θορίζου σα  χρω στικ ή , τη ν  ισ οθ ειοκ υ α νικ ή  φ λ ο υ ρ ο σ κ ε ίν η -  υ π ή ρ ξ ε  γ ια  

μεγάλο χρ ο ν ικ ό  δ ιά στη μ α  η μονα δικ ή  μ έθ ο δ ο ς  α να γ ν ώ ρ ισ η ς  σ το υ ς  

ισ τούς ειδικώ ν α ντ ιγό νω ν , α νο σ ο σ φ α ιρ ινώ ν  κ α ι δ ια φ ό ρ ω ν κ λ α σ μ ά τω ν  

του σ υμ π λη ρώ μ α τος, α να π τύ χθ η κ α ν π ιο  α ξιό π ισ τες  κ α ι εξε ιδ ικ ευ μ έν ες  

τεχνικ ές γ ια  ά μ εση  κ α ι ορατή  μ ε  συμ βατική  μ ικ ρ ο σ κ ό π η σ η  εκτίμ η ση  το υ  

αποτελέσμ α τος.

Ο ι τεχνικ ές αυτές β α σ ίζο ντα ι στη  χρ η σ ιμ ο π ο ίη σ η  ε ν ζύ μ ω ν  ή ενζυ μ α τικ ώ ν  

συστημάτω ν π ο υ  εφ α ρ μ ό ζο ντα ι σ το υ ς  ισ τού ς ή σ ε  κ υττα ρικ ά  επ ιχρ ίσ μ α τα  

μετά τη σ ύ νδ εσ η  α ντ ιγό νο υ -α ντισ ώ μ α το ς, χρ ω μ α τίζο ντα ς  έ ν τ ο ν α  τις



44

θ έσ ε ις  εντό π ισ ή ς του ς καθιστώ ντας τις έτσι ορατές με το  κοινό  

μ ικ ρ ο σ κ ό π ιο . Ο ι τεχνικ ές αυτές ο νο μ ά ζο ντα ι α νο σ ο ενζυ μ ικ ές  και ο ι πιο  

σ η μ α ντ ικ ές  ε ίνα ι ο ι μ έθοδοι α νοσ ουπ ερ οξειδά σ η ς, αβιδίνης-βιοτίνης, 

σ τεπ τα β ιδ ίνη ς καθώ ς και ν έ ε ς  μ έθοδοι παράκαμψ ης της βιοτίνης με τη 

χρ ή σ η  π ο λ υ μ ερ ο ύ ς  δεξτράνη ς. Κ ομ βικ ό  ρ ό λο  στην αύξηση της 

ευ α ισ θ η σ ία ς  κα ι ειδ ικότητας τω ν πρ οα να φ ερ θέντω ν μεθόδω ν αποτέλεσε  

η π α ρ α γω γή  ειδ ικώ ν α ντιορ ώ ν ,δηλ ειδικώ ν αντισω μάτω ν γ ια  σ ύνδεσ η  με 

τα  α ντ ίσ το ιχα  α ντιγόνα . Α ναπ τύχθη κ α ν έτσ ι δύο κατηγορίες  

α ντισ ω μ ά τω ν, π ο υ  α νά λ ο γα  με το  κριτήριο της σ τοχευ μ ένη ς ειδικότητάς 

τ ο υ ς  δ ια κ ρ ίνοντα ι σ ε  π ο λυ κ λω νικ ά  και μ ονοκλω νικά . Τ α  πρώ τα είναι 

λ ιγ ό τερ ο  εξειδ ικ ευ μ ένα , επειδή σ το χεύ ο υ ν  π ερ ισ σ ό τερ ο υ ς του  ενός  

α ντ ιγο ν ικ ο ύ ς  επ ίτοπ ους, ενώ  αντίθετα  τα  μ ονοκ λω νικ ά  αντισώ ματα  

σ τ ο χ ε ύ ο υ ν  σ υ γκ εκ ρ ιμ ένες  α ντιγονικ ές θέσεις π ρ οσ δ ίδ οντα ς μεγαλύτερη  

ειδ ικ ότη τα  α πό  τα  π ρ ο η γο ύ μ ενα .

Δ ο μ ικ ά , τα  μ ονοκ λω νικ ά  αντισώ ματα  είνα ι α νο σ ο σ φ α ιρ ίνες  (Ig ), που  

σ υ γκ ρ ο το ύ ντα ι από δύο βα ριές και δύο ελα φ ρ ές α λυσ ίδ ες με κριτήριο το  

μ ορ ια κ ό  τ ο υ ς  βά ρ ος. Ο ι βα ρ ιές α λυσίδες δ ια κρίνοντα ι σ ε  πέντε  

δ ια φ ο ρ ετικ ο ύ ς υ π ό τυ π ο υ ς  (α , μ, γ , δ , ε ), ενώ  ο ι ελα φ ρ ές α λυ σ ίδ ες  σ ε  δύο  

τύ π ο υ ς . Ο  ισ ό το π ο ς  μιας α νοσ οσ φ α ιρ ίνη ς χαρακτηρίζεται από τον  τύπο  

τη ς β α ρ ιά ς α λυ σ ίδ α ς τη ς α νο σ ο σ φ α ιρ ίνη ς π .χ  IgA , IgG , IgM . Ο ι τέσσερις  

α λ υ σ ίδ ες  τω ν α νο σ ο σ φ α ιρ ινώ ν  σ υ νδ έο ντα ι ομ ο ιοπ ολικ ά  μεταξύ  τους με 

δ ισ ο υ λ φ ιδ ικ ο ύ ς  δ εσ μ ού ς . Κ ά θε ελα φ ρ ιά  α λυσίδα  α ποτελείτα ι από μία  

στα θερή  (τμ ή μ α  F c) και μία μεταβλητή περ ιοχή ,ενώ  κ ά θε βαριά από μία  

μ ετα βλη τή  κα ι 3 -4  σ τα θερές περ ιοχές. Ο ι μ ετα βλη τές περ ιοχές  

α π ο τ ελ ο ύ ν  τη θέση  π ρ ό σ δ εσ η ς  τω ν α ντιγόνω ν επί τω ν α νοσ οσ φ α ιρ ινώ ν  

κ α ι ο ν ο μ ά ζο ν τ α ι τμήματα  Fab.

Η  πα ρ α γω γή  τω ν αντισω μάτω ν σ υσχετίζετα ι με τη ν  ανοσολογικ ή
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ανταπόκριση του ορ γα νισ μ ού . Η τελευταία  σε κάθε α ντ ιγό νο  που  

εισάγεται σ το ν  ο ρ γα νισ μ ό  είνα ι πολυκ λω νικ ή , δηλαδή π ο λ λ ο ί  

διαφ ορετικοί κλώ νοι Β -λεμ φ οκ υ ττά ρ ω ν δ ιεγείροντα ι για  ν α  π α ρ ά γ ο υ ν  

αντισώ ματα. Τα αντισώ ματα  αυτά έχο υ ν  διαφορετική μοριακή δομ ή  και 

α να γνω ρίζου ν αντίστοιχα  δ ιαφ ορετικ ούς επ ιτόπ ους του  α ντ ιγό νο υ . Γ ια  

την α νοσ οπ οίη σ η  ζω ικού ο ρ γα νισ μ ο ύ  χρη σιμ οποιείτα ι καθαρό α ντ ιγ ό ν ο , 

όμω ς ο ο ρ γα νισ μ ό ς α υτός πα ρ ά γει ποικ ιλία  αντισω μάτω ν ένα ντ ι π ο λ ύ  

μικρώ ν ποσοτή τω ν ξένω ν  ου σ ιώ ν, π ο υ  π ερ ιέχοντα ι υ π οχρ εω τικ ά  σ το  

α ντιγόνο. Ο ι πιο ειδ ικοί α ντιορ οί π ερ ιέχ ο υ ν  μ είγμ α  α ντισ ω μ ά τω ν, τα  

οποία  δ ιαφ έρουν μεταξύ τους ω ς π ρ ο ς  τη βιολογική σ υ μ π ερ ιφ ορ ά . Γ ια  

τους λ ό γο υ ς  αυτούς ο ι α νο σ ο λ ό γ ο ι π ρ ο σ π α θ ο ύ ν  να  π α ρ ά γο υ ν  μ εγ ά λ ες  

ποσότητες αντισω μάτω ν με ο μ ο ιο γ έν ε ια  στη σ υ μ π ερ ιφ ορ ά  το υ . Ο ι 

πρω τεΐνες του  π ο λ λ α π λ ο ύ  μ υ ελώ μ α τος είνα ι γνω σ τό  ότι α π ο τ ε λ ο ύ ν  

ομ οιογενείς  α νο σ ο σ φ α ιρ ίνες  (μ ο νο κ λ ω νικ ές), ο ι ο π ο ίες  εμ φ α ν ίζο ντ α ι  

στην περιοχή  τω ν γ -σ φ α ιρ ινώ ν κατά  τη ν η λεκ τρ οφ όρ η σ η . Α υ τ ό  

σ υμ β α ίνει γιατί η νεοπ λα σ μ α τικ ή  εξα λ λ α γή  π ρα γμ α τοποιείτα ι μ ό ν ο  σ ε  

ένα  κ λώ νο Β -λεμ φ οκ υττά ρ ω ν, τα  ο π ο ία  π α ρ ά γου ν μ εγά λες  π ο σ ό τ η τ ες  

α νοσ οσ φ α ιρ ινώ ν, ίδιας β ιοχη μ ικ ή ς σ ύ σ τα σ η ς. Ο ι β ιο λ ό γο ι α νά π τυ ξα ν  τη  

σ ύντηξη  τω ν κυττάρω ν -  π ειρ α μ α τοζώ ω ν σε ιστικές κ α λλ ιέρ γειες . Τ α  

κύτταρα αυτά με τα  ιδ ιά ζοντα  γ ενετ ικ ά  χαρακτηριστικά  σ χη μ α τ ίζο υ ν  ένα  

ν έο  κύτταρο, το  λ εγ ό μ εν ο  υβρίδιο .

Η παραγω γή μ ονοκ λω νικ ού  πρ α γμ α τοποείτα ι με τη ν ευ α ισ θ η τοπ οίη σ η  

του πειραματόζω ου σ ε  ένα  σ υ γκ εκ ρ ιμ ένο  α ντιγόνο . Μ ετά  α πό  

κ α θορ ισ μ ένο  χ ρ ό νο  γ ίνετα ι θα νά τω ση  του  π ειρ α μ α τόζω ου  κ α ι εν  

σ υνεχεία  λήψ η κυττάρω ν σ π λ η νό ς  από τα ο π ο ία  δ ια χω ρίζοντα ι τ α  Β -  

λεμφ οκύτταρα  και γ ίνετα ι σ ύντη ξή  το υ ς με ά λλα  κύτταρα π ο λ λ α π λ ο ύ  

μυελώ ματος. Η  σύντηξή  το υ ς  έχε ι ω ς α π οτέλεσ μ α  τη ν π α ρα γω γή  

κυττάρω ν με την ιδιότητα της σ υ ν ε χ ο ύ ς  παραγω γής κυττάρω ν μ ε τα  ίδια
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γνω ρ ίσ μ α τα  (υβριδώ ματα). Π οσότητες υβριδικώ ν κυττάρω ν είναι δυνατό  

ν α  α π ο θ η κ ευ θ ο ύ ν  σ ε  βαθιά κατάψ υξη, ενώ  άλλα κύτταρα ενίοτε στην  

περ ιτονα ικ ή  κ οιλότη τα  πειραματοζώ ω ν, τα  οποία  παράγουν ασκιτικό  

υ γρ ό . Τ ο υ γ ρ ό  αυτό π ερ ιέχει υ ψ η λό  τίτλο αντισώ ματος. Τα μονοκλω νικά  

α ντισ ώ μ α τα  κ α ι ο ι πολυ κ λω νικ οί α ντιορ οί χρη σιμ οποιούντα ι στην  

ισ το π α θ ο λ ο γία  γ ια  τη διαφορική διάγνω ση νοσ η μ ά τω ν και κυρίως 

ν εο π λ α σ μ ά τω ν . Τ α  πλεονεκ τή μ α τα  τω ν μονοκ λω νικ ώ ν αντισω μάτω ν  

ε ίνα ι ότι π α ρ ά γο ντα ι σ ε  μ εγά λες π οσ ότη τες κ α ι με μεγάλη καθαρότητα, η 

εφ α ρ μ ογή  το υ ς  είνα ι εύκολη  και γίνετα ι με το συνδυασμό  

α ν ο σ ο εν ζυ μ ικ ώ ν  μεθόδω ν ή α νοσ οφ θ ορ ισ μ ού  και η ευαισθησία  τους  

εξα ιρ ετικ ά  μεγά λη . Τ ο π ρ όβλη μ α  τω ν δ ιασταυρούμενω ν αντιδράσεω ν, αν 

κ α ι π ο λ ύ  μ ικ ρότερ ο  σ ε  έκταση απ αυτό τω ν πολυκ λω νικ ώ ν αντισω μάτω ν, 

υ π ά ρ χει κ α ι ο φ είλετα ι στα  δ ιάφ ορα α ντ ιγόνα  π ο υ  έχο υ ν  τις ίδιες ή 

π α ρ ό μ ο ιες  α ντ ιγο ν ικ ές  ιδιότητες.

6 .2  Μ Ε Θ Ο Δ Ο Ι

Η  α νο σ ο ϊσ το χ η μ εία , σ ε  αντίθεση  με τις κ λα σ σικ ές ιστοχημικές  

μ εθ ό δ ο υ ς, β α σ ίζετα ι σ ε  αντιδράσεις με εξειδ ίκευση στην  

α να γνω ρ ισ ιμ ότη τα  του  αντιγονικού  σ τόχου . Ο ι μη σ η μ α σμ ένες τεχνικές  

(εν ζυ μ α τ ικ ές) β α σ ίζο ντα ι στην α νοσοδρα στη ριότη τα  τω ν αντισω μάτω ν  

κ α ι στις χη μ ικ ές  ιδ ιότητες ενζύ μ ω ν ή ενζυμ ικ ώ ν συμπλεγμάτω ν. Α υτά  

α ντ ιδ ρ ο ύ ν  μ ε  αχρω μάτιστα  υποσ τρ ώ μ α τα  χρ ω μ ογόνω ν ενώ σ εω ν προς  

σ χη μ α τισ μ ό  εν ό ς  χρω μ α τισμ ένου  τελικ ού  πρ οϊόντος. Τ α  ένζυ μ α  που  

χρ η σ ιμ ο π ο ιο ύ ντα ι κυρίω ς είνα ι η υ π ερ οξειδ ά σ η  του  υ δ ρ ογόνου , η 

αλκα λικ ή  φ ω σφ ατάση  και δ ευτερευόντω ς η οξειδάση  της γλυκόζη ς. Οι 

κ ύ ριες μ έθ ο δ ο ι παρατίθενται περιληπτικά ω ς εξής:
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6.2.1 Μέθοδος της ανοσοϋπεοοϋειδάσυς

Χ αρακτηριστικό γνώ ρ ισ μ α  της μ εθόδου  α π οτελεί η  σ ύ νδ εσ η  τω ν  

αντισω μάτω ν με το  ένζυ μ ο  υπεροξειδ ά σ η . Η  εφ α ρ μ ογή  της μ εθόδου  

πραγματοποιείται είτε με ά μ εσ ο  είτε με έμ μ εσ ο  τρ ό π ο , α φ ού  π ρ οη γη θ εί 

σειρά μη σ υ νδ εδ εμ ένω ν αντισω μάτω ν ενα ντίον  του  α ντ ιγό νο υ  σ τό χο υ  γ ια  

την έμμεση μέθοδο . Η  α να γνώ ριση  τω ν ενα π ο θ έσ εω ν (α ντ ιγό νω ν) με το  

κοινό μ ικ ροσκόπιο  επ ιτυγχά νετα ι τελικ ά  με τη χρ ή σ η  χρ ω μ ο γό νω ν , 

σ υνη θέστερα  με τη ν επίθεση  της δ ια μ ινιβενζιδ ίνη ς (D A B ). Η  D A B  

πολυμερίζετα ι με την π α ρ ο υ σ ία  υ π ερ ο ξειδ ά σ η ς και υ π ερ ο ξε ιδ ίο υ  του  

υ δρ ογόνου  σ χη μ α τίζοντα ς αδιάλυτο π ο λ υ μ ερ ές  σ τα  σ υ μ π λ έγμ α τα  

α ντιγόνου-α ντισ ώ μ α τος α π οδ ίδ οντα ς μια κ αφ έ α π όχρ ω σ η  σ το  κ ο ινό  

οπτικό μ ικροσκόπιο . Α κ ριβ ώ ς α υτές ο ι μ ορια κ ές μ ετα β ο λ ές  τη ς D A B  

οδηγούν στο σχη μ ατισμ ό σ τα θερού  χρώ μ α τος π ο υ  δ εν  είνα ι δ ιαλυτό  σ ε  

οργανικ ούς διαλύτες. Ε ν  σ υ νεχεία  ο ι τομ ές  το π ο θ ετο ύ ντα ι σ ε  δ ιά λυμ α  

αιματοξυλίνης (Harris, M ayer’s) γ ια  ν α  κ α θ ο ρ ισ το ύ ν  τα υ π ό λ ο ιπ α  

μορφ ολογικά  ισ τολογικ ά  χαρακτηριστικά  ή κ υττάρω ν.Α ναλυτικά:

α) Η άυεση μέθοδοι: ε ίνα ι α π λού σ τερ η , α λλά  τα υ τό χρ ο να  είνα ι αρκετά  

ευαίσθητη για  τη ν α νίχνευ ση  κυρίω ς α νο σ ο σ φ α ιρ ινώ ν, κ λα σ μ ά τω ν του  

συμπληρώ ματος και αρκετώ ν α ντ ιγόνω ν με τη χρ ή σ η  π ο λ υ κ λ ω νικ ώ ν και 

μονοκ λω νικ ώ ν αντισω μάτω ν. Τ α αντισώ ματα  ε ίνα ι σ υ νδ εδ εμ ένα  

απευθείας με την υ π ερ οξειδ ά σ η .

β) Η  έμμεση μέθοδ ος (τεγ ν ικ ή  S a n d w ic h )  ε ίνα ι π ιο  ευα ίσθη τη  α πό  τη ν  

προα να φ ερθείσα  και χρ η σ ιμ οπ οιού ντα ι δ ύο  σ ειρ ές  αντισω μάτω ν. Ο  

πρώ τος αντιορός, ο  ο π ο ίο ς  είνα ι και ο  π ρω τογενή ς π ρ ο έρ χετα ι σ υνή θ ω ς  

από κ ου νέλια  (π ολυκ λω νικ ά  αντισώ ματα) ή από ποντίκ ια  (μ ο νο κ λ ω νικ ά  

αντισώ ματα) και δεν είνα ι σ υ νδ εδ εμ ένο ς  με υ π ερ ο ξειδ ά σ η . Ο  δ εύ τερ ος



48

α ντ ιο ρ ό ς ε ίνα ι σ υ νδ εδ εμ ένο ς  με υπεροξειδάση  και προέρχεται από άλλο  

είδος ζώ ο υ  (χο ίρ ος) π ου  έχε ι ήδη ευαισθητοποιηθεί με τη ν  IgG  

α νο σ ο σ φ α ιρ ίνη  του  πρώ του. Έ τσ ι, τα  αντισώ ματα αυτά σ τοχεύ ου ν τα  της 

πρώ της σ ειρ ά ς π ου  δρούν σ τη ν  περίπτω ση αυτή ως α ντιγόνο  και 

α π ο κ α λ ύ π το υ ν  τη ν  πρω τογενή  αντιγονική  θέση.

γ )  Η  μέθοδος της "νέφυοας" (νεφυρική ανοσουπεροζειδάση) αποτελεί 

π ρ οέκ τα σ η  της έμ μ εσ η ς μ εθόδου . Χ ρη σιμ οπ οιούντα ι τρεις σειρές  

βα ντιο ρ ώ ν και πα ρ εμ β ά λλετα ι έν α  μη σ υνδ εδ εμ ένο  αντίσω μα μεταξύ του  

πρώ του  και του  τελευτα ίου  αντισώ ματος. Α υτό, επίσης, δ εν  είναι 

σ υ ν δ εδ ε μ έν ο  και σ το χεύ ει τη ν υπ εροξειδ ά σ η  του ζω ικού ε ίδ ους από το  

οπ οίο  π ρ ο έρ χετα ι το  π ρ ω τογενές  αντίσω μα. Α κ ολου θεί επώ αση τω ν  

το μ ώ ν με α ντιορ ό  π ου  π ερ ιέχε ι ελεύθερη  υπεροξειδάσ η , η  οποία  

σ υ νδ έετα ι με το τελευτα ίο  αντίσω μα με αντίδραση α ντιγόνου-  

α ντισ ώ μ α τος.

δ) Η  μέθοδος υπεροξειδάσης-αντιυπεοοζειδάσης ίΡΑ Ρ  μέθοδος) α ποτελεί 

τρ ο π ο π ο ίη σ η  της μεθόδου  της ενζυμ ικ ή ς γέφ υρας. Η υπεροξειδάση  

σ υ νδ έετα ι π ρ ιν  από τη ν  εφ α ρ μ ογή  της με το  αντίσω μά της 

(α ντ ιυ π ερ ο ξε ιδ ά σ η ) σ χη μ α τίζοντα ς κυκλικ ό σ ύμ π λεγμ α  σ ε  α να λογία  3 

μ ορίω ν υ π ερ ο ξε ιδ ά σ η ς π ρ ος 2 μ όρια  αντιυπεροξειδάση ς. Ο πρώ τος και ο 

δ εύ τερ ο ς  α ντ ιο ρ ό ς δ εν  ε ίνα ι σ υ νδ εδ εμ ένο ς , ενώ  το σ ύμ π λεγμ α  

υ π ερ ο ξειδ ά σ η ς-α ντ ιυ π ερ ο ξειδ ά σ η ς α ποτελεί την τρίτη σειρά. Τ ο  μεγάλο  

π λ εο νέκ τ η μ α  της μ εθόδου  ε ίνα ι η δυνατότητα χρ η σιμ οποίη ση ς του  

π ρ ω το γενο ύ ς  αντισώ ματος σ ε  μεγάλη  αραίω ση, ελαττώ νοντας έτσ ι το 

β α θ μ ό  σ ύ νδ εσ ή ς  του  μ ε α νεπ ιθύμ η τα  αντιγόνα  τω ν ιστώ ν. Η  μέθοδος  

αυτή μ ειώ νει τη ν  π ιθανότητα  α π ο σ ύ νδ εσ η ς τω ν αντισω μάτω ν από τα  

α ντιγόνα , επειδή  ό λ ες  ο ι α ντιγονικ ές θέσεις δ έσ μ ευ σή ς το υ ς  (Fab 

τμ ή μ α τα ), ε ίνα ι κ ο ρ εσ μ ένες  κ α ι περ ιορίζει το βαθμό της μη ειδικής 

χρ ώ σ η ς (background).
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6 .2 .2  Μ έ θ ο δ ο ί  Σ υ α π λ έν ιια τ ο ς  α β ιδ ίν τ κ -β ιο τ ίν η ς -υ π ε ρ ο ζ ε ιδ ά σ τ κ  

(A B C )

Α π οτελεί α νοσ οενζυμ ικ ή  μ έθοδο , α νά λογη  της ΡΑ Ρ  καν θεω ρείται π ιο  

ευαίσθητη μ έθοδος α π ’ αυτή, λόγω  της ισ χυρ ή ς δεσ μ ευτικ ή ς ια νότη τα ς  

μεταξύ βιοτίνης και αβιδίνης. Η αβιδίνη  είνα ι μια γλυ κ οπ ρ ω τείνη  

π ρ οερχόμ ενη  από το λευ κ ό  του  α υγού  και έχει μεγάλη  τάση σ ύ νδ εσ η ς  (4  

συνδετικές θέσεις α νά  μόριο). Η  βιοτίνη  α π οτελεί βιταμίνη με χα μ η λ ό  

μοριακό βά ρ ος και βρίσκεται στη λέκ ιθο  του  α υ γού , σ υ νδ έετα ι δε με το  

δεύτερο αντιορό  με τον  ίδιο τρόπ ο  που  σ υ νδ έετα ι η υ π ερ ο ξειδ ά σ η . Ε ν  

σ υνεχεία , ο τρίτος α ντιορ ός αποτελείτα ι α πό  έν α  σ ύ μ π λ εγμ α  α βιδίνη ς και 

ενζύμ ου  σ υ νδ εδ εμ ένο υ  με β ιοτίνη , το  ο π ο ίο  έχει μερ ικ ές ελ εύ θ ερ ες  

θέσεις αβιδίνης γ ια  σ ύ νδ εσ η  με τη βιοτίνη  του  δ εύτερου  α ντισώ ματος. 

Π αραλλαγή της μ εθόδου  α π οτελεί η αντικατάσταση τη ς αβιδ ίνη ς α π ό  τη 

στρεπταβιδίνη στην π ρ ο α να φ ερ ό μ ενη  τριάδα A B C . Η  στρ επ τα β ιδ ίνη , η 

οποία  παράγετα ι από το βακτήριο Strep tom yces a v id in ii, α π ο τελεί  

πρω τεΐνη μοριακού  βά ρ ους 60  K D  και π ερ ιλ α μ β ά νει τέσ σ ερ ις  ό μ ο ιες  

υ π ομ ονά δ ες , η κάθε μία εκ  τω ν ο π ο ίω ν έχει μια θέση  σ ύ νδ εσ η ς  μ ε τη 

βιοτίνη. Η  χρή ση  της ένα ντι της α βιδίνη ς προτιμάται δ ιότι δ εν  π ερ ιέχε ι 

υδατάνθρακες, ο ι οπ ο ίο ι σ υ νδ έο ντα ι μη ειδικά με τις λεκ τίνες  τω ν ιστώ ν  

και επίσης διότι το  ισοηλεκτρικ ό  της σ η μ είο  ε ίνα ι ου δ έτερ ο . Η  

στρεπταβιδίνη βρίσκει εφ αρμογή  είτε ω ς σ ύ μ π λ εγμ α  μ ε τη β ιοτίνη , είτε 

σημασμένη  με ένζυ μ ο  (labeled  streptavid in).

6 .2 .3  Μ έ θ ο δ ο ς  α λ κ α λ ικ ή ς  ο ω σ ιρ α τ ά σ ικ

Η αλκαλική φω σφατάση εφ α ρ μ όζετα ι είτε ω ς σ ύ μ π λεγμ α  αβιδίνης- 

βιοτίνης-αλκαλικής φ ω σφ ατάσης είτε ω ς σ ύ μ π λεγμ α  αλκ α λικ ή ς
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φ ω σ φ α τά σ η ς-α ντια λκ α λικ ή ς φ ω σφ ατάσης. Τ ο  τελευταίο  σύμπλεγμα  

α π ο τελείτα ι α πό  δύο  μόρια  αντιγόνου  σ υ νδ εδ εμ ένα  με ένα  μόριο  

α ντισ ώ μ α τος. Η  διάταξη αυτή μ οιά ζει με τη φ υσιολογική αντίδραση  

σ ύ νδ εσ η ς  ε ν ό ς  δ ισ θ ενο ύ ς  αντισώ ματος και κατά σ υνέπ εια  το σύμπλεγμα  

ε ίνα ι σ τα θ ερ ό  γ ια  μ εγά λ ο  χρ ονικ ό  διάστημα.

6.2.4 Μέθοδος του ενός ή των δύο σταδίων ιιε  τη ypήση πολυμερούς 

δεξτράνης (EPO S ή  two step method- Dako En Vision+ dextran 

technology)

Η  κύρια  αρετή της μ εθόδου  στηρίζεται σ τη ν παράκαμψ η της βιοτίνης 

(το  π ά γκ ρ εα ς  α νή κ ει σ τα  όρ γα να  π ου  π α ρ ά γου ν μέτρια επίπεδα βιοτίνης- 

εν δ ο γ εν ή ς  β ιοτίνη). Τ ο  σ ύσ τη μ α  βασίζετα ι σ ε  ένα  ενζυμ ικ ά  σ η μ α σμ ένο  

υ δ α το δ ια λ υ τό  π ο λ υ μ ερ ές  δεξτράνη ς, σ το  οπ οίο  π ρ οσ δ ένοντα ι τα  

δ ευ τερ οτα γή  α ντισ ώ μ α τα  μετά τη ν επίθεση  του  πρω τοταγούς  

α ντισ ώ μ α τος. Σ ε α ντίθεση  με το κ λα σ σικ ό  αυτό πρότυπο  

α νο σ ο ισ το χη μ ικ ή ς  επ εξερ γα σ ία ς, το  σ ύσ τη μ α  του  εν ό ς  σταδίου (on e  step  

m eth od ) β α σ ίζετα ι στη σύνδεσ η  του  πρω τοταγούς αντισώ ματος με το  

π ο λ υ μ ε ρ έ ς  δ εξτρ ά νη ς, α φ ού  έχει σ υ ντελεσ θ εί η δ έσ μ ευ σ η  της ενδ ογενού ς  

υ π ερ ο ξειδ ά σ η ς . Η  σ υ νο λ ικ ή  τεχνική επιτρέπει τη ν  ταχύτερη και m o  

ευα ίσθη τη  τελική α νο σ ο χρ ώ σ η , καθώ ς σ υρ ρικ νώ νοντα ι τα  απαιτούμενα  

σ τά δια  τη ς  α νο σ ο ισ το χη μ εία ς  και λ όγω  της μη διασταυρούμενη ς  

α ντίδ ρ α σ η ς με τη ν  ενδ ο γενώ ς πα ρ α γόμ ενη  βιοτίνη  δε σχηματίζεται 

υ π ό σ τρ ω μ α  χρώ ση ς.

Ο
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ΣΚ Ο Π Ο Σ ΤΗ Σ Ε Ρ Ε Υ Ν Η Τ ΙΚ Η Σ  Ε Ρ Γ Α Σ ΙΑ Σ

Η π α ρ ο ύ σ α  διδακτορική διατριβή δ ιερεύνη σ ε με α νοσ ο ϊσ τοχη μ ικ ή  

α νίχνευση  τη ν έκφ ραση ρυθμιστικ ώ ν πρω τεϊνώ ν του  κυτταρικού κ ύ κ λο υ  

σ ε πρω τοπαθή καρκινώ ματα  του  μαστού  στα  οπ οία  εκ δή λω σ η  

μεταστάσεω ν αφ ορά, κ α τεξο χή ν  μ ό νο , το  σκ ελετικ ό  σ ύσ τη μ α . 

Σ υγκεκριμένα , μελετή θη καν περιστατικά  πρω τοπαθώ ν κα ρ κ ινω μ ά τω ν  

μαστού με κατ' εξο χή ν  οστική  μεταστατική ν ό σ ο  με σ κ ο π ό  τη ν  

διερεύνη ση  μ η χα νισμ ώ ν π α θ ο γ ένεσ η ς  και π ρ ογνω στικ ώ ν δεικτώ ν. Σ τις  

πρ οα να φ ερ θείσ ες π ρ ω τείνες-ρ υ θμ ισ τές του κυτταρικού κ ύ κ λ ο υ  

επ ιλέχθη κ αν τα μόρια τω ν κ υ κ λ ινώ ν ( D l ,  D 2 , Ε, Α  και Β ) π ο υ  δ ρ ο υ ν  ω ς  

ευοδω τικοί πα ρά γοντες, κ αθώ ς και ο ι α να σ τολείς  τω ν κ υ κ λ ιν ο -  

εξαρτώ μ ενω ν κ ινασώ ν (ρ 2 7 , ρ 2 1 , ρ 1 6 )  -αρνη τικοί ρ υ θμ ισ τές το υ  

. κυτταρικού κύκ λου-, ενώ  π α ρ ά λ λ η λ α  δ ιερευνή θη κ ε και η έκ φ ρα ση  τ ω ν  

ογκοκατασταλτικώ ν γο ν ιδ ίω ν  ρ 5 3  κα ι B C L -2 .



ΠΑΡΑΡΤΗΜ Α 1

ΣΧΗ Μ Α ΤΑ  Γ Ε Ν ΙΚ Ο Υ  Μ ΕΡ Ο Υ Σ
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Σ χ ή μ α  1. Κ υτταρικός κ ύ κ λ ο ς  κ α ι εμ π λ εκ ό μ ενα  μ όρια
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Ο στό

Σχήμα 2. Πρότυπο εξέλιξης οστεολυτικών μεταστάσεων από καρκίνο μαστού 

καταδεικνύει τις σύνθετες βιοχημικές διεργασίες αλληλεπίδρασης καρκινικών και 

στρωματικών κυττάρων. [Τροποποίηση από: Μ. Cicek and Μ. J. Oursler. Breast 

cancer bone metastasis and current small therapeutics. Cancer Metastasis Rev. 25

(4):635-644,2006]
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7 ΥΛΙΚΟ και ΜΕΘΟΔΟΙ

7.1 Π ρ ο έ λ ε υ σ η -Σ υ λ λ ο γ ή -Α ια χ ε ίρ ισ η  το υ  β ιο π τ ικ ο ύ  υ λ ικ ο ύ

Το υλικό αναδύθηκε κυρίως από την αρχειακή ιστική βάση του 

Παθολογοανατομικού Τμήματος του ΠΠΓΝ Ιωαννίνων και οι ασθενείς 

παρακολουθούνται από την Ογκολογική Κλινική του ΠΠΓΝ Ιωαννίνων. 

Αφορούσε δε σε κύβους παραφίνης 145 σποραδικών πρωτοπαθών 

πορογενών αδενοκαρκινωμάτων μαστού. Σύμφωνα με τη σταδιοποίηση 

κατά ΤΝΜ, 80 ασθενείς ταξινομήθηκαν ως σταδίου ΙΙ/ΙΙΙ χωρίς την 

ανεύρεση λεμφαδενικών μεταστάσεων μετά πάροδο -κατά μέσο όρο- 4 

ετών συνεχούς παρακολούθησης, 30 εμφάνισαν μεταστάσεις και 

. επέζησαν άνω των 24 μηνών μετά την πιστοποίηση των μεταστάσεων, 

ενώ 35 ασθενείς παρουσίασαν οστική μεταστατική νόσο με μέσο όρο 

επιβίωσης 70 μηνών μετά την ιστολογική πιστοποίηση της μετάστασης.

Η ιστοχημική επεξεργασία των - μικροτομημένων σε πάχος 3μιη-κύβων 

παραφίνης, πραγματοποιήθηκε με τη χρώση Ηωσίνη-Αιματοξυλίνη 

(Η&Ε). Κατά τη μικροσκόπηση εκτιμήθηκε η διαφοροποίηση του 

νεοπλάσματος καθώς και η παθολογοανατομική του σταδιοποίηση.
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7 .2  Ε ρ γ α σ τ η ρ ια κ ό ς  Α λ γ ό ρ ιθ μ ο ς  Μ ε λ έ τ η ς  

ΚΥΒΟΙ ΠΑΡΑΦΙΝΗΣ (ΙΣΤΟΙ)

U

ΙΣΤΟΧΗΜΕΙΑ

ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΗΜΕΙΑ

U
ΚΛΙΝΙΚΗ ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

7 .3  Σ τ α τ ι σ τ ικ ή  α ν ά λ υ σ η

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με 

την εφαρμογή του λογισμικού προγράμματος στατιστικής ανάλυσης 

SPSS. Ως δείγματα χρησιμοποιήθηκαν τρεις πληθυσμοί ασθενών η=80 

(ασθενείς δίχως μεταστάσεις σε διάμεσο χρόνο παρακολούθησης 3,5 

χρόνια), η=30 (ασθενείς με σπλαγχνικές μεταστάσεις) και η=35 (ασθενείς 

με οστικές μόνο μεταστάσεις για διάρκεια τουλάχιστον 24 μηνών).

Οι κλινικοπαθολογοανατομικές παράμετροι που χρησιμοποιήθηκαν 

περιελάμβαναν το φύλο, το βαθμό διαφοροποίησης, το στάδιο της νόσου 

καθώς και την επιβίωση εκφραζόμενη σε μήνες. Οι μετρούμενες ποιοτικά 

μεταβλητές αφορούσαν το επίπεδο της ανοσοϊστοχημικής έκφρασης σε 

πυρηνικό επίπεδο δηλώνοντας τον απόλυτο αριθμό των 

ανοσοχρωσμένων πυρήνων σε ποσοστιαία αναλογία.

Μέσα στο περιβάλλον του λογισμικού (SPSS) ορίσθηκαν οι μεταβλητές 

ως αλφαριθμητική ή αριθμητική. Οι μεταβλητές στην αρχική (πρώτο
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δείγμα) όσο και στην τελική τους μορφή (δεύτερο δείγμα) 

ονομαστικοποιήθηκαν και ο έλεγχος ανεξαρτησίας τους σε σχέση με τις 

προαναφερόμενες κλινικοπαθολογοανατομικές παραμέτρους 

πραγματοποιήθηκε με την εφαρμογή του Chi-square Test (συντελεστής 

γραμμικής συσχέτισης Pearson), του Kruskal-Wallis Test, καθώς και του 

ANOVAtest.

Ως επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας μεταξύ των ανωτέρω 

συσχετίσεων ορίστηκε ρ<0,01.

7.4  Π ρ ω τό κ ο λ λ ο  Α ν ο σ ο ϊσ τ ο χ η μ ικ ή ς  Δ ιε ρ ε ύ ν η σ η ς . Δ ε ίκ τ ε ς

Διερευνήθηκε η ανοσοϊστοχημική έκφραση 11 συνολικά πρωτεϊνών. Ο 

ακόλουθος πίνακας παρουσιάζει συνοπτικά την προέλευση, λειτουργία 

και τις ειδικές συνθήκες ανοσοϊστοχημικής επεξεργασίας όλων των 

εξεταζόμενων αντισωμάτων.
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Πίνακας χχ: Εξεταζόμενοι ανοσοϊστοχημικοί δείκτες

Γ ονίδιο Πρωτεΐνη 

Γ ονιδίου

Γονιδιακη θέση Κλώνος Εταιρία

1 ρ53 7pl3 BAB240 Dako

2 ρ21 0q25 4D10 Novocastra

3 ρ27 7q21 1B4 Novocastra

4 rb 3 q ll 1SAB Oncogene

5 Cyclin D1 lq l3 PZD1F11 Novocastra

6 Cyclin D2 M20 Santa Cruz

7 Cyclin D3 DCS-22 Novocastra

8 Cyclin E 13 A3 Novocastra

9 Cyclin A 6E6 Novocastra

10 Cyclin B 7A9 Novocastra

11 BCL-2 8q21 124 Dako

Η ανίχνευση αντιγόνων σε τομές παραφίνης καθίσταται δυνατή εφόσον 

προσδεθεί στο αντιγόνο το αντίστοιχο αντίσωμα και ακολούθως σε αυτό 

προσδεθεί ένας ιστοχημικά γνωστός δείκτης, η χρώση του οποίου 

αποκαλύπτει εμμέσως την παρουσία του αναζητούμενού αρχικού 

αντιγόνου. Στην παρούσα μελέτη η ανοσοϊστοχημεία πραγματοποιήθηκε 

με τη μέθοδο της υπεροξειδάσης και τη χρήση του HRP-EnVision kit της 

εταιρείας (DAKO-Denmark).Ta βασικά στάδια (αντιγονική αποκάλυψη, 

συγκέντρωση αντισώματος, χρόνος επώασης) προτυπώθηκαν και 

τυποποιήθηκαν στα δείγματα με επανειλημμένες δοκιμαστικές τομές.

Αναλυτικά, τα στάδια της εφαρμοζόμενης αυτής ανοσοϊστοχημικής 

τεχνικής περιέλαβαν:
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■ Τοποθέτηση των πλακιδίων με τις τομές παραφίνης πάχους 4μπι σε 

κλίβανο θερμοκρασίας 60°C για 2 4 h , ώστε να αποξηρανθούν.

■ Αποπαραφίνωση με εμβύθιση των τομών σε ξυλόλη για 20min.

* Ενυδάτωση των τομών σε διαδοχικώς αραιούμενα (κατιόντα) 

διαλύματα αιθυλικής αλκοόλης

■ Έκπλυση των τομών με αποσταγμένο νερό.

■ Διαδικασία επεξεργασίας και αποκάλυψης του αναζητούμενου 

αντιγονικού επιτόπου, τροποποιημένη ανάλογα με το κάθε 

χρησιμοποιούμενο αντίσωμα.

■ Οι μέθοδοι που εφαρμόσθηκαν περιελάμβαναν είτε την εμβύθιση 

των τομών σε ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικού οξέος και την 

τοποθέτησή τους σε φούρνο μικροκυμάτων στα 300 W, για δύο 

κύκλους των 15 min, είτε, εμβυθίστηκαν σε διάλυμα υψηλού ph 

και τοποθετήθηκαν εν συνεχεία σε φούρνο μικροκυμάτων στα 800 

W, για δύο κύκλους των 5 min, είτε, τέλος, εναλλακτικά οι τομές 

επικαλύφθηκαν με διάλυμα πρωτεϊνάσης -Κ  και επωάστηκαν για 

25 min σε θάλαμο υγρασίας σε θερμοκρασία δωματίου.

■ Αναστολή της δραστηριότητας της ενδογενούς υπεροξειδάσης με 

την τοποθέτηση των τομών σε διάλυμα H2C>2 σε απόλυτη μεθανόλη 

(0,01 Μ) για 30min.

■ Ξέπλυμα των τομών με ρυθμιστικό διάλυμα TBS.

■ Επικάλυψη της κάθε τομής με το αντίστοιχο αντίσωμα στην 

κατάλληλη αραίωση και επώασή του για τον απαιτούμενο χρόνο.

■ Ξέπλυμα των τομών με ρυθμιστικό διάλυμα TBS.



8 Αποτελέσματα

Σύμφωνα με την ποιοτική εκτίμηση του ανοσοϊστοχημικού 

αποτελέσματος, η μέση τιμή της έκφρασης των καρκινικών κυττάρων 

όσον αφορά την πρωτεΐνη ρ27 παρουσίασε στην ομάδα των οστικών 

μεταστάσεων τιμή 95/84,16%, στην ομάδα των ελεύθερων μεταστάσεων 

περιστατικών 40/41,9% και στην ομάδα των σπλαγχνικών μεταστάσεων 

40/37,5%. Η σύγκριση των τιμών αυτών ευρέθη να χαρακτηρίζεται από 

στατιστική σημαντικότητα (ρ=0.0001).

ρ27 (mean and SEM)
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Προσεγγίζοντας τους λοιπούς ανοσοϊστοχημικούς δείκτες, παρατηρούμε 

ότι, η πρωτεΐνη κυκλίνη Β1 παρουσίαζε σημαντικά μειωμένα επίπεδα  

έκφρασης στην ομάδα των οστικών μεταστάσεων σ ε  σχέση με τις 

υπόλοιπες ομάδες εξεταζόμενων ασθενών (ρ=0.007), η πρωτεΐνη 

κυκλίνη D1 παρουσίαζε μέτρια επίπεδα έκφρασης (ρ=0.02) και η 

πρωτεΐνη κυκλίνη Ε ευρέθη σε χαμηλή έκφραση στη συγκεκριμένη 

ομάδα ασθενών.
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Παράλληλα τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης ρ53 παρουσιάστηκαν 

σημαντικά χαμηλά σε σχέση με τις άλλες ομάδες ασθενών (ρ=0.0007).

ρ53 (m ean + SEM )

Οι κυκλίνες D και Ε συσχετίσθηκαν στατιστικά σημαντικά με την 

έκφραση της πρωτεΐνης BCL2, ενώ, παράλληλα, η έκφραση της 

πρωτεΐνης κυκλίνη D1 παρουσίασε στατιστικά σημαντική συσχέτιση με
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την έκφραση των οιστρογονικών υποδοχέων (ρ=0.03). Η συνολική 

εικόνα της έκφρασης των εξεταζόμενων δεικτών στην υποομάδα των 

ασθενών με μεταστατική οστική νόσο αποτυπώνεται στο ακόλουθο 

ιστόγραμμα.

exp re ssion  profile o f ce ll-cycle  a n d  a p o p to s is  re gu la to rs  
in prim ary b re a st tum ors  

that d e ve lo p  on ly  b o n e  m e ta s ta se s



9  ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ο καρκίνος του μαστού, αποτελεί τη συχνότερη κακοήθεια στις γυναίκες, 

όπως' καταγράφεται στις λεγάμενες Δυτικού τύπου κοινωνίες. Στις 

ασθενείς αυτές, οι μεταστάσεις σε απομακρυσμένες θέσεις - και όχι τόσο 

ο πρωτοπαθής όγκος - αποτελούν την κύρια αιτία κατάληξης [90]. Με 

την εφαρμογή νέων αλγορίθμων διαχείρισης των περιστατικών καρκίνων 

μαστού, καθώς και με τη δημιουργία προγραμμάτων προληπτικού 

ελέγχου του γενικού πληθυσμού, οι δείκτες των μεταστάσεων και της 

θνητότητας εμφανίζουν προοδευτική μείωση, ως αποτέλεσμα της 

έγκαιρης διάγνωσης και της εισαγωγής των ασθενών σε πρωτόκολλα 

στοχευμένων και επικουρικών θεραπευτικών στρατηγικών. Οι τελευταίες 

δρουν ως καταστολείς της ενεργότητας των καρκινικών κυττάρων, τα 

οποία πιθανόν έχουν δημιουργήσει μεταστατικές εστίες τη στιγμή της 

αρχικής διάγνωσης του καρκίνου [91]. Στις ασθενείς, ηλικίας μικρότερης 

των 50 ετών, η εφαρμοζόμενη χημειοθεραπεία αυξάνει το δείκτη του 

15ετούς προσδόκιμου επιβίωσης κατά 10% περίπου, ενώ σε πιο 

ηλικιωμένες ασθενείς αυτός διαμορφώνεται στο 3% περίπου. 

Επιπρόσθετα όμως, οι χημειοθεραπευτικοί παράγοντες συνδέονται με ένα 

ευρύ φάσμα βραχυπρόθεσμων ή απώτερων ανεπιθύμητων παρενεργειών 

οι οποίες ουσιαστικά επηρεάζουν την ποιότητα της ζωής των ασθενών. 

Καθώς δεν υπάρχουν ακριβείς μηχανισμοί πρόγνωσης της εκδήλωσης 

μεταστάσεων στις ασθενείς αυτές, η χημειοθεραπεία εφαρμόζεται σε 

80% περίπου των περιστατικών, παρά το γεγονός ότι το 40% αυτών 

υποτροπιάζει και οδηγείται τελικά στην κατάληξη από τις μεταστάσεις 

[92].

Για αυτούς τους σοβαρούς λόγους προβάλλει επιτακτική ή ανεύρεση
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νέων, ικανών προγνωστικών δεικτών για την κατηγοριοποίηση των 

ασθενών σύμφωνα με μοριακά κριτήρια, ώστε να εξατομικεύεται η 

ογκολογική τους κατηγοριοποίηση (ομάδα χαμηλού ή υψηλού κινδύνου 

για εκδήλωση μεταστάσεων-ανταπόκριση σε συμβατικές θεραπείες) 

μέσω της παρακολούθησης της πορείας της νόσου και της 

ορθολογικότερης εφαρμογής των θεραπευτικών αυτών στρατηγικών [93]. 

Η λεγάμενη "γονιδιακή υπογραφή" των πρωτοπαθών όγκων μέσω της 

συγχρονικής ανάλυσης πολλών γονιδίων, αποτελεί την αιχμή του 

δόρατος στη νεώτερη μοριακή ιατρική, καθώς οι γονιδιακές συστοιχίες, 

όπως και οι αντίστοιχες ιστικές συσχετίζουν γονιδιακές και πρωτεϊνικές 

μεταβολές με τη βιολογική συμπεριφορά, των υπό εξέταση 

νεοπλασμάτων, συγκροτώντας το μοναδικό γενετικό μωσαϊκό κάθε 

ασθενούς [94,95].

Η μεταστατική διαδικασία των καρκινικών κυττάρων άρχισε να 

διερευνάται διεξοδικά στα τέλη της δεκαετίας του 1970 και όλη την 

επόμενη δεκαετία μέσω της εφαρμογής και ανάλυσης πειραματικών 

πρωτοκόλλων μετάστασης [96]. Μελετώντας τη μεταστατική 

συμπεριφορά σειρών κυτταροκαλλιεργειών μελανώματος (Β16) οι οποίες 

είχαν ενεθεί σε μύες, ο Fidler απέδειξε ότι κύτταρα τα οποία αναδύθηκαν 

από έκτοπες του αρχικού πληθυσμού εστίες εμφάνιζαν μεταστατικό 

δυναμικό ισχυρότερο από τον αρχικό πληθυσμό. Έκτοτε, έχουν 

τροποποιηθεί οι υποθέσεις αλλά και τα αποτελέσματα της μελέτης των 

μηχανισμών μετάστασης, έτσι ώστε να έχουν διαμορφωθεί διαφορετικά 

πρότυπα (μοντέλα) για την εξήγηση του φαινομένου [97].

Το παραδοσιακό μοντέλο προτείνει ότι συγκεκριμένοι υποπληθυσμοί 

καρκινικών κυττάρων αποκτούν μεταστατική ικανότητα στα τελευταία 

στάδια της καρκινογενετικής διαδικασίας. Το μοντέλο της αυθόρμητης
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μεταστατικής διεργασίας προτείνει την υπόθεση της καθολικής 

ικανότητας των καρκινικών κυττάρων να μεθίστανται στους ιστούς. Το 

μοντέλο της δυναμικής ετερογένειας εκφράζει την υπόθεση ότι ο 

καθορισμός του μεταστατικού δυναμικού εξαρτάται από τη συχνότητα 

ανάδυσης ικανών γιαυτό το σκοπό κυττάρων του νεοπλασματικού 

πληθυσμού. Παράλληλα, η θεωρία της κλωνικής επικράτησης 

υποστηρίζει ότι, αναδυόμενοι κλώνοι εντός του νεοπλασματικού 

πληθυσμού, κατέχουν τέτοια μεταστατική ισχύ, ώστε να σχηματίζουν 

αυτόνομη καρκινική οντότητα διαφεύγοντας από τον αρχικό 

νεοπλασματικό πληθυσμό. Η υπόθεση της γονιδιακής μετάστασης 

προτείνει ότι, η μετάσταση, συμβαίνει μέσω της διαπίδυσης των 

καρκινικών κυττάρων σε ευαίσθητες περιοχές των απομακρυσμένων 

οργάνων-στόχων υπό τη επίδραση συγκεκριμένων ενεργοποιημένων 

ογκογονιδίων [88,89],

Ειδικά, προσεγγίζοντας τον καρκίνο του μαστού, έχουν αναπτυχθεί 

σύγχρονα μοντέλα κατανόησης της μεταστατικής διαδικασίας [100]. Ένα 

απ’ αυτά υποστηρίζει -σ ε  συνάφεια με το προαναφερθέν παραδοσιακό 

μοντέλο- ότι η μεταστατική ικανότητα του νεοπλάσματος πιθανόν να  

αποκτάται στα τελευταία στάδια της καρκινογενετικής διαδικασίας. Για 

τον λόγο αυτό επιχειρείται η κατηγοριοποίηση των πρωτοπαθών 

καρκίνων του μαστού μέσω της γονιδιακής τους ανάλυσης, καθώς 

θεωρείται ότι, σημαντική προγνωστική αξία για την εκδήλωση της 

μετάστασης κατέχει η διάκριση των περιστατικών σε πτωχού και 

αυξημένου κινδύνου, ανάλογα με τις τροποποιήσεις συγκεκριμένων 

εμπλεκομένων γονιδίων. Σύμφωνα με ένα εναλλακτικό μοντέλο 

εξήγησης της εν λόγω διεργασίας, η μετάσταση συμβαίνει ήδη από τα 

πρώτα στάδια της μαστικής ογκογένεσης και ανεξάρτητα από την 

αύξηση του πρωτοπαθούς όγκου [101].
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Τέλος, μια πιο σύγχρονη άποψη υιοθετεί την υπόθεση της εκδήλωσης της 

μετάστασης στον καρκίνο του μαστού μέσω της ικανότητας αρχέγονων 

κυττάρων ευρισκομένων εντός της μάζας του πρωτοπαθούς όγκου να 

διαφεύγουν και να διασπείρονται στους ιστούς, ιδιότητα που δε 

χαρακτηρίζει την πλειονότητα των ήδη διαμορφωμένων καρκινικών 

κυττάρων. Σύμφωνα με την αναβαθμισμένη αυτή θεωρία, ογκογόνες 

μεταλλάξεις συμβαίνουν στα μαστικά αρχέγονα κύτταρα τροποποιώντας 

τη σύστασή τους και μετατρέποντάς τα σε καρκινικά. Υπό την επίδραση 

των ινοβλαστών του υποστρώματος, μόνο τα αρχέγονα αυτά κύτταρα 

εμφανίζουν τη μεταστατική ικανότητα [102]. Πιθανότατα υπάρχει μια 

ποικιλία ογκοτροποποιημένων αρχέγονων κυττάρων τα οποία 

παρουσιάζουν εκλεκτικότητα όσον αφορά τους ιστούς-στόχους της 

μεταστατικής διεργασίας (π.χ. πνεύμονα, οστά).

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εστιάστηκε στη συσχέτιση της 

πρωτεϊνικής έκφρασης μορίων-ρυθμιστών του κυτταρικού κύκλου, όπως 

οι κυκλίνες D1, 2, 3, Ε, A, Β, των ανοστολέων των κυκλινοεξαρτώμενων 

κινασών, όπως ρ27, ρ21, ρ16, καθώς και της πρωτεΐνης ρ53 

(ογκοκατασταλτικό γονίδιο, ισχυρός αποπτωτικός παράγοντας) σε 

ασθενείς με μεταστατικό καρκίνο του μαστού που εντοπίζεται μόνο στα 

οστά. Αποτελεί ήδη κεκτημένη γνώση ότι, ο μεταστατικός καρκίνος του 

μαστού στα οστά παρουσιάζει χαρακτηριστικά γνωρίσματα, ώστε να 

λογίζεται ως ιδιάζουσα κλινικοπαθολογοανατομική οντότητα [103]. Η 

συγκεκριμένη μελέτη έδειξε ότι, ο αποσυγχρονισμός του κυτταρικού 

κύκλου στις ασθενείς αυτές περιλαμβάνει μηχανισμούς 

υπερενεργοποίησης των γονιδίων ρ27 και Cyclin D1 οδηγώντας συνεπώς 

σε πρωτεϊνική υπερέκφραση. Αντίθετα, χαμηλά επίπεδα πρωτεϊνικής 

έκφρασης των μορίων κυκλίνη Ε, Β1 και ρ53 χαρακτηρίζουν το 

υποσύνολο των ασθενών με μεταστατική νόσο στα οστά. Φαίνεται
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λοιπόν από τα εξαγόμενα αποτελέσματα ότι, ο συνδυασμός υπέρ -  υπό 

έκφρασης των ανωτέρω μορίων αποτελεί ιδιοσυστασιακό στοιχείο της 

βιολογικής συμπεριφοράς των ασθενών που εμπίπτουν στην κατηγορία 

αυτή.

Ο ρόλος των κυκλινών Ε, D 1 και D3 έχει αποτυπωθεί σε σύγχρονες και 

παλιότερες δημοσιευμένες μελέτες που αφορούν στο μεταστατικό 

καρκίνο του μαστού. Είναι γνωστό ότι, η πρόγνωση των ασθενών με 

πρόσφατα διαγνωσμένο καρκίνο στηρίζεται πρωταρχικά στην παρουσία 

ή απουσία λεμφαδενικών μεταστάσεων. Παρ’ όλα αυτά, περίπου στο 

30% των ασθενών αυτών με αρνητικούς λεμφαδένες η νόσος 

αναζωπυρώνεται, ενώ, παράλληλα, σε ένα εξίσου σημαντικό ποσοστό 

(20-30%) των ασθενών με διαγνωσμένους θετικούς λεμφαδένες 

παρατηρείται κατάσταση ελεύθερης νόσου για μια δεκαετία από την 

χειρουργική εξαίρεση του όγκου και το λεμφαδενικό καθαρισμό [104]. 

Κατά συνέπεια με βάση τα δεδομένα αυτά, απαιτείται η αποσαφήνιση 

ανεξάρτητων δεικτών, ικανών να αποδίδουν ασφαλή προγνωστικά 

δεδομένα για την εκτίμηση του προσδόκιμου επιβίωσης και την 

ανταπόκριση στις στοχευμένες θεραπείες και συμβατικές 

χημειοθεραπείες. Σε φυσιολογικές συνθήκες του κυτταρικού κύκλου, η 

κυκλίνη Ε ρυθμίζει την ομαλή μετάβαση του κυττάρου από τη φάση G1 

στην S. Συνεπώς, η γονιδιακή ενίσχυση του μορίου -  όπως παρατηρείται 

στο συγκεκριμένο νεόπλασμα - δημιουργεί επιτάχυνση της διαδικασίας 

αυτής, και κατ’ αυτόν τον τρόπο εξηγείται η πρωτεϊνική υπερέκφρασή 

της στον καρκίνο του μαστού [105].

Κάποιες από τις κυτταρικές σειρές εμφάνισαν υπερέκφρασή όχι μόνον 

όλου του μήκους της πρωτεΐνης, αλλά και των χαμηλού μοριακού βάρους 

ισομορφών της (34-49 kD). Οι ισομορφές, με έλλειψη του αμινοτελικού
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άκρου, εμφανίζονται δραστικότερες, συγκρινόμενες με τη μεγάλου 

μήκους πρωτεΐνη στη φωσφορυλιωτική διαδικασία των υποστρωμάτων 

καθώς και στην επιτάχυνση της μετάβασης του κυττάρου από τη φάση 

G1 στην S. Όμως, υπάρχουν αντιφατικά δημοσιευμένα αποτελέσματα σε 

ότι αφορά στη συσχέτιση των πρωτεϊνικών επιπέδων του μορίου με τη 

βιολογική συμπεριφορά του νεοπλάσματος. Σε μία μελέτη, η οποία 

περιέλαβε ως δείγμα 278 ασθενείς, η υπερέκφραση του μακρού μορίου 

της πρωτεΐνης συνδυάστηκε με χαμηλά επίπεδα της ρ27, καθώς και με 

πτωχή πρόγνωση στην υποομάδα των ασθενών με αρνητικούς 

λεμφαδένες [106]. Αντίθετα, σε μια άλλη μελέτη με δείγμα 157 ασθενών 

δεν σημειώθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση μεταξύ των 

προαναφερομένων παραμέτρων στην πολυπαραγοντική ανάλυση [107].

Τα αυξημένα πρωτεϊνικά επίπεδα της κυκλίνης Ε σε συνδυασμό με τα 

μειωμένα του αναστολέα της, της p27kipl, έχουν συσχετισθεί με αυξημένη 

πιθανότητα μεταλλάξεων στο αρχέγονο γενετικό υπόστρωμα του 

γονιδίου BRCA-1, όπως απέδειξε μια ενδιαφέρουσα μελέτη σε δείγμα 

288 ασθενών της γενετικά "απομονωμένης" κοινότητας των Εβραίων 

Ashkenazi. Σε συγκεκριμένες σημειακές μεταλλάξεις (185delAG, 

5382insC) παρατηρήθηκε υπερέκφραση της πρωτεΐνης και ταυτόχρονα 

υποέκφραση του προαναφερθέντος αναστολέα της, ενώ στην 

πολυπαραγοντική ανάλυση ως ανεξάρτητος προγνωστικός δείκτης, 

καταδείχθηκε η κυκλίνη Ε [108]. Σε συνάφεια με τα προηγούμενα, μια 

άλλη μελέτη κατέδειξε ότι και τα επίπεδα της κυκλίνης D1 (υποέκφραση) 

συνδέονται με τις μεταλλάξεις του γονιδίου BRCA-1 αλλά όχι και με το 

BRCA-2 [109]. Η συσχέτιση των επιπέδων έκφρασης της κυκλίνης Ε, 

ειδικά της μικρομοριακού βάρους μορφής της, με την επιβίωση των 

ασθενών ισχυροποιείται και από μια άλλη δημοσιευμένη μελέτη με 

δείγμα 395 ατόμων. Η πολυπαραγοντική ανάλυση περιέλαβε και άλλα
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κομβικά μόρια των οποίων η απορρύθμιση συνδέεται με τη βιολογική 

συμπεριφορά του νεοπλάσματος (κυκλίνη D l, HER2/neu, κυκλίνη D3) 

και ανέδειξε ως ανεξάρτητο προγνωστικό δείκτη την κυκλίνη Ε 

[110,112,113].

,· ν,·'ν·'



10 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Η μελέτη μας κατέδειξε, με βάση τη συνολική εκτίμηση όλων των 

ανοσοϊστοχημικών αποτελεσμάτων ότι, στις ασθενείς με μεταστατικό 

οστικό καρκίνο του μαστού ενεργοποιείται συγκεκριμένος 

απορρυθμιστικός μηχανισμός που διαφοροποιεί την υποομάδα αυτή από 

τις άλλες με την ίδια πρωτοπαθή νόσο. Ο γονιδιακός αυτός 

αποσυγχρονισμός οδηγεί σε διαταραχή της ομαλής ρύθμισης του 

κυτταρικού κύκλου μέσω αυξημένης έκφρασης των κυκλινών D l, D2, 

D3, μειωμένης έκφρασης της πρωτεΐνης κυκλίνης Ε και της Β1, καθώς 

και της φυσιολογικής υπερεκφρασμένης πρωτεΐνης ρ27, με παράλληλη 

σχετική μείωση της ρ53. Το χαρακτηριστικό αυτό γονιδιακό υπόστρωμα 

εξηγεί την τάση των ασθενών αυτών να διαφοροποιούν την πρόγνωσή 

τους σε συνδυασμό με τα αυξημένα επίπεδα αποπτωτικών παραγόντων, 

όπως της πρωτεΐνης BCL2, ενώ χαρακτηριστική είναι και η συσχέτιση με 

τους οιστρογονικούς υποδοχείς. Το ξεχωριστό αυτό γενετικό προφίλ 

μπορεί να αποτελέσει τη βάση εξόρμησης για την ανάπτυξη περισσότερο 

αποδοτικών στοχευμένων θεραπευτικών πρωτοκόλλων 

(αντισώματα/επικουρική χημειοθεραπεία) ώστε οι συγκεκριμένες 

ασθενείς να προσπορίζονται οφέλη, σε οτι αφορά στην πρόγνωση και 

ποιότητα της ζωής τους.



11 ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η παρούσα διδακτορική διατριβή διερεύνησε τις διαταραχές στην 

έκφραση ρυθμιστικών πρωτεϊνών του κυτταρικού κύκλου σε 

μεταστατικά καρκινώματα του μαστού. Συγκεκριμένα, μελετήθηκαν 

περιστατικά πρωτοπαθών καρκινωμάτων μαστού με κατ' εξοχήν οστική 

μεταστατική νόσο, με σκοπό την διερεύνηση μηχανισμών παθογένεσης 

και προγνωστικών δεικτών. Στις προαναφερθείσες πρωτεΐνες-ρυθμιστές 

του κυτταρικού κύκλου επιλέχθηκαν τα μόρια των κυκλινών ( D l, D2, 

D3, Ε και Β1) που δρουν ως ευοδωτικοί παράγοντες, καθώς και οι 

αναστολείς των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών (ρ27, ρ21)-αρνητικοί 

ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου-, ενώ παράλληλα διερευνήθηκε και η 

έκφραση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων ρ53 και BCL-2.

Σύμφωνα με την ποιοτική εκτίμηση του ανοσοϊστοχημικού 

αποτελέσματος η μέση τιμή της έκφρασης των καρκινικών κυττάρων, σε 

ότι αφορά την πρωτεΐνη ρ27, παρουσίασε στην ομάδα των οστικών 

μεταστάσεων τιμή 95/84,16%, στην ομάδα των ελεύθερων μεταστάσεων 

περιστατικών 40/41,9% και στην ομάδα τα>ν σπλαγχνικών μεταστάσεων 

40/37,5%. Η σύγκριση των τιμών αυτών ευρέθη να χαρακτηρίζεται από 

στατιστική σημαντικότητα (ρ=0.0001). Προσεγγίζοντας τους λοιπούς 

ανοσοϊστοχημικούς δείκτες παρατηρούμε ότι, η κυκλίνη Β 1 παρουσίαζε 

σημαντικά μειωμένα επίπεδα έκφρασης στην ομάδα των οστικών 

μεταστάσεων σε σχέση με τις υπόλοιπες ομάδες εξεταζόμενων ασθενών 

(ρ=0.007), η κυκλίνη D1 παρουσίαζε μέτρια επίπεδα έκφρασης (ρ=0.02) 

και η κυκλίνη Ε ευρέθη σε χαμηλή έκφραση στη συγκεκριμένη ομάδα 

ασθενών. Οι κυκλίνες D και Ε συσχετίσθηκαν στατιστικά σημαντικά με 

την έκφραση της πρωτεΐνης BCL2, ενώ παράλληλα η έκφραση της 

κυκλίνης D1 παρουσίασε στατιστικά σημαντική συσχέτιση με την
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έκφραση των οιστρογονικών υποδοχέων (ρ=0.03). Η συνολική εικόνα 

της έκφρασης των εξεταζόμενων δεικτών στην υποομάδα των ασθενών 

με μεταστατική οστική νόσο αποτυπώνεται στο ιστόγραμμα σελ. 68.

Το χαρακτηριστικό αυτό γονιδιακό υπόστρωμα εξηγεί την τάση των 

ασθενών αυτών να διαφοροποιούν την πρόγνωσή τους από τις υπόλοιπες 

και μπορεί να αποτελέσει τη βάση εξόρμησης για την ανάπτυξη 

περισσότερο αποδοτικών στοχευμένων θεραπευτικών πρακτικών 

(αντισώματα/επικουρική χημειοθεραπεία).



12 ABSTRACT

Immunohistocehmical profile of cell-cycle and apoptosis regulators in 

primary breast adenocarcinomas that develop bone only metastasis

Prognosis in patients with breast cancer depends on a variety o f factors 

including metastases in lymph nodes and bones. The last represent a 

frequent complication of cancer occurring in up to 70% o f patients with 

advanced breast or prostate cancer. In order to refine the role o f cell-cycle 

regulating proteins in this subset o f  patients, we evaluated the protein 

expression levels o f those markers correlating the results to biological 

behavior of the examined tumors.

We performed immunohistochemistry for the detection o f protein 

expression levels for the cyclins D1,2,3,E,A,B and the cyclin-dependent 

kinase inhibitors p27, p21, p53 and also the apoptotic factor BCL2. For 

the purposes of our study, we used 145 tissue sections o f paraffin- 

embedded primary breast cancers grouped in three subsets including 80 

cases with stage II and III tumors without metastases (NM) after a 4-years 

median follow up, 35 cases with bone confined metastatic breast cancer 

(BCBC) with a70 month median survival after the diagnosis o f  bony 

metastases and also 30 cases demonstrating visceral metastases (VM) 

with a survival o f up 24 months post detection o f metastases. The 

results indicated that BCBC group was characterized by high expression 

levels of p27/kipl protein. The median/mean positivity o f tumor cells for 

p27 protein in the same group was 95/84,16% in NM 40/41,9% and in 

VM 40/37,5% (p=0.0001). Cyclin B1 had significantly lower expression 

in the BCBC group (p=0.007), Cyclin D1 was moderately higher 

(p=0.02) and protein levels o f cyclin E were very low in the BCBC
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group. Among other assayed proteins, p53 aberrant expression was 

significantly lower in the BCBC group (p=0.0007). Type D and E cyclins 

were correlated statistically significantly to BCL2 and cyclin D1 

expression was associated to estrogen receptors (p=0.03).Our study 

provides evidence that breast cancers with a propensity to remain 

metastasized only to bone have a favorable expression pattern o f cell 

cycle effectors characterized by a normal high p27, increased cyclin D l, 

and low cyclin E protein levels which explains the indolent course of 

these metastatic tumors. The combined assessments o f p27, cyclin E, D l 

nd B can serve identify this subset o f breast cancer and guide therapeutic 

management.

O
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Εικόνα 1. Ανοσοϊστοχημική έκφραση της κυκλίνης Ε σε γ 

μαστού (μεγέθυνση Χ 400).
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Ε ι κ ό ν α  3. Ανοσοϊστοχημικη έκφραση της κυκλίνης Β1 σε κα(: 

μαστού (μεγέθυνση Χ200).

Εικόνα 4. Ανοσοϊστοχημικη έκφραση της πρωτεΐνης Ρ53 σε κο

μαστού (μεγέθυνση Χ200).
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Εικόνα 6. Ανοσοϊστοχημική έκφραση της κυκλίνης D1 σε κα 

μαστού (μεγέθυνση Χ200).

Εικόνα 7. Ανοσοϊστοχημική έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 σε Κ(

μαστού (μεγέθυνση Χ400).



Εικόνα 8. Ανοσοϊστοχημική έκφραση της κυκλίνης D2 σε καρκίνωμα 

μαστού (μεγέθυνση Χ200).
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