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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Όσον αφορά τον καρκίνο, δεν υπάρχει αμφισβήτηση, ότι η πρόληψη είναι πολυτιμότερη 

της θεραπείας. Παρόλα αυτά, ο καρκίνος πάντα Οα υπάρχει σαν νόσος οπότε καλό είναι να 
βρούμε μια καλή θεραπεία! ΙΙρόσφατα διάβασα κάτι που μου έκανε εντύπωση, ίσως γιατί 

πρώτη φορά το διάβασα ή πρώτη φορά συνειδητοποίησα αυτό που διάβασα. Όλοι μας 

ξέρουμε ότι τα λεμφώματα Hodgkin έχουν πολύ καλή πρόγνωση. Όμως η αλήθεια είναι λίγο 

διαφορετική. Τα λεμφώματα αυτά έχουν 5ετή επιβίωση 5 %, ενώ με θεραπεία αυτή ανέρχεται 

στα 75 % !. Νομίζω ότι οι αριθμοί μιλάνε μόνοι τους για την αξία της συγκεκριμένης 

θεραπείας.

Ο καρκίνος αποτελεί την δεύτερη αιτία θανάτου μετά τις καρδιοαγγειακές παθήσεις ενώ 

το καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης είναι έβδομο σε συχνότητα στις Η.Π.Α. και ευθύνεται 

για το 3% των θανάτων από κακοήθεια.

Η ραγδαία ανάπτυξη της τεχνολογίας, τα τελευταία χρόνια, είχε σαν αποτέλεσμα την 

αύξηση της γνώσης μας για τον καρκίνο με αποτέλεσμα να έχουμε καθημερινά νέα φάρμακα 

για την αντιμετώπισή του. Το κεφάλαιο της αγγειογένεσης, ειδικά της νεοπλασματικής, 

αποτελεί ένα συναρπαστικό πεδίο της σύγχρονης ιατρικής έρευνας που παρουσιάζει 

καλπάζουσα ανάπτυξη κατά τα τελευταία 10-15 χρόνια. Η διαπλοκή σύνθετων μηχανισμών, 

όπως η ογκογένεση, η αγγειογένεση, η απόπτωση, η μετάσταση κ.α, αλλά και οι ορατές 

διαγνωστικές και θεραπευτικές εφαρμογές των νέων ερευνητικών δεδομένων, καθιστούν 

προφανή τη σημασία της μελέτης αυτής. Ο μηχανισμός φαίνεται σχετικά κατανοητός σε 

διάφορα πειραματόζωα, ενώ στον ανθρώπινο οργανισμό και μάλιστα ο μηχανισμός της 

καρκινογένεσης φαίνεται να είναι εξαιρετικά πολύπλοκος. Δεν είναι καθόλου τυχαίο, 

παράγοντες όπου αρχικά θεωρήθηκαν επαγωγείς της αγγειογένεσης μεταγενέστερα 

θεωρήθηκαν καταστολείς, ενώ νεότερες γνώσεις που έρχονται στο φως μας δείχνουν τους 

παράγοντες αυτούς να έχουν έναν περισσότερο περίπλοκο τρόπο δράσης. Ελπίζω η έρευνα 

αυτή να αποτελέσει τουλάχιστο ένα λιθαράκι στη γνώση αυτού του οικοδομήματος που 

χτίζεται τις τελευταίες 4 δεκαετίες περίπου και λέγεται μηχανισμός αγγειογένεσης.

Θεωρώ υποχρέωσή μου να εκφράσω την ευγνωμοσύνη και τις θερμές ευχαριστίες μου 

στα μέλη της τριμελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής.

Την Καθηγήτρια Παθολογικής Ανατομικής κυρία Βασιλική Μαλάμου Μήτση, επιβλέπουσα 

της διδακτορικής μου διατριβής, με τις υποδείξεις, τη στήριξη και τη βοήθεια της οποίας 

έφερα εις πέρας το έργο αυτό.



Την Καθηγητή Παθολογικής Ανατομικής και Διευθυντή του εργαστηρίου Παθολογικής 

Ανατομίας Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, κυρία Νίκη Αγνάντη που με στήριξε τόσο στην 
ειδικότητά μου όσο και στη διατριβή μου. Με τίμησε αφού με θεώρησε άξιο να φέρω εις 

πέρας τη διατριβή αυτή.

Θερμές ευχαριστίες οφείλω επίσης στον Αναπληρωτή Καθηγητή Παθολογικής Ανατομικής 

κύριο Δημήτριο Στεφάνου ο οποίος από την πρώτη στιγμή μου υπέδειξε ότι η πόρτα του είναι 

ανοικτή για ότι βοήθεια χρειαστώ και δεν διαψεύστηκε ποτέ. Το γεγονός ότι ακολούθησα την 

ειδικότητα της Κυτταρολογίας με αποτέλεσμα να είμαι 7 χρόνια στο εργαστήριο αυτό 

πιστεύω ότι αποτελεί ένδειξη της επιρροής που έχω από τους καθηγητές μου αυτούς.

Να ευχαριστήσω επίσης τα υπόλοιπα μέλη της επταμελούς επιτροπής Καθηγητή 

Παθολογίας-Ογκολογίας, κύριο Νικόλαο Παυλίδης, τον Καθηγητή Ουρολογίας, κύριο 

Νικόλαο Σοφικίτης, την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Παθολογικής Ανατομικής κυρία Μπάη 

Μαρία και τέλος τον Επίκουρο Καθηγητή Ουρολογίας, κύριο Γιαννάκη Δημήτριο οι οποίοι 

με τιμούν με τον τρόπο αυτό.

Επίσης να ευχαριστήσω την αναπληρώτρια Διευθύντρια κυρία Έλλη Ιωακείμ με την 

οποία ξεκινήσαμε τη μελέτη του καρκίνου στην ουροδόχου κύστης από το 1999, όπου είχαμε 

μια εξαιρετική συνεργασία. Να αναφέρω επίσης ότι τα κλινικά στοιχεία της μελέτης αυτής 

προέρχονται από περιστατικά που παρακολουθεί ο Διευθυντής της Ουρολογικής Κλινικής 

του Νοσοκομείου Χατζηκώνστα κύριος Νίκος Σταυρόπουλος. Δεν μπορώ να μην αναφέρω 

ότι σε ένα από τα πρώτα ραντεβού που είχα μαζί του, στο εξωτερικό Ιατρείο της 

Ουρολογικής Κλινικής μπήκα αμέσως μετά από έναν ασθενή και μου έκανε εντύπωση ότι 

συμπλήρωνε την πορεία του ασθενούς στον υπολογιστή που είχε μαζί του.

Να ευχαριστήσω την Διευθύντρια του Παθολογοανατομικού εργαστηρίου του ίδιου 

Νοσοκομείου κυρία Στέλλα Στεφανάκη-Νίκου η οποία πρόθυμα μας παραχώρησε το υλικό 

για την μελέτη αυτή.

Τέλος ευχαριστίες οφείλω στο φίλο μου Νικόλαο Μοσχόπουλο ειδικευόμενο Γενικής 

Ιατρικής του Νοσοκομείου Αγιος Αντρέας Πάτρας, για την πολύτιμη βοήθεια που μου 

προσέφερε στην επιμέλεια του κειμένου και την μηχανογραφική υποστήριξη.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η αγγειογένεση αποτελεί θέμα μελέτης από το 1970 περίπου, για χιλιάδες ερευνητές. 

Πρώτη πολύ σημαντική παρατήρηση στην ιστορία της μελέτης της αγγειογένεσης έγινε από 

τον Folkman το 1971, ο οποίος πρώτος περιέγραψε ότι οι όγκοι όσο και οι μεταστάσεις 

πρέπει να αποκτήσουν τη δυνατότητα παροχής αίματος για να μεγαλώσουν πέραν του 

μεγέθους των 2-3 mm3. Ακολούθησαν χιλιάδες μελέτες τόσο σε φυσιολογικούς όσο και 

νεοπλασματικούς ιστούς ανθρώπων αλλά και σε πειραματόζωα. Οι μελέτες αυτές μας έδειξαν 

πόσο πολύπλοκος είναι ο μηχανισμός αυτός και ότι έχει σημαντικές διαφορές στους 

διάφορους οργανισμούς.

Το καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης είναι ένα συχνό νεόπλασμα με κάποιες ιδιαιτερό­

τητες, αφού μελέτες σε γενετικό επίπεδο μας δείχνουν ότι έχει δύο διαφορετικές οδούς (με­

ταλλάξεις) προέλευσης. Επίσης η ιδιαιτερότητά του, ότι είναι θηλώδες με ινοαγγειακούς άξο­

νες, που δυσκολεύουν τη μελέτη και εκτίμηση της νεοαγγειογένεσης. Στην παρούσα εργασία 

μελετήσαμε τους πλέον γνωστούς αγγειογενετικούς παράγοντες, όπως τον αγγειακό ενδοθη- 

λιακό αυξητικό παράγοντα (VEGF), τον παράγοντα επάγοντα την υποξία-ΐα και -2α (HDF- 

la/HIF-2a), τον αιμοπεταλιακό ενδοθηλιακό αυξητικό τιαράγοντα/ Φωσφορυλάση της θυμι- 

δίνης (PD-ECGF/TP), και τη θρομβοσπονδίνη-1 (TSP-1), όπου για την τελευταία μέχρι και 

σήμερα υπάρχουν αντιφατικές απόψεις για τη δράση της στο μηχανισμό αυτό. Η έκφραση 

των παραγόντων αυτών συσχετίστηκε με την αγγειακή πυκνότητα, την αυξητική 

δραστηριότητα του νεοπλάσματος καθώς επίσης και με γνωστές κλινικοπαθολογοανατομικές 

παραμέτρους.

Η κατανόηση του μηχανισμού δράσης των παραγόντων αυτών στο ουροθηλιακό καρκί­

νωμα του ανθρώπου σκοπό έχει να αποτελέσει τη βάση για νέες μελέτες δημιουργίας φαρμά­

κων που να μπορούν να καταστείλουν το μηχανισμό, αυτό αφού όπως φαίνεται ίσως αποτελεί 

την αχίλλειο πτέρνα για τον καρκίνο.
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1. ΕιιΒρυολονία ουοοδόγου κύστεως

Η ουροδόχος κύστη προέρχεται από την αμάρα και τους μεσονεφρικούς πόρους. Η 

πρωτογενής αμάρα χωρίζεται με το ουρο-ορθικό διάφραγμα στον ουρογεννητικό σωλήνα και 

στο ορθό. Ο ουρογεννητικός σωλήνας βρίσκεται στο οπίσθιο τοίχωμα του εμβρυϊκού 

κοιλώματος, και χωρίζεται σε τρεις περιοχές [ 1  ].

Α) την κρανιακή ή κυστική 

Β) την μέση ή πυελική 

Γ) την ουραία ή φαλλική

Η κρανιακή ή κυστική περιοχή του ουρογεννητικού σωλήνα έρχεται σε επαφή με τους 

μεσονεφρικούς πόρους και τον αλλαντοειδή υμένα, απ’ τον οποίο θα σχηματιστεί η ουροδό­

χος κύστη. Από τη μέση ή πυελική περιοχή σχηματίζονται, στον μεν άνδρα, η προστατική 

μοίρα της ουρήθρας, το επιθήλιο, η υμενώδης μοίρα της ουρήθρας και οι βολβουρηθραίοι 

αδένες, στη δε γυναίκα, η υμενώδης μοίρα της ουρήθρας και τμήμα του κόλπου. Τέλος από 

το ουραίο τμήμα του ουρογεννητικού σωλήνα σχηματίζεται η σηραγγώδης μοίρα της 

ουρήθρας στον άνδρα και ο πρόδρομος του κολεού στη γυναίκα.

Έτσι το κυρίως τμήμα της ουροδόχου κύστεως σχηματίζεται από το κρανιακό άκρο του 

ουρογεννητικού σωλήνα το οποίο έρχεται σε επαφή με τον αλλαντοειδή υμένα Μετά τη γέν­

νηση ο αλλαντοειδής υμένας εκφυλίζεται σχηματίζοντας τον ουραχό και, τέλος, τον μέσο ομ- 

φαλοκυστικό σύνδεσμο, ο οποίος εκτείνεται από τον θόλο της ουροδόχου κύστεως έως τον 

ομφαλό [1]. Το κυστικό τρίγωνο σχηματίζεται από το σημείο επαφής του κρανιακού άκρου 

με τους μεσονεφρικούς πόρους. Καθώς η κύστη αναπτύσσεται και διογκώνεται, οι 

μεσονεφρικοί πόροι ενσωματώνονται στο τοίχωμα της κύστεως παρασύροντας μαζί και τους 

ουρητήρες. Περαιτέρω ανάπτυξη οδηγεί σε σχηματισμό των ουρητηρικών στομίων και τελικά 

οι ουρητήρες καταλήγουν στη βάση της κύστεως αμφοτερόπλευρα, ενώ οι μεσονεφρικοί 

πόροι ενώνονται μεταξύ τους για να σχηματίσουν την προστατική μοίρα της ουρήθρας και 

τους σπερματικούς πόρους στον άνδρα, ενώ στη γυναίκα εκφυλίζονται. Το μεταβατικού 

τύπου επιθήλιο της ουροδόχου κύστεως προέρχεται από το ενδόδερμα του ουρογεννητικού
I

I
I
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σωλήνα, το χόριο και ο μυϊκός ιστός προέρχονται από το γειτονικό σπλαχνικό μεσέγχυμα [2 ], 

ενώ το κυστικό τρίγωνο αρχικά έχει μεσοδερμικής προέλευσης επιθήλιο λόγω του 

σχηματισμού του από τους μεσονεφρικούς πόρους και τους ουρητήρες και ακολούθως 

αντικαθίσταται ακολούθως από ενδοδερμικής προέλευσης επιθήλιο [1 ].

2. Ανατοιιία-Ιστολονία ουοοδόγου κύστεωα

Στον ενήλικο, η κενή περιεχομένου ουροδόχος κύστη καταλαμβάνει τον προσθιοπλάγιο 

χώρο της ελάσσονος πυέλου. Όταν είναι γεμάτη διογκώνεται για να φτάσει έως και το ύψος 

του ομφαλού. Κείται ελεύθερη εντός του ινολιπώδους ιστού της πυέλου σε όλη την περίμετρο 

της, πλην του αυχένα, ο οποίος στους άντρες καθηλώνεται από τον ηβοπροστατικό σύνδεσμο 

και στις γυναίκες από τον ηβοκυστικό [3,4]. Στη στήριξή της συμβάλλουν επίσης οι 

ομφαλοκυστικοί σύνδεσμοι (ο μέσος που αποτελεί υπόλειμμα του ουραχού, και οι δύο 

πλάγιοι, υπολείμματα των δυο ομφαλικών αρτηριών του εμβρύου) το περιτόναιο, η 

προκυστική περιτονία, το περικύστιο και τα αγγεία. Έτσι, ενώ ο αυχένας είναι 

σταθεροποιημένος, η υπόλοιπη κύστη έχει τη δυνατότητα να διογκώνεται και να παίρνει 

ωοειδές σχήμα όταν είναι γεμάτη.

Κενή περιεχομένου, η κόστη έχει σχήμα τετραεδρικής ανάστροφης πυραμίδας [3] με 

δύο προσθιοπλάγιες επιφάνειες, τη βάση (οπίσθια) και την άνω επιφάνεια. Μόνο η τελευταία 

επιφάνεια επενδύεται από περιτόναιο. Στην οπίσθια επιφάνεια, γνωστή και ως βάση της 

κύστεως, στους άντρες εντοπίζεται το ορθό, οι σπερματοδόχες κύστεις, καθώς και οι λήκυθοι 

των σπερματοδόχων πόρων, ενώ στις γυναίκες ο κόλπος και ο τράχηλος της μήτρας. Προς τα 

άνω, η ουροδόχος κύστη έρχεται σε επαφή με το σιγμοειδές κόλον στους άντρες, ενώ στις 

γυναίκες και με το σώμα της μήτρας. Οι δύο προσθιοπλάγιες επιφάνειες έρχονται σε επαφή 

με την περιτονία του ανελκτήρα μυός του πρωκτού. Το πρόσθιο και ανώτερο σημείο της 

κύστεως είναι γνωστό ως κορυφή ή θόλος. Σ’αυτό το σημείο ενώνονται οι δύο 

προσθιοπλάγιες και η άνω επιφάνεια (εδώ εντοπίζονται τα καρκινώματα του ουραχού). Το 

τρίγωνο εντοπίζεται στη βάση της κύστεως έχει σχήμα τριγωνικό με την κορυφή να 

αντιστοιχεί στο έσω στόμιο της ουρήθρας και η βάση να αφορίζεται από την 

ενδοτοιχωματική πορεία των δυο ουρητήρων. Η ενδοτοιχωματική πορεία των ουρητήρων
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προκαλεί μια υπέγερση του βλεννογόνου, το ουρητηρικό όγκωμα, στα δύο άκρα του οποίου 

αναγνωρίζουμε τα στόμια των ουρητήρων, τα οποία απέχουν μεταξύ τους περίπου 2,5 εκ. σε 

κενή κύστη και 5  εκ. σε γεμάτη. Ο μυϊκός χιτώνας της περιοχής αποτελείται από την επιμήκη 

μυϊκή στοιβάδα των ουρητήρων και τον εξωστήρα μυ της κύστεως, ενώ το ενδοκυστικό 

τμήμα των ουρητήρων περιβάλλεται από ινομυϊκό έλυτρο, το έλυτρο του Waldeyer. Το 

κατώτατο σημείο της κύστεως λέγεται αυχένας και είναι το σημείο όπου συγκλίνουν η 

οπίσθια και οι δύο προσθιοπλάγιες επιφάνειες. Στους άντρες το σημείο αυτό εξωτερικά 

συνορεύει με τον προστάτη αδένα που βρίσκεται ακριβώς από κάτω. Εδώ διαπλέκονται οι 

μύες του τριγώνου (έσω επιμήκης μυς του ουρητήρα και το έλυτρο του Waldeyer), ο 

εξωστήρας μυς της κύστεως και οι μύες της ουρήθρας, σχηματίζοντας τον έσω σφικτήρα 

στους άντρες (κυκλοτερής διάταξη των μυϊκών ινών). Στις γυναίκες οι μυϊκές ίνες έχουν 

επιμήκη φορά και έτσι δεν σχηματίζουν σφικτήρα.

Τα αγγεία: Οι αρτηρίες της ουροδόχου κύστεως είναι δύο σε κάθε πλάγιο, η άνω κυ- 

στική (κλάδος της ομφαλικής) και η κάτω κυστική (κλάδος της έσω λαγόνιας) [3,6]. Οι 

κυστικές φλέβες εκβάλλουν στην έσω λαγόνια φλέβα.

Τα λεμφαγγεία εκβάλλουν στα πρόσθια και στα πλάγια κυστικά λεμφογάγγλια, μερικά 

δε στα έσω λαγόνια.

Νεύρωση: Το συμπαθητικό (κλάδοι των Θ 11-Ο2) νευρώνει τους μύς του τριγώνου και 

τον έσω σφικτήρα, αυξάνοντας τον τόνο των σφικτήρων και αναστέλλοντας τον τόνο του ε­

ξωστήρα, ενώ οι παρασυμπαθητικές ίνες Ι2-Ι4 δρούν αντίθετα.

Ιστολογία: Η ουροδόχος κύστη επενδύεται από μεταβατικού τύπου επιθήλιο. Σε κενή 

περιεχομένου κύστη ο βλεννογόνος σχηματίζει πτυχώσεις και τα κύτταρα είναι 

υποστρόγγυλα, με την ελεύθερη επιφάνειά τους σε σχήμα θόλου. Όταν η κύστη είναι πλήρης, 

οι πτυχώσεις εξαφανίζονται, τα δε κύτταρα αποπλατύνονται. Το επιθήλιο έχει πάχος 6-7 

κύτταρων και χωρίζεται σε τρία επίπεδα: α) τα επιφανειακά κύτταρα, τα οποία έρχονται σε 

επαφή με το περιεχόμενο της κύστεως (ούρα), β) τα ενδιάμεσου τύπου κύτταρα, και γ) τα 

βασικά κύτταρα, τα οποία εδράζονται στη βασική μεμβράνη. Όταν η κύστη είναι διατεταμένη 

τότε το επιθήλιο έχει πάχος 2-3 αποπλατυσμένων κυττάρων.

Τα επιφανειακά κύτταρα, ή κύτταρα-ομπρέλα όπως αλλιώς λέγονται, είναι μεγάλα, 

συχνά ελλειπτικού σχήματος. Είναι δυνατόν να είναι διπύρηνα, με άφθονο ηωσινόφιλο 

κυτταρόπλασμα, και πυρήνα που θυμίζει αναγεννητικού τύπου αλλοιώσεις [5]. Προς την 

πλευρά της κοιλότητας επενδύονται από κυτταροπλασματική μεμβράνη, η οποία έχει τρεις
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στοιβάδες, δύο πλούσιες σε ηλεκτρόνια και μία κεντρική στιλπνή. Αυτή έχει ανομοιόμορφο 

πάχος, γι’ αυτό λέγεται και ασύμμετρη μεμβράνη.

Τα ενδιαμέσου τύπου κύτταρα ή πυραμοειδή έχουν πάχος έως και πέντε στοίχους. 

Είναι μέτρια επιμηκυσμένα, με τον επιμήκη άξονα κάθετο στην βασική μεμβράνη κατά την 

ηρεμία, και παράλληλο όταν η κύστη είναι διατεταμένη. Έχουν ωοειδή πυρήνα με 

λεπτοκοκκιώδη χρωματίνη και υποσημαινόμενο πυρήνιο. Υπάρχουν σαφή 

κυτταροπλασματικά όρια. Τα κύτταρα αυτά συνδέονται μεταξύ τους με δεσμοσώματα.

Τέλος, στη βάση αναγνωρίζεται ένας στοίχος κυβικών έως αποπλατυσμένων κυττάρων, 

τα οποία είναι μικρά, με λίγο κυτταρόπλασμα, εδράζονται επί της βασικής μεμβράνης και 

απαρτίζουν τη βασική στοιβάδα. Το ουροθήλιο κατά θέσεις καταδύεται στο υποκείμενο 

χόριο για να σχηματίσει τους αδένες του Brunn οι οποίοι με την πάροδο του χρόνου χάνουν 

την συνέχεια τους με το υπερκείμενο επιθήλιο και διατείνονται κυστικά. Το επιθήλιο μπορεί 

να μεταπλασθεί προς πλακώδες (στην περιοχή του τριγώνου συχνότερα ή σε εκκολπώματα 

της κύστεως). Η πλακώδης μετάπλαση στις γυναίκες εντοπίζεται στην περιοχή του τριγώνου, 

έχει άφθονο γλυκογόνο, δεν κερατινοποιείται και μοιάζει με εξωτραχηλικό επιθήλιο. 

Οπουδήποτε αλλού, καθώς και στο ανδρικό φύλο, η πλακώδης μετάπλαση μπορεί να είναι 

κερατινοποιούμενου τύπου με έντονη παρακεράτωση ή με σχηματισμό κοκκιώδους 

στοιβάδας [6]. Άλλος τύπος μετάπλασης είναι η αδενικού τύπου, κατά την οποία 

αναγνωρίζονται υψηλά κυλινδρικά κύτταρα όπως στο λεπτό έντερο, καλυκοειδή, ή ακόμα και 

κύτταρα Paneth. Αυτός ο τύπος είναι συχνότερος σε αδενική κυστίτιδα, χρόνια φλεγμονή ή 

ερεθισμό, καθώς και σε εκστροφή της κύστεως. Το νεφρογενές αδένωμα είναι μεταπλαστική 

αλλοίωση από κυβικά η δίκην «παπουτσόπροκας» (hobnail) κύτταρα με διαυγές ή 

ηωσινόφιλο κυτταρόπλασμα και μικρό πυρήνα, τα οποία σχηματίζουν θηλές ή σωλήνια. Τα 

σωλήνια καταδύονται στο χόριο, ενώ περιβάλλονται από υαλοειδοποιημένη βασική 

μεμβράνη [7].

Το χόριο βρίσκεται μεταξύ βασικής μεμβράνης και μυϊκού χιτώνα και αποιελείται από 

πυκνό συνδετικό ιστό με πλούσιο αγγειακό δίκτυο, λεμφαγγεία, νευρικές απολήξεις και λίγες 

ελαστικές ίνες [8,9,10]. Μπορούμε να το διαιρέσουμε σε δύο επίπεδα: το επιπολής, το οποίο 

αποτελείται από πυκνό κολλαγόνο συνδετικό ιστό, και το εν τω βάθει, το οποίο αποτελείται 

από χαλαρό συνδετικό ιστό, κολλαγόνες και ελαστικές ίνες. Το εν τω βάθει είναι χαλαρό 

στοιχείο που βοηθά στον σχηματισμό πτυχών όταν η κύστη είναι κενή. Στο χόριο 

αναγνωρίζονται μέσου μεγέθους αρτηρίες και φλέβες. Υπάρχουν επίσης και μικρά ασυνεχή 

τμήματα λείων μυϊκών ινών, συχνά κοντά σε αγγεία, τα οποία δεν θεωρούνται συνέχεια του
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μυϊκού χιτώνα [11,12], και σπάνια συνέχονται με αυτόν [12]. Ωστόσο, ενίοτε βρίσκονται σε 

συνέχεια μεταξύ τους, σχηματίζοντας μια τυπική βλεννογόνια μυϊκή στοιβάδα. Αξίζει να 

επίσημόνουμε τη σημαντικότητα και δυσκολία της αναγνώρισης αυτών στο βιοπτικό υλικό 

και της διαφορικής διάγνωσης τους από ίνες μυϊκού χιτώνα, καθώς και της διήθησης τους ή 

όχι από το νεόπλασμα. Στο χόριο δεν υπάρχουν αδένες, πλην της περιοχής γύρω από το έσω 

στόμιο της ουρήθρας όπου βρίσκουμε βλεννοεκκριτικούς αδένες.

Ο μυϊκός χιτώνας αποτελείται από τρεις στοιβάδες λείων μυϊκών ινών, οι οποίες δια- 

πλέκονται μεταξύ τους, πλην της περιοχής του αυχένα όπου ξεχωρίζουν σε τρεις στοίχους, 

έσω και έξω επιμήκη και ένα μέσο κυκλοτερή. Έτσι, σε εγκάρσια διατομή βλέπουμε δεμάτια 

μυϊκών ινών τα οποία διαχωρίζονται μεταξύ τους από μικρή ποσότητα ινώδους συνδετικού 

ιστού, ο οποίος περιέχει αιμοφόρα αγγεία, λεμφαγγεία και νεύρα. Σπάνια αναγνωρίζουμε 

παραγάγγλια. Για λόγους σταδιοποίησης χωρίζουμε τον μυϊκό χιτώνα σε επιπολής και εν τω 

βάθει (ρΤ2 και pT3a). Η εκτίμηση του βάθους διήθησης γίνεται επί του συνολικού πάχους 

αυτού, επειδή λόγω της μορφολογίας του δεν υπάρχουν κάποια συγκεκριμένα ανατομικά 

σημεία να μας βοηθούν. Τέλος, στην περιοχή του έσω στομίου της ουρήθρας, η μέση 

(κυκλοτερής) στοιβάδα, σχηματίζει τον έσω σφιγκτήρα.

Ο υπορογόνιος χιτώνας αποτελείται από πυκνό συνδετικό ιστό, αποτελούμενο από 

κολλαγόνο, ενώ περιέχει και ελαστικές ίνες. Μόνο η άνω επιφάνεια της κύστεως επενδύεται 

από ορογόνο, ενώ η υπόλοιπη από ινολιπώδη ιστό.

3. Καρκίνος της ουροδόγου κύστεως

3.1 Συγνότητα

Στις Η.Π.Α. ο καρκίνος της ουροδόχου κύστεως αποτελεί το έβδομο σε συχνότητα κα­

κοήθες νεόπλασμα του ανθρώπινου σώματος και ευθύνεται για το 3% των θανάτων από κα- 

κοήθεια [13,14], Κατά το έτος 2003 αναμένονταν 57.000 νέα περιστατικά (42.000 άντρες και

15.000 γυναίκες), ποσοστό 28,5 νέες περιπτώσεις ανά 100.000 πληθυσμό (23 άντρες και 5,5 

γυναίκες). Επίσης αναμένονταν 12.500 θάνατοι από καρκίνο της ουροδόχου κύστεως (8.500 

άντρες και 4.000 γυναίκες), ποσοστό 6 περιπτώσεις ανά 100.000 (4 άντρες και 2 γυναίκες).

Στην Ευρωπαϊκή Ένωση η επίπτωση της νόσου είναι λίγο μικρότερη: 21,5 νέες περι­

πτώσεις ανά 100.000 πληθυσμό (18 άντρες και 3,5 γυναίκες). Η θνησιμότητα ανέρχεται 

στους 5 θανάτους ανά 100.000 (3,5 άντρες και 1,5 γυναίκες).
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3.2 Ποοδιαθεσικοί παράγοντες 

Ως παράγοντες κινδύνου για την νόσο, θεωρούνται:

1) Το κάπνισμα: Ενοχοποιούνται οι β-Ναφθυλαμίνες όπως και οι Νιτροζαμίνες. Αποτελεί 

τον πιο σημαντικό προδιαθεσικό παράγοντα και γίνεται πιο επικίνδυνο όταν συνδυάζεται με 

επαγγελματική έκθεση [15].

2) Η  επαγγελματική έκθεση: Έχουν ενοχοποιηθεί οι αρωματικές αμίνες (εργοστάσια κα­

τασκευής ή επεξεργασίας ελαστικών, δέρματος, υφασμάτων, χρωμάτων, αλουμινίου, τυπο­

γραφεία, αναθυμιάσεις υγρών καυσίμων, κομμωτήρια, κ.α. [13,15,16]).

3) Φυλή: Οι λευκοί της Αμερικής έχουν διπλάσιο κίνδυνο σε σχέση με τους μαύρους.

4) Ηλικία: Ο κινδύνος αυξάνει με την ηλικία, με μέση ηλικία κατά τη διάγνωση τα 65-70 

έτη. Μόνο το 1% των κακοήθων νεοπλασμάτων της ουροδόχου κύστεως προσβάλλει ηλικίες 

κάτω των 40 ετών.

5) Φύλο: Είναι τέσσερις φορές συχνότερος στους άντρες παρά στις γυναίκες. Εδώ πρέπει 

να λάβουμε υπόψη ότι οι άντρες είναι σε μεγαλύτερο ποσοστό καπνιστές, καθώς επίσης και 

το ότι εκτίθενται σε επαγγελματικό κίνδυνο σε μεγαλύτερο ποσοστό σε σχέση με τις γυναί­

κες.

6) Χρόνιες φλεγμονές της κύστεως: Τόσο οι χρόνιες φλεγμονές, όσο ο χρόνιος ερεθισμός 

του βλεννογόνου (λίθοι, μακροχρόνια χρήση ουροκαθετήρα) έχουν ενοχοποιηθεί για το καρ­

κίνωμα της κύστεως. Συνηθέστερο δε σε τέτοιες περιπτώσεις είναι το καρκίνωμα εκ 

πλακωδών κυττάρων. Από τα παράσιτα αναφέρονται το Schistosoma hematobium [14], το 

οποίο συναντάται συχνά στη Βόρειο Αφρική (Αίγυπτο).

7) Ιστορικό καρκινώματος ουροδόχου κύστεως: Συχνή είναι η εμφάνιση δεύτερου νεο­

πλάσματος είτε στην κύστη είτε σε άλλη θέση, όπως στον ουρητήρα ή στην ουρήθρα.

8) Συγγενείς ανωμαλίες της περιοχής: Υπολείμματα του ουραχού ενοχοποιούνται για 

λιγότερο από το 0,5% των νεοπλασμάτων της κύστεως, και συγκεκριμένα για αδενοκαρκινώ- 

ματα. Αποτελούν όμως το 1/3 των αδενοκαρκινωμάτων της περιοχής. Άλλη συγγενής 

ανωμαλία που αυξάνει τον κίνδυνο, λιγότερο συχνή όμως, είναι η εκστροφή της κύστεως.

9) Δ ιαιτητικοί παράγοντες: Τροφές πλούσιες σε λιπαρά, έλλειψη βιταμίνης Α όπως και 

το χλωριωμένο νερό.

10) Φ άρμακα: (κυκλοφοσφαμίδη, φαινακετίνη).

11) Άλλα: Μεταβολίτες της ουρίας, ορμόνες, καυσαέρια, αλκοόλ, κ.ά.

12) Γενετικοί παράγοντες: Ορισμένοι άνθρωποι πιστεύεται ότι είναι πιο ευαίσθητοι σε κά­

ποιους από τους προαναφερθέντες παράγοντες.
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3.3 Κλινική Συιιπτωιιατολονία

Η κλινική συμπτωματολογία ποικίλει από περιοχή σε περιοχή [17]. Για παράδειγμα σε 

περιοχές όπου ενδημεί το Sch. Hematobium, ο συχνότερος ιστολογικός τύπος είναι το 

καρκίνωμα εκ πλακωδών επιθηλίων, το οποίο είναι επιθετικό νεόπλασμα διηθητικά 

αναπτυσσόμενο, έτσι κλινικά ο ασθενής έρχεται με αιματουρία και ιστορικό που ταιριάζει με 

χρόνια κυστίτιδα. Σ’ αυτές τις περιοχές το καρκίνωμα της ουροδόχου κύστεως ίσως αποτελεί 

το συχνότερο αίτιο θανάτου από όλες τις κακοήθειες. Στην Αμερική αποτελεί μόνο το 4 % 

έως 10 % των κακοηθειών [18]. Σε νεαρές ηλικίες κάτω των 40 ετών είναι σπάνιο, λιγότερο 

του 1% και συνήθως είναι χαμηλού βαθμού κακοηθείας, μη διηθητικό, εκ μεταβατικού 

επιθηλίου [19] καρκίνωμα.

Η συμπτωματολογία είναι πιο έντονη στα χαμηλής διαφοροποίησης και διηθητικά νεο­

πλάσματα, όπως ανώδυνη μακροσκοπική αιματουρία ή και βαριά αιματουρία από διήθηση 

κάποιου αγγείου με ή χωρίς άλλα υποκειμενικά ενοχλήματα. Λόγω της μείωσης της 

χωρητικότητας της ουροδόχου κύστεως είτε γιατί το νεόπλασμα είναι εξωφυτικό και 

καταλαμβάνει κάποιο χώρο ή είτε γιατί έχει διηθητική ανάπτυξη οπότε το τοίχωμα της 

κύστεως χάνει την ελαστικότητα και διατασιμότητα του, αλλά και λόγω συνοδού κυστίτιδας 

που μπορεί να συνυπάρχει με το νεόπλασμα, μπορεί να προκαλούν δυσουρία ή καυσαλγία 

κατά την ούρηση, συχνουρία, νυκτουρία και επιτακτική ούρηση. Σε προχωρημένα διηθητικά 

νεοπλάσματα ίσως έχουμε συμπτωματολογία από απόφραξη των ουρητηρικών στομίων 

(πόνος κατά την οσφυϊκή χώρα λόγω υδρονέφρωσης) αλλά και λόγω διήθησης γειτονικών 

οργάνων, αγγείων, νεύρων και λεμφαγγείων.

Γενική συμπτωματολογία όπως αδυναμία, αναιμία, ανορεξία και απώλεια βάρους παρα- 

τηρείται σε προχωρημένη νόσο.

Στα θηλώδη μη διηθητικά καρκινώματα συχνά έχουμε διαλείπουσα μακροσκοπική αι­

ματουρία, δυσουρία ή και υπερηβικό πόνο [19].

Τα σαρκώματα συχνά ανιχνεύονται σαν ψηλαφητή υπερηβική μάζα [19].

Οι ασθενείς είναι δυνατόν να εμφανίζουν συμπτωματολογία για λίγους μήνες ή κάποια 

χρόνια μέχρι να επισκεφθούν κάποιο γιατρό [19], δεδομένου ότι ασθενείς με χαμηλού βαθμού 

κακοηθείας ουροθηλιακό νεόπλασμα μπορούν να ζήσουν μία σχεδόν φυσιολογική ζωή.

Δυσουρία ή και εικόνα κυστίτιδας αποτελούν τα πρώτα συμπτώματα των νεοπλασμά­

των της ουροδόχου κύστεως οπότε σε εμμένουσα συμπτωματολογία σε άτομα άνω των 40
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ετών πρέπει να γίνεται διερεύνηση για αποκλεισμό νεοπλάσματος του κατώτερου ουροποιη­

τικού συστήματος.

3.4 ΙστολοΎΐκύ ταΕινόιι/nrm

Τα τελευταία χρόνια έχουν μεταβληθεί σημαντικά οι γνώσεις μας για τις αλλοιώσεις της 

ουροδόχου κυστεως, τόσο τις νεοπλασματικές όσο και τις μη νεοπλασματικές. Αυτό οδήγησε 

στη δημιουργία νέων ταξινομήσεων σε σχετικά μικρό χρονικό διάστημα. Επιγραμματικά 

αναφέρουμε την Ash/Broders, την WHO ’73 (World Health Organization) [23], του Bergkvist 

, του Murphy ’94, την WHO/ISUP ’98 (World Health Organization/ International Society of 

Urologic Pathologist) [21] τελευταία την WHO ’99 [22] αλλά και αρκετές άλλες 

προτεινόμενες κατά καιρούς. Ως σημαντικότερες μπορούν να θεωρηθούν η ταξινόμηση του 

Murphy το 1994 [14] και της WHO/ISUP ’98.

Η πιο πρόσφατη ιστολογική ταξινόμηση των αλλοιώσεων της ουροδόχου κύστεως 

είναι της WHO’99 η οποία έχει ως εξής [21,22].

(Κωδικός)
1. Επιθηλιακοί όγκοι της ουροδόχου κύστεως
1.1. Καλοήθεις όγκοι της ουροδόχου κυστεως
1.1 ,α. Ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) θήλωμα 8121/0
1.1 .β. Ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) θήλωμα, ανάστροφου τύπου 8121/0
1.1 .γ. Θήλωμα εκ πλακωδών επιθηλίων 8052/0
1.1. δ. Λαχνωτό Αδένωμα 8261/0
1.2. Θηλώδες ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) νεόπλασμα

χαμηλούκακόηθους δυναμικού 8130/1
1.3. Κακοήθειες
1.3.1. Ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) καρκίνωμα 8120/3
1.3.1 .α. Θηλώδες ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) καρκίνωμα

(Ιστολογικός βαθμός κακοήθειας Ι-ΙΙ-ΙΙΙ) 8130/3
1.3.1 .β. Διηθητικό ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) καρκίνωμα

(Ιστολογικός βαθμός κακοήθειας Ι-ΙΙ-ΙΙΙ) 8120/3
1.3.1 .γ. Ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) καρκίνωμα in situ

(ενδοεπιθηλιακό) 8120/2
1.3.1 .δ. Ατυπία/ Δυσπλασία 4000
1.3.1 .ε. Άλλοι τύποι ουροθηλιακών καρκινωμάτων
1.3.2. Καρκίνωμα εκ πλακωδών κυττάρων 8070/3
1.3.2.1. Ακροχορδον καρκίνωμα 8051/3
1.3.3. Αδενοκαρκίνωμα 8140/3
1.3.4. Καρκίνωμα ουραχού 8010/3
1.3.5. Διαυγοκυτταρικό καρκίνωμα 8310/3
1.3.6. Μικροκυτταρικού τύπου καρκίνωμα 8041/3
1.3.7. Αδιαφοροποίητο καρκίνωμα 8020/3
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2. Μη επιθηλιακής προέλευσης όγκοι
3. Μεσεγχυματικής προέλευσης όγκοι
3.1. Παραγαγγλίωμα 8680/1
3.2. Νεοπλάσματα αιμοποιητικού και λεμφικού ιστού
3.3. Καρκινοσάρκωμα 8980/3
3.4. Κακόηθες μελάνωμα 8720/3
4. Μεταστατικοί όγκοι και διήθηση από νεοπλάσματα γειτονικών ιστών
5. Μη ταξινομούμενοι όγκοι
6. Ανωμαλίες επιθηλίου
6.1. Υπερπλασία 72000
6.1.1 Επίπεδη ουροθηλιακή (εκ μεταβατικού επιθηλίου) υπερπλασία 72000
6.1.2. Θηλώδης ουροθηλιακή (εκ μεταβατικού επιθηλίου) υπερπλασία 72050
6.2. Αντιδραστική ατυπία
6.3. Ατυπία ακαθόριστης σημαντικότητας
6.4. Αδένια von Brunn 76060
6.5. Κυστική κυστίτιδα 73370
6.6. Αδενικού τύπου μετάπλαση 73300
6.7. Νεφρογενές αδένωμα 73380
6.8. Πλακώδους τύπου μετάπλαση 73220
6.9. Αλλοιώσεις επίδρασης θεραπείας

3.5 Ιστολογικός BaBuoc διαφοροποίησης

Καρκίνωμα in situ (υψηλού βαθμού ενδοουροθηλιακή νεοπλασία)

Το καρκίνωμα in situ είναι μια επίπεδη αλλοίωση με κυτταρολογικά χαρακτηριστικά 

παρόμοια των θηλωδών καρκινωμάτων υψηλού βαθμού κακοήθειας. Χαρακτηρίζεται από 

κύτταρα με μεγάλους, βαθυχρωματικούς και ανώμαλους πυρήνες όπως και αυξημένο αριθμό 

πυρηνοκινησιών που εντοπίζονται σε όλο το πάχος της ενδοεπιθηλιακής ανάπτυξης. Η 

κλασσική μορφή του in situ Ca αφορά όλο το πάχος του ουροθηλίου αλλά μπορεί να 

εμφανιστεί με άλλες παραλλαγές όπως α) Παζετοειδής ανάπτυξη με παρουσία διάσπαρτων 

μεμονωμένων άτυπων κυττάρων, ή ομάδων κυττάρων σε φυσιολογικό ουροθήλιο, β) 

Εκτεταμένη απόπτωση του δυσπλαστικού ουροθηλίου με παραμονή λίγων άτυπων κυττάρων 

που υποδηλώνουν την παρουσία του καρκινώματος (clinging carcinoma in situ), γ) Παρουσία 

άτυπων κυττάρων μόνο στη βάση ή μόνο στις επιφανειακές στιβάδες του ουροθηλίου.

Θηλώδη νεοπλάσματα χαμηλού κακοήθους δυναμικού

Αποτελούν θηλώδεις αλλοιώσεις του ουροθηλίου με φυσιολογική διάταξη των νεοπλα- 

σματικών κυττάρων, μικρή ατυπία πυρήνων και ποικίλο πάχος ουροθηλίου. Παρουσιάζουν
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μικρό αριθμό μιτώσεων οι οποίες, σε αντίθεση με το θηλώδες καρκίνωμα ιστολογικού 

βαθμού κακοήθειας I (grade I), εντοπίζονται μόνο στα κατώτερα στρώματα της αλλοίωσης. 

Αποτελούν το 25% περίπου των θηλωδών νεοπλασμάτων του ουροθηλίου, συχνά 

υποτροπιάζουν, ή εξελίσσονται σε καρκινώματα (10-20%), τα οποία σε ένα ποσοστό 5% θα 

οδηγήσει τελικά στο θάνατο [24].

Θηλώδες καρκίνωμα grade I

Τα grade I θηλώδη νεοπλάσματα του ουροθηλίου αποτελούν μια καλά δομημένη θηλώ- 

δη αλλοίωση του ουροθηλίου, η οποία ιστολογικά αναγνωρίζεται εύκολα και στη μικρή μεγέ­

θυνση [21]. Σε αντίθεση με τα θηλώδη νεοπλάσματα χαμηλού κακοήθους δυναμικού, 

βρίσκουμε μεμονωμένα κύτταρα με πολυμορφία και βαθυχρωμία των πυρήνων καθώς επίσης 

έστω και λίγες μιτώσεις κυττάρων στα επιπολής τμήματα του ουροθηλίου. Τα grade I 

καρκινώματα υποτροπιάζουν συχνά, διηθούν το τοίχωμα, και σε ένα μικρό σχετικά ποσοστό 

5% προκαλούν το θάνατο του ασθενή [24].

Θηλώδες καρκίνωμα grade Π

Τα grade Π θηλώδη νεοπλάσματα του ουροθηλίου παρουσιάζουν ενδιάμεση πυρηνική 

αναπλασία και δομική αναρχία κυττάρων. Ξεχωρίζουν από τα grade I καρκινώματα, λόγω της 

εκτεταμένης απώλειας της αρχιτεκτονικής δομής με διατήρηση ωστόσο μερικών στοιχείων 

οργάνωσης, όπως την πολικότητα και την ομοιομορφία των πυρήνων. Αντίθετα αυτά τα 

στοιχεία δεν αναγνωρίζονται στα grade ΙΠ καρκινώματα [21].

Θηλώδες καρκίνωμα grade III

Τα grade ΙΠ θηλώδη νεοπλάσματα του ουροθηλίου χαρακτηρίζονται από έντονη δομική 

αναρχία η οποία είναι εμφανής και στη μικρή μεγέθυνση. Αυτή προκύπτει τόσο από 

ανωμαλίες της αρχιτεκτονικής δομής όσο και της μορφολογίας των κυττάρων. Παρατηρείται 

τάση των νεοπλασματικών κυττάρων να συρρέουν μεταξύ τους χάνοντας τη διάχυτη και 

ομοιόμορφη κατανομή και την πολικότητα που παρουσιάζουν τα grade Π καρκινώματα [21]. 

Κυτταρολογικά παρατηρείται ένα ευρύ φάσμα κυτταρολογικού πολυμορφισμού με παρουσία 

στις ακραίες θέσεις του φάσματος έντονα αναπλαστικών κυττάρων [21 ].

Αυτά τα καρκινώματα έχουν μεγάλη πιθανότητα να υποτροπιάσουν και να εξελιχθούν 

15-40% [21], ή να συνδυάζονται από την πρώτη τους εμφάνιση με διήθηση του τοιχώματος



13

της ουροδόχου κύστεως. Συχνά συνδυάζονται με in situ καρκίνωμα σε γειτονικές θέσεις του 

βλεννογόνου.

Διηθητικό ουροθηλιακό (εκ μεταβατικού επιθηλίου) καρκίνωμα (Grades Ι-ΙΙ-ΙΠ)

Όπως και τα θηλώδη καρκινώματα, τα διηθητικά καρκινώματα διαβαθμίζονται σε τρεις 

βαθμούς κακοήθειας (grade I έως III) σύμφωνα με το βαθμό της πυρηνικής τους αναπλασίας

3.6 Σταδιοποίηση των όγκων της ουοοδόγου κύστεως

Η Σταδιοποίηση των νεοπλασμάτων της ουροδόχου κύστεως γίνεται με βάση το ΤΝΜ

σύστημα από την AJCC/UICC (American Joint Commission on Cancer /International Union

Against Cancer) όπως αυτό προσδιορίστηκε το 1997 [25].

Παθολογοανατοιιικη σταδιοποίηση ιιε βάση το ΤΝΜ σύστηαα:
Τχ: Πρωτοπαθής όγκος δεν μπορεί να εκτιμηθεί
ΤΟ: Δεν υπάρχει κανένα στοιχείο για πρωτοπαθή όγκο
Ta: Μη διηθητικό θηλώδες καρκίνωμα (in situ-θηλώδες)
Tis: Ενδοεπιθηλιακό καρκίνωμα (in situ-επίπεδος όγκος)
Τ Ι: Ο όγκος διηθεί το χόριο*
Τ2: Ο όγκος διηθεί το μυϊκό χιτώνα
T2a: Ο όγκος διηθεί το μυϊκό χιτώνα, περιορίζεται στο έσω ήμισυ 
T2b: Ο όγκος διηθεί το μυϊκό χιτώνα, διηθεί και το έξω ήμισυ 
Τ3: Ο όγκος διηθεί τον περικυστικό ινολιπώδη ιστό 
T3a: Ο όγκος διηθεί τον περικυστικό ινολιπώδη ιστό, μικροσκοπικά 
T3b: Ο όγκος διηθεί τον περικυστικό ινολιπώδη ιστό, μακροσκοπικά 
Τ4: Ο όγκος διηθεί κάποιο από τα ακόλουθα όργανα: προστάτη αδένα, μήτρα, κόλπο, 

πυελικό ή κοιλιακό τοίχωμα
T4a: Ο όγκος διηθεί τον προστάτη αδένα, ή την μήτρα ή τον κόλπο 
T4b: Ο όγκος διηθεί το πυελικό ή κοιλιακό τοίχωμα

* Αρκετοί ερευνητές βρήκαν ότι ο διαχωρισμός του σταδίου ρΤ Ι σε pTla, pTlb, pTlc, έχοντας ως 
σημείο αναφοράς τη βλεννογόνια μυϊκή στιβάδα (ρΤΙα: πάνω από την βλεννογόνια μυϊκή στιβάδα, pT lb  
επί της βλεννογόνιας μυϊκής και pT lc κάτω από την βλεννογόνια μυϊκή) έχει ιδιαίτερη προγνωστική 
αξία [26,27] Όχι σπάνια η δυνατότητα της εκτίμησης της διήθησης ή όχι της βλεννογόνιας μυϊκής 
στιβάδας είναι δύσκολη ή και αδύνατη. Έτσι η επιτροπή ταξινόμησης της WHO/ISUP’ 98 Θεώρησε την 
υποταξινόμηση αυτή ως προαιρετική [26]
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Επιγώοιοι λεαφαδένεο

Νχ: Επιχώριοι λεμφαδένες δεν μπορούν να εκτιμηθούν 
NO: Δεν υπάρχουν μεταστάσεις επιχώριων λεμφαδένων.
Ν 1: Μετάσταση σε ένα λεμφαδένα, μικρότερο των 2 εκ.
Ν2: Μετάσταση σε ένα λεμφαδένα, μεγαλύτερο των 2 και μικρότερο των 5 εκ, ή πολλαπλές 

λεμφαδενικές μεταστάσεις μικρότερες των 5 εκ.
Ν 3: Μετάσταση σε έναν ή περισσότερους λεμφαδένες μεγαλύτερους των 5 εκ.

Απομακουσαένεο υεταστάσεκ

Μχ: Απομακρυσμένες μεταστάσεις δεν μπορούν να εκτιμηθούν.
ΜΟ: Δεν υπάρχουν απομακρυσμένες μεταστάσεις.
Μ Ι: Παρουσία απομακρυσμένων μεταστάσεων.

Έ τσι η σταδιοποίηση των νεοπλασμάτων της ουροδόχου κύστεως διαμορφώνεται ως εξής:

Πίνακας Α1

Στάδιο Oa Ta NO MO

Στάδιο Ois Tis NO MO

Στάδιο I ΤΙ NO MO

Στάδιο Π T2a NO MO

T2b NO MO

Στάδιο ΠΙ T3a NO MO

T3b NO MO

Στάδιο IV T4a NO MO

T4b NO MO

Any T Nl,2,3 MO

Any T Any N Ml
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3.7 Προγνωστικοί παράγοντες

Τα στατιστικά δεδομένα, σήμερα υποδηλώνουν ότι το 80% των επιφανειακών, μη διη- 

θητικά αναπτυσσόμενων καρκινωμάτων θα υποτροπιάσουν, ενώ το 25% αυτών θα είναι πιο 

επιθετικά (βαθμός διαφοροποίησης-στάδιο) κατά την υποτροπή [28]. Το 10% αυτών των 

καρκινωμάτων θα υποτροπιάσουν με διήθηση του μυϊκού χιτώνα [29]. Τα περισσότερα από 

τα ΤΙ καρκινώματα της ουροδόχου κύστεως είναι υψηλού βαθμού κακοηθείας και το 30-50% 

αυτών κατά τήν υποτροπή είναι πιο επιθετικά (βαθμός διαφοροποίησης) [30,31]. Τα 

περισσότερα από τα pTa καρκινώματα είναι χαμηλού βαθμού κακοηθείας, συχνά δε 

υποτροπιάζουν, αλλά μόνο το 5% αυτών υποτροπιάζουν με διηθητική ανάπτυξη [30]. Τα 

υψηλού βαθμού κακοηθείας pTa έχουν 10-15% μεγαλύτερο κίνδυνο για υποτροπή από ότι τα 

χαμηλού βαθμού, αλλά λιγότερο από ότι τα ρΤΙ [32]. Το 50% περίπου των ασθενών που 

εμφανίζουν διήθηση του μυϊκού χιτώνα θα δώσουν και μεταστατική νόσο.

Το ιδανικό θα ήταν να μπορούσαμε με κάποιο τρόπο να προβλέψουμε όλα αυτά αλλά 

και άλλα πολλά, όπως π.χ. ποιοι ασθενείς θα ανταποκριθούν σε μια θεραπεία, ή ποιοι ασθε­

νείς θα υποτροπιάσουν με ένα πιο επιθετικό νεόπλασμα έτσι ώστε να κάνουμε μια mo ριζική 

και mo αποτελεσματική θεραπεία σε κάθε περίπτωση, π.χ. κυστεκτομή κ.τ.λ.

Όσα αναφέρθηκαν mo πάνω είναι ιστοπαθολογικοί προγνωστικοί παράγοντες. Αυτοί 

είναι οι πρώτοι που μελετήθηκαν όπως έχει συμβεί και σε κάθε άλλο νεοπλασματικό ιστό. Να 

αναφέρω εδώ ότι η μελέτη αυτών και η συσχέτιση τους με την πρόγνωση οδήγησε σε 

τροποποιήσεις των ιστοπαθολογικών ταξινομήσεων. Για παράδειγμα κάποια από τα 

νεοπλάσματα του ουροθηλίου που παλιότερα περιλαμβάνονταν στον όρο «μαλθακά 

θηλώματα» και θεωρούνταν καλοήθεις αλλοιώσεις, βρέθηκε να έχουν διαφορετική, mo 

επιθετική συμπεριφορά, οπότε στις επόμενες ταξινομήσεις είτε εντάχθηκαν στην κατηγορία 

του θηλώδους ουροθηλιακού νεοπλάσματος χαμηλού κακοήθους δυναμικού είτε και σαν 

ουροθηλιακά καρκινώματα βαθμού κακοηθείας I. Πέραν των ιστοπαθολογικών 

προγνωστικών παραγόντων με την ανάπτυξη διαφόρων σύγχρονων τεχνικών όπως η 

ανοσοιστοχημεία, αλλά και μοριακές τεχνικές όπως ο in situ υβριδισμός, η PCR και άλλες, 

μας οδήγησαν στην εκτίμηση διαφόρων βιολογικών παραγόντων και συσχέτιση τους με την 

πρόγνωση. Έτσι υπάρχει μια πληθώρα μελετών πάνω σε αυτούς τους παράγοντες που όχι 

σπάνια τα αποτελέσματα έρχονται σε διαφωνία μεταξύ τους.



16

Πολύ σωστά οι Murphy και συνεργάτες [33] κατατάσσουν τους προγνωστικούς παράγοντες 

στις πιο κάτω ομάδες:

1η: Προγνωστικοί παράγοντες αποδεκτοί από όλους, με επαρκή στοιχεία στη βιβλιογραφία.

2η: Παράγοντες που είναι πιθανό να συσχετίζονται με το καρκίνωμα της ουροδόχου κόστε-

ως. Για τους παράγοντες αυτούς δεν υπάρχουν επαρκή στοιχεία στη βιβλιογραφία, ή 

υπάρχουν αντικρουόμενες απόψεις, όσον αφορά τη συσχέτισή τους με το εν λόγω 

καρκίνωμα.

3η: Παράγοντες αμφιβόλου αξίας, λόγω ανεπαρκών στοιχείων συσχέτισης, ή λόγω απο­

κλεισμού τους από πολλές μελέτες.

1) Στάδιο νόσου: Έως σήμερα θεωρείται ο πιο σημαντικός παράγοντας. Τα προτεινόμενα 

κατά καιρούς συστήματα σταδιοποίησης στηρίζονται στη διαφορά πρόγνωσης που έχουν οι 

ασθενείς ανάλογα με το βάθος διήθησης [34-36].

2) Διήθηση λεμφαδένων: Αυτός ο παράγοντας εντάσσεται στη σταδιοποίηση και αποτε­

λεί κακό προγνωστικό παράγοντα [35,37-39].

3) Ιστολογικός βαθμός διαφοροποίησης: Όπως και οι λεμφαδενικές μεταστάσεις, έτσι 

και ο ιστολογικός βαθμός διαφοροποίησης συνδέεται με το στάδιο της νόσου, αφού διήθηση 

του μυϊκού χιτώνα έχουμε πολύ συχνά στο grade ΙΠ, ενώ το grade I σπάνια έχει διηθητική 

ανάπτυξη. Παρόλα αυτά θεωρείται ανεξάρτητος προγνωστικός παράγοντας όπως 

αποδεικνύεται από πολλές μελέτες [30,37,40-42],

4) Τύπος νεοπλάσματος: Είναι γνωστό ότι κάποιοι τύποι νεοπλασμάτων, π.χ. μικροκυτ- 

ταρικού τύπου καρκίνωμα, αδενοκαρκίνωμα ή καρκινοσάρκωμα, έχουν χειρότερη πρόγνωση 

[43-45].

5) Διήθηση του προστάτη αδένα: Η διήθηση του προστάτη αδένα εντάσσεται στη στα- 

διοποίηση της νόσου. Μπορεί να γίνει είτε κατά συνέχεια ιστού είτε όχι, με πολύ πιο 

επιβαρημένη πρόγνωση στην πρώτη περίπτωση [46,47],

6) Η λικία Ασθενούς: Τα νεοπλάσματα που εμφανίζονται τις πρώτες δύο δεκαετίες της 

ζωής συνήθως είναι καλής διαφοροποίησης, οπότε έχουν πολύ καλή πρόγνωση [48-50].

7) Εντόπιση: Τα νεοπλάσματα τα οποία εντοπίζονται στον αυχένα της ουροδόχου κύστε- 

ως έχουν χειρότερη πρόγνωση. Αυτά που εντοπίζονται στο θόλο της κύστεως είναι ανώτερης
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διαφοροποίησης, σε αντίθεση με αυτά που εντοπίζονται στα πλάγια τοιχώματα της κύστεως 

[51].

8) Εναπομείνασες υπολειμματικές αλλοιώσεις στην κύστη: Η παρουσία πολυεστιακού 

νεοπλάσματος ή in situ καρκινώματος σε άλλη θέση, επιβαρύνουν την πρόγνωση του ασθε­

νούς [52-55],

9) Διήθηση αγγείων: Παρουσία νεοπλασματικών εμβόλων εντός αιμοφόρων αγγείων ή 

λεμφαγγείων, αποτελεί κακό προγνωστικό παράγοντα [35,38,56].
* 4

10) Θετική κυτταρολογική εξέταση ούρων μετά από θεραπεία: Εάν μετά από χημειοθε­

ραπεία γνωστού καρκινώματος κύστεως, έχουμε θετική κυτταρολογική εξέταση ούρων, έστω 

και εάν ενδσσκοπικά αυτό δεν επιβεβαιώνεται, αποτελεί κακό προγνωστικό παράγοντα για 

την έκβαση της νόσου [57], ενώ αρνητική κυτταρολογική εξέταση μετά από χημειοθεραπεία 

αποτελεί καλό προγνωστικό παράγοντα [58].

11) Πλοειδία του DNA: Η αναγνώριση πλοειδίας του DNA με διάφορες τεχνικές που έ­

χουμε στη διάθεση μας, π.χ. κυτταρομετρία ροής, αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παρά­

γοντα [59-62].

12) Μορφομετρικές ανωμαλίες [63,64].

13) Ο τύπος των ορίων του νεοπλάσματος: Τα νεοπλάσματα που έχουν την τάση να ω­

θούν στο όριο τους το υγιές, και η συνύπαρξη λεμφαγγειακής αντίδρασης έχουν καλύτερη 

πρόγνωση [65].

Με την αύξηση της γνώσης μας σε επίπεδο μοριακής βιολογίας ανακαλύφθηκαν αρκε­

τοί μοριακοί δείκτες οι οποίοι λιγότερο ή περισσότερο συσχετίζονται με την πρόγνωση του 

ουροθηλιακού καρκινώματος όπως:

14) Αντιγόνα που συσχετίζονται με τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων: Οι δείκτες 

πολλαπλασιασμού Ki-67 και PCNA βρέθηκαν να συσχετίζονται με την πρόγνωση της νόσου 

[66,71].

15) Γονίδια ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου (ρ53, Rb, ρ21, ρ27): Η πυρηνική υπερέκ- 

φραση του γονιδίου αυτού συσχετίσθηκε με την υποτροπή της νόσου και την επιβίωση [66- 

71]. Τα νεοπλάσματα της ουροδόχου κύστεως που εκφράζουν το γονίδιο Rb έχουν πιο 

επιθετική συμπεριφορά από τα άλλα, αλλά δεν είναι βέβαιο εάν αυτό αποτελεί ανεξάρτητο 

προγνωστικό παράγοντα [72,73]. Η έκφραση των πρωτεϊνών p21WAF1/Cipl και ρ27κ,ρ1 

συσχετίσθηκαν με το βαθμό διαφοροποίησης και την επιβίωση των ασθενών.
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16) Η  αγγειογένεση όσο και η έκφραση πρωτεϊνών ρυθμιστών (αναστολείς ή επαγωγείς) 

της αγγειογένεσης (FGF, EGF, VEGF, ιντερλευκίνη-8, ιντερφερόνες 1 και 2, θρομβοσπονδί- 

νη-1, αγγειοτενσίνη κ.α. ) έχουν συσχετιστεί με διάφορους προγνωστικούς παράγοντες. Με 

την υποτροπή της νόσου συσχετίστηκε ο παράγοντας VEGF ενώ αντίστροφη συσχέτιση είχε 

η TSP-1. Με την επιβίωση συσχετίστηκε ο παράγοντας VEGF, οι MMPs και η TSP-1. Με το 

στάδιο της νόσου ο VEGF, ο PD-ECGF, ο HIF-2a, ο Cox-2 και οι MMPs ενώ με τον ιστολο- 

γικό βαθμό διαφοροποίησης ο HEF-2a, ο PD-ECGF και οι MMPs [66,74-81].

17) Αυξημένη αποπτωτική δραστηριότητα του νεοπλάσματος αποτελεί κακό προγνωστι­

κό παράγοντα [82-84]. Δείκτες όπως ο bcl-2, bax και σουρβιβίνη έχουν συσχετισθεί με την 

υποτροπή της νόσου ενώ ο Fas με την επιβίωση [68,85-88].

18) Η  έκφραση τω ν αντιγόνων ομάδων αίματος ΑΒΟ: Βρέθηκε ότι τα ουροθηλιακά νεο­

πλάσματα εκφράζουν τα αντιγόνα των ομάδων αίματος, στοιχείο που μειώνεται η εξαφανίζε­

ται στα χαμηλού βαθμού διαφοροποίησης [28,90-92]. Η απώλεια έκφρασης αυτών 

συσχετίστηκε με χειρότερη πρόγνωση.

19) Η έκφραση του αντιγόνου Τ138 (tumor associated antigen) συσχετίζεται με μετάστα­

ση της νόσου [93].

20) Τα ογκογονίδια c-H-ras, c-myc, c-erb-2, και mdm-2 συσχετίσθηκαν με την επιβίωση, 

την υποτροπή, το βαθμό διαφοροποίησης και με μετάσταση της νόσου [94-102].

21) Τα μόρια που σχετίζονται με την συνοχή των κυττάρων (μόρια προσκόλλησης) όπως 

οι καδερίνες και οι ιντεκρίνες, το CD44 συσχετίσθηκαν με την επιβίωση των ασθενών αλλά 

και με την μετάσταση της νόσου [103-106].

22) Ο ι πρωτεάσες του εξωκυττάριου στρώματος όπως λαμινίνη, καθεψίνη-D, ο ενεργο- 

ποιητής του πλασμινογόνου (UP-A). Οι μεταλλοπρωτεϊνάσες του εξωκυττάριου στρώματος 

έχουν συσχετιστεί είτε με την επιβίωση είτε με την μετάσταση [107-112].

23) Αλλοι παράγοντες όπως ο EGFR με την υποτροπή και την πρόγνωση [113,114].

ι
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4 Αγγειογένεση

4.1 Opumoc και παθονενετικοί unyavumoi αγγειογένεσης

Όλοι οι πολυκυττάριοι οργανισμοί έχουν την ανάγκη ενός συστήματος που να δίνει τη 

δυνατότητα πρόσληψης οξυγόνου και θρεπτικών ουσιών από τους ιστούς, και αποβολής διο­

ξειδίου του άνθρακα και μεταβολικών προϊόντων. Τη δυνατότητα αυτή της ανταλλαγής 

αερίων και θρεπτικών ουσιών, την παρέχει στον οργανισμό το κυκλοφορικό σύστημα. Έχει 

διαπιστωθεί ότι4 όταν ένα κύτταρο απέχει πέραν των 100-200 μπι από περιοχή όπου περνούν 

ερυθρά αιμοσφαίρια υποοξυγονώνεται. Κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη, τα μεγάλα αγγεία 

σχηματίζονται de novo από το μεσέγχυμα, μια διαδικασία που είναι γνωστή ως γένεση του 

αγγειακού συστήματος (vasculogenesis). Μετά από αυτό σχηματίζονται, διακλαδιζόμενοι 

μικρότεροι κλάδοι από τα υπάρχοντα αγγεία μέσω της αγγειογένεσης (angiogenesis), ενώ τα 

υπάρχοντα αγγεία ωριμάζουν και διακλαδίζονται μέσω της αγγειογενούς αναδιαμόρφωσης. 

Έχουν περιγράφει διάφοροι μηχανισμοί ανάπτυξης των αγγείων. Αυτοί περιλαμβάνουν τη 

βλάστηση αγγείων και σχηματισμό γεφυρών (μηχανισμός εξαρτώμενος από την 

μετανάστευση και τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών κυττάρων), καθώς επίσης και τον 

εγκολεασμό των νεοσχηματιζόμενων αγγείων στα αρχικά [115]. Μια mo πρόσφατη θεωρία 

λέει ότι η πηγή των νέων αγγείων είναι αρχέγονα ενδοθηλιακά κύτταρα [116,117] τα οποία 

μεταναστεύουν από τον μυελό των οστών [118] και εγκαθίστανται σε περιοχές ενεργούς 

αγγειογένεσης. Η θεωρία αυτή έχει αποδειχθεί σε πειραματόζωα μετά από ισχαιμία του 

μυοκαρδίου ή τραυματισμό [116]. Μια άλλη θεωρία, όχι και τόσο σαφής, είναι η «αγγειακή 

μίμηση». Σύμφωνα με αυτήν, τα αγγεία σχηματίζονται όχι από ενδοθηλιακά κύτταρα, αλλά 

από κύτταρα του όγκου, τα οποία οργανώνονται για να σχηματίσουν τελικά αυλό [119].

Η αγγειογένεση είναι μια φυσιολογική διαδικασία κατά την εμβρυογένεση, την ανά­

πλαση του ενδομήτριου κατά τον εμμηνορρησιακό κύκλο όπως και κατά την επούλωση των 

ιστών μετά από τραυματισμό. Επίσης φαίνεται ότι εμπλέκεται και σε παθολογικές 

καταστάσεις οι οποίες χαρακτηρίζονται από φλεγμονή και υποξία, π.χ. ψωρίαση, 

ενδομητρίωση, έμφραγμα του μυοκαρδίου, ρευματοειδής αρθρίτιδα, ηπατίτιδα, άσθμα, και 

νεοπλασία [120]. Τα νεοσχηματιζόμενα αγγεία στις προαναφερθείσες νόσους εμφανίζουν 

αρκετές διαφορές από τα ώριμα αγγεία [120]. Έτσι, σε αντίθεση με το φυσιολογικό αγγειακό 

δίκτυο, έχουμε ένα αποδιοργανωμενο και ανώμαλο δίκτυο με περιοχές υποξίας και οξέωσης 

του ιστού. Η ενδοθηλιακή μεμβράνη των αγγείων αυτών είναι πιο διαπερατή απ’ ότι στα
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κανονικά αγγεία. Επιπρόσθετα, οι μεσοκυττάριες γέφυρες δεν είναι τόσο σφιχτές, και η 

βασική μεμβράνη είναι ατελής, στοιχεία που βοηθούν την έξοδο από τα αγγεία εξωκυττάριου 

υλικού και μεταβολιτών [121]. Τα νεοσχηματισθέντα αγγεία εμφανίζουν διαφορές στους 

επιφανειακούς δείκτες και στα μόρια προσκόλλησης σε σχέση με τα ώριμα αγγεία, π.χ. τα 

αντιγόνα flt-1, KDR (το οποίο είναι υποδοχέας του VEGF), Tie-1, Tie-2 (τα όποια είναι 

υποδοχείς της αγγειοποιιτίνης), βνδ^-ιντεκρίνες, κ.ά. [122].

Κάτω από κανονικές συνθήκες τα ενδοθηλιακά κύτταρα βρίσκονται σε ηρεμία, διατη­

ρώντας έναν μη-αγγειογενή φαινότυπο. Αυτό οφείλεται στη διατήρηση μιας λεπτής 

ισορροπίας μεταξύ πληθώρας παραγόντων που επάγουν ή καταστέλλουν την αγγειογένεση. 

Σε περίπτωση που αυξηθούν οι επαγωγείς της αγγειογένεσης, τότε αυξάνει η αγγειογένεση. 

Εκλυτικοί παράγοντες αυτής της παρέκκλισης της ισορροπίας μπορεί να είναι το μεταβολικό 

stress, η υποξία, η μεταβολική οξέωση, η υπογλυκαιμία, η μηχανική πίεση η οφειλόμενη στην 

αύξηση του ιστού, και τέλος η ενεργοποίηση των κυττάρων μετά από φλεγμονώδη ή 

ανοσολογικής αρχής ερεθισμό. Γενετικές μεταλλάξεις μπορεί να επηρεάσουν άμεσα την 

ισορροπία αγγειογενετικών τιαραγόντων. Μια σημαντική γνώση στην έρευνα του καρκίνου 

την αποκτήσαμε από τον Folkman [123] το 1971, ο οποίος περιέγραψε πρώτος ότι οι όγκοι 

όσο και οι μεταστάσεις πρέπει να αποκτήσουν τη δυνατότητα παροχής αίματος για να 

μεγαλώσουν πέραν του μεγέθους των 2-3 mm3. Αυτό επιβεβαιώθηκε το 1990 [124] όπου 

αποδεικτικέ ότι οι όγκοι δεν μπορούν να μεγαλώσουν πέραν των 2-3 mm3 σε ανάγγειες 

συνθήκες π.χ. κερατοειδής χιτώνας ή πρόσθιος θάλαμος του οφθαλμού. Όμως όταν το 

νεόπλασμα ή η μετάσταση αποκτήσει νεοαγγειογένεση τότε εμφανίζει ταχεία ανάπτυξη. Το 

1996 ο Pezzella μαζί τους συνεργάτες του διαπίστωσε ότι νεοπλάσματα που αναπτύσσονται 

σε ιστούς με πλούσια αιμάτωση π.χ. πνεύμονας ή ήπαρ ίσως να μην έχουν την ανάγκη νέων 

αγγείων για να αναπτυχθούν. Κλασσικό παράδειγμα αποτελεί το αδενοκαρκίνωμα του 

πνεύμονα με κυψελιδικό πρότυπο ανάπτυξης, όπου τα καρκινικά κύτταρα αναπτύσσονται 

εντός των κυψελίδων αφήνοντας ανέπαφη την κυψελιδική μεμβράνη, δεν αναπτύσσουν 

δεσμοπλαστικό στρώμα ή νέα αγγεία αλλά τρέφονται από το υπάρχον, πλούσιο τριχοειδικό 

δίκτυο[125].
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4.2 Εκτίιηκτη του Βαθιιού αγγειονένεσικ

Ένα ιστολογικό μέτρο του βαθμού της αγγειογένεσης είναι η μικροαγγειακή πυκνότητα 

(MVD). Αυτή συνήθως εκτιμάται με έναν από τους δύο πιο κάτω τρόπους: α) Με τον μέσο 

όρο του αριθμού των αγγείων σε τυχαία επιλεγμένες περιοχές, ο οποίος καλείται μέσος όρος 

αγγειακής πυκνότητας, ή β) με τον μέσο όρο της πυκνότητας των αγγείων στις πλέον 

αγγειοβριθείς περιοχές, στις οποίες καθιερώθηκε ο όρος “θερμές περιοχές” (hot spots). Και 

οι δύο τρόποι, όπως έχει αποδειχθεί, έχουν και θετικά αλλά και αρνητικά στοιχεία, με mo 

σημαντικό το σφάλμα δειγματοληψίας [126]. Οι διαφορές αποτελεσμάτων από διάφορους 

μελετητές έγιναν αιτία αμφισβήτησης των δύο τρόπων αξιολόγησης της αγγειακής 

πυκνότητας, με επικράτηση της εκτίμησης των “θερμών περιοχών” από τους mo πολλούς.

Αρκετοί μελετητές έχουν ασχοληθεί με την εκτίμηση της ενδοογκικής αγγειακής πυ­

κνότητας και κατά καιρούς προτάθηκαν διάφορες τεχνικές. Στην πραγματικότητα όμως 

υπάρχουν τρεις τρόποι εκτίμησης της αγγειακής πυκνότητας και πάρα πολλές παραλλαγές 

των δύο πρώτων τεχνικών, καθώς και εξελίξεις όσον αφορά την τρίτη που θα περιγράφουμε 

mo κάτω, δηλαδή αυτή που γίνεται με την χρήση υπολογιστή.

Όλες οι τεχνικές έχουν μια κοινή διαδικασία που περιλαμβάνει [127]:

1) Επεξεργασία του ιστού: Κοινές τομές παραφίνης ή τομές κρυοστάτη.

2) Ανοσοϊστοχημική χρώση: Παράγοντες VIII, CD31, CD 105, CD34, CD36, PAL-E, 

UEA, BMA120-BW200, ΕΝ-4, TEC-11, Ε9, ΕΝ7/44,4Α11, Η4/18 και FB5 [128-138].

3) Επιλογή του πεδίου εκτίμησης της αγγειογένεσης μικροσκοπικά, από τον παρατηρητή.

4) Καταμέτρηση των μικροαγγείων.

5) Στατιστική ανάλυση.

Όσον αφορά την επεξεργασία του ιστού (τομές παραφίνης ή κρυοστάτη), εξαρτάται κα­

τά κύριο λόγω από το αντίσωμα που θα χρησιμοποιήσουμε για να αναδείξουμε τα αγγεία. Τα 

αντισώματα TEC-11 [135], Ε9 [137,138], ΕΝ7/44 [133,134,141], 4Α11 [133,134], Η4/18 

[133,134] και FB5 [133,134] εκφράζονται απο ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα, όπως 

συμβαίνει σε περιπτώσεις νεοπλάσματος ή φλεγμονής, με βασικό μειονέκτημα ότι απαιτούν 

τομές κρυοστάτη. Τα υπόλοιπα αντισώματα εκφράζονται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα των 

αγγείων με ποικίλη ευαισθησία και ειδικότητα, τόσο σε τομές κρυοστάτη όσο και παραφίνης. 

Ο παράγοντας VIII [133,134] χρησιμοποιήθηκε κατά κόρον ως και το τέλος της 

προηγούμενης δεκαετίας. Έχει σχετικά μικρή ευαισθησία και ειδικότητα, όπως και το 

αντίσωμα UEA [129]. To CD36 [127,132-134] εκφράζεται έντονα από τα μικρά αγγεία,
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ασθενώς από τα μεγάλα, αλλά και απο τα μονοκύτταρα όπως και τα αιμοπετάλια. To CD34 

[139,130,131] εκφράζονται κυρίως από τα μικρά, και λιγότερο τα μεγάλα αγγεία, με βασικό 

μειονέκτημα έναντι του CD31 [128] ότι εκφράζεται και από τα λεμφαγγεία. Είναι πλέον 

αποδεκτό, με κριτήριο την ευαισθησία και την ειδικότητα, ότι καλύτερος ενδοθηλιακός 

δείκτης είναι το CD31 με δεύτερο καλύτερο το CD34, ενώ ακολουθούν ο παράγοντας νίΠ  

και το BW200 [132,134]. Παρότι στα νεοπλάσματα δεν έχουμε σχηματισμό λεμφαγγείων

[140], εντούτοις τα προϋπάρχοντα φυσιολογικά λεμφαγγεία του ιστού μας αλλοιώνουν τα 

αποτελέσματα σε κάποιο βαθμό.

Το τρίτο σκέλος περιλαμβάνει την εκτίμηση του πεδίου. Το αποτέλεσμα εξαρτάται από 

την τεχνική που θα χρησιμοποιήσουμε, από το αν θα γίνει από έναν ή περισσότερους 

παρατηρητές, εάν θα βρούμε τα «θερμά σημεία», ή εάν η τεχνική καταμέτρησης θα γίνει από 

υπολογιστή οπότε εμείς θα πρέπει να του δώσουμε τα όρια του νεοπλάσματος.

Η πρώτη τεχνική εκτίμησης της αγγειακής πυκνότητας αναπτύχθηκε από τον Chalkley 

το 1943 [141]. Σε αυτή τη μέθοδο αρχικά γίνεται σάρωση του υλικού σε μικρή μεγέθυνση 

(40χ καιΙΟΟχ ), έτσι ώστε να εντοπισθούν οι «θερμές περιοχές». Ακολούθως με μεγέθυνση 

(200-250χ με οπτικό πεδίο 0,155 mm ) και με τοποθέτηση δικτυωτού πλέγματος στον 

προσοφθάλμιο φακό (με 25 κουκίδες τυχαία τοποθετημένες), πραγματοποιείται νέα σάρωση, 

έτσι ώστε όσο το δυνατόν περισσότερες κουκίδες να συμπίπτουν με αυλούς αγγείων. Αυτό 

επαναλαμβάνεται 3-5 φορές. Έτσι, αντί της μέτρησης αγγείων, γίνεται καταμέτρηση 

κουκίδων που συμπίπτουν με αγγεία. Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιήθηκε από πολλούς 

ερευνητές σε καρκινώματα μαστού κυρίως.

Το 1991 ο Weidner μαζί με τους συνεργάτες του πρότειναν μία νέα τεχνική [142]: Αρ­

χικά και εδώ σαρώνεται το υλικό με μικρή μεγέθυνση (40χ καιΙΟΟχ) έτσι ώστε να εντοπι- 

σθούν οι «θερμές περιοχές». Ακολούθως, με μεγέθυνση 400χ, που αντιστοιχεί σε 0,74 mm2, 

εκτιμούμε ό,τι έχει χρωματισθεί, περιλαμβανομένων τόσο των μικροαγγείων, όσο και 

μεμονωμένων κυττάρων που δεν έρχονται σε επαφή με αγγεία, τα οποία στην 

πραγματικότητα είναι είτε μεμονωμένα ενδοθηλιακά, είτε νεοπλασματικά, ή και στρωματικά 

κύτταρα που απλώς εκφράζουν το αντίσωμα. Ολα αυτά εκτιμούνται σαν αγγεία, δηλαδή δεν 

είναι απαραίτητο να αναγνωρισθεί αυλός ή ενδοαυλικά ερυθρά αιμοσφαίρια. Η εκτίμηση 

γινόταν από δυο ανεξάρτητους παρατηρητές και όπου υπήρχε μεγάλη διαφωνία (>25%) 

επαναλαμβανόταν από τρίτο. Η συγκεκριμένη τεχνική όταν προτάθηκε. πραγματοποιούνταν 

με τη χρήση του παράγοντα VIII.
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Τέλος, θα αναφερθούμε στην πολυπαραγοντική ανάλυση εικόνων μέσω υπολογιστή. 

Απαραίτητα εργαλεία για τη μέθοδο αυτή είναι το μικροσκόπιο, μια κάμερα που στέλνει την 

εικόνα στον υπολογιστή, αλλά και το κατάλληλο πρόγραμμα που εξελίσσεται συνεχώς για 

όσο το δυνατό πιο αξιόπιστα αποτελέσματα. Εδώ, το μόνο που έχει να κάνει ο παρατηρητής, 

είναι να θέσει τα όρια του νεοπλάσματος. Στη συνέχεια ο υπολογιστής θα χωρίσει το 

νεόπλασμα σε πολύ μικρά τετράγωνα διαστήματα, στα οποία γίνεται καταμέτρηση του 

αριθμού των αγγείων (έως κάποια διάμετρο που εμείς θέτουμε σαν όριο), του συνολικού 

εμβαδού του αυλού των αγγείων και της συνολικής περιμέτρου των αγγείων. Αφού γίνει αυτή 

η καταμέτρηση, ο υπολογιστής προσθέτει τις πληροφορίες από τα γειτονικά τετράγωνα, έως 

κάποιο εμβαδόν που εμείς θέτουμε στο πρόγραμμα, και, με όλους τους πιθανούς 

συνδυασμούς, βρίσκει τα «θερμά σημεία».

Αυτές είναι οι βασικές μέθοδοι καταμέτρησης των αγγείων, οι οποίες τροποποιήθηκαν 

ή εξελίχθηκαν από πάρα πολλούς ερευνητές, με mo μεγάλο όνομα στο χώρο τον Fox [143], ο 

οποίος συνδύασε την μέθοδο Chalkley με μια αυτοματοποίηση μέσω υπολογιστή. Ο Eberhard 

το 2000 πρότεινε μια νέα μέθοδο, στην οποία πραγματοποιείται διπλή χρώση, μία για να 

αναδείξει τα ενδοθηλιακά κύτταρα ( με CD34) και μία που αναδεικνύει πόσα από αυτά 

βρίσκονται σε φάση πολλαπλασιασμού (με Ki67 ή PCNA). Έτσι, συνδύασε την αγγειακή 

πυκνότητα με δυο άλλες παραμέτρους που τις ονόμασε «δείκτη αγγειακού 

πολλαπλασιασμού» και «δείκτη πολλαπλασιασμού νεοπλασματικών ως προς ενδοθηλιακά 

κύτταρα» [144].

Γενικά πρέπει να αναφέρουμε ότι οι διάφορες μελέτες που έγιναν στα πλαίσια της σύ­

γκρισης των διαφόρων μεθόδων μεταξύ τους, οδήγησαν στα ακόλουθα συμπεράσματα:

1) Εάν μετρήσουμε πολλά «θερμά σημεία» για να βγάλουμε τον μέσο όρο, τότε αυτός εί­

ναι μικρότερος απ’ ότι εάν μετρήσουμε λίγα. Δυο προβλήματα προκύπτουν: Πρώτον, κάποιες 

αλλοιώσεις είναι πολύ μικρές, π.χ. in situ καρκίνωμα ουροδόχου κύστεως, οπότε πρέπει να τις 

αποκλείσουμε από την μελέτη και, δεύτερον, κάποια περιστατικά μπορεί να έχουν μόνο ένα ή 

δύο «θερμά σημεία» οπότε με την καταμέτρηση άλλων τριών θέσεων (ή επτά, όπως 

προτείνεται από κάποιους), αυτά, ενώ αρχικά είχαν μια ψηλή αγγειοβρίθεια τελικά να 

βρεθούν με μια πολύ χαμηλή τιμή. Δηλαδή κινδυνεύουμε να «παγώσουμε» τα «θερμά 

σημεία» [127]. Οι περισσότεροι μελετητές πάντως μετρούν 3-5 «θερμά σημεία».

2) Εάν το εμβαδόν του οπτικού πεδίου που μετράμε σαν «θερμό σημείο» μικρύνει, τότε θα 

αυξηθεί η αγγειακή πυκνότητα ανά mm2 έως και δυο φορές [145]. Το αντίθετο θα συμβεί εάν 

το μεγαλώσουμε. Είναι προφανές ότι θα έχουμε αλλαγή στα αποτελέσματα μας, και από το
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γεγονός ότι κάποια περιστατικά έχουν μόνο ένα ή δύο «θερμά σημεία» που καταλαμβάνουν 

πολύ μικρή έκταση, ενώ κάποια άλλα έχουν πολλά που καταλαμβάνουν μεγαλύτερη έκταση
•S

το κάθε ένα. Η προτεινόμενη έκταση από πολλούς συγγραφής είναι μεταξύ 0,61-0,15 mm 

που αντιστοιχεί σε μεγέθυνση 200χ ή 400χ [127].

3) Η ανεύρεση και καταμέτρηση των θερμών σημείων από ειδικευόμενο ή ειδικευμένο 

παθολογοανατόμο έχει πολύ καλή στατιστική συσχέτιση στο αποτέλεσμα, της τάξεως του 

ΡΟ,ΟΟΟΙ [127].

4) Τις περισσότερες φορές τα «θερμά σημεία» εντοπίζονται στην περιφέρεια του καρκινώ­

ματος, εκεί δηλαδή που έρχεται σε επαφή με τον υγιή ιστό [127].

5) Περιοχές με φλεγμονώδη διήθηση εμφανίζουν εντόνως αυξημένη νεοαγγειογένεση και 

καλό είναι να αποφεύγουμε την εκτίμηση τους σαν «θερμά σημεία» [146].

Το καρκίνωμα του μαστού, και κατά δεύτερο λόγω του πνεύμονα, αποτέλεσαν αντικεί­

μενο μελέτης, όσον αφορά την μικροαγγειακή πυκνότητα, από τους περισσότερους ερευνητές 

[147]. Η μελέτη των ουροθηλιακών καρκινωμάτων βρήκε ένα μεγάλο, αλλά όχι ανυπέρβλητο 

πρόβλημα, τους ινοαγγειακούς άξονες που παρατηρούνται στα χαμηλής κακοηθείας 

καρκινώματα του μεταβατικού επιθηλίου. Η πλούσια αγγείωση των θηλών σε αυτά, και η 

εξαφάνιση τους στα υψηλού βαθμού κακοηθείας, αποτέλεσε την αιτία για την οποία κάποιες 

μελέτες κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά όσον 

αφορά τον βαθμό διαφοροποίησης του καρκινώματος και της αγγειακής πυκνότητας [78]. Για 

τον προαναφερόμενο λόγω, άλλοι ερευνητές αναγκάστηκαν τα εξειδικεύσουν την μελέτη 

τους, διακρίνοντας τα επιφανειακά [148] από τα διηθητικά ουροθηλιακά καρκινώματα [149].

Η αγγειακή πυκνότητα είχε στατιστικά σημαντική συσχέτιση με την υποτροπή της νό­

σου  και την επιβίωση του ασθενούς [74,78,146,149] και σε λιγότερες μελέτες με τον ιστό λο­

γικό βαθμό διαφοροποίησης του ουροθηλιακού καρκινώματος [75].

4 3 . Ατνειονενετικοί ιταοάνοντεα

Το 1980 οι Chodak και συνεργάτες παρατήρησαν ότι τα ούρα ασθενούς με καρκίνωμα 

ουροδόχου κύστεως προκαλούσαν νεοαγγειογένεση στον κερατοειδή χιτώνα αρουραίων 

[150], και ότι τα δείγματα όγκων ουροδόχου κύστεως και οι κυτταρικές σειρές είχαν παρό­

μοια επίδραση στην ίριδα κουνελιών [151,152]. Με την πάροδο του χρόνου ανακαλύφθηκε
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ότι η αγγειογένεση εξαρτάται από δυο ομάδες ουσιών, εκ των οποίων οι μεν επάγουν, οι δε 

καταστέλλουν την αγγειογένεση. Υπό φυσιολογικές συνθήκες υπάρχει μια ισορροπία των δύ­

ο, η οποία διαταράσσεται κατά την καρκινογένεση. Στον παρακάτω πίνακα αναφέρουμε τους 

εκλυτικούς και κατασταλτικούς παράγοντες της αγγειογένεσης:

Πίνακας Α2

Εκλυτικοί παράγοντες αγγβιογένεσης_______________________________________
Αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (VEGF),
Παράγοντας επάγων την υποξία 1 και 2 (HIF-1/HIF-2),
Αιμοπεταλιακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας/ Φωσφορυλάση της θυμιδίνης 
(PD-ECGF/TP),
Θρομβοσπονδίνη-1 κ α ι-2 (TSP-1, TSP-2),
Βασικός ινοβλαστικός αυξητικός παράγοντας (bFGF),
Μεταλλοπρωτεϊνάσες (MMPs),
Ενεργοποιητές του Πλασμινογόνου,
Ηπατοκυτταρικός αυξητικός παράγοντας (HGF/ Scatter factor),
Ιντεκρίνες,
Νιτρικά οξείδια (NO'),
Αυξητικός παράγοντας ομοιάζων με την Ινσουλίνη (IGF),
Επιδερμικός αυξητικός παράγοντας (EGF),
Αγγειοποιητίνη και υποδοχείς Tie,
Αγγειογενίνη,
Κυκλοοξυγενάση (COX),
Midkine,
elF4E,
Pleitropin,
Granulocyte colony-stimulating factor,
Platelet activating factor,
Προλιφερίνη,
Substance P,
Lactate,
Erucamide,
Fibrin
Προσταγλανδίνες El και E2_________________________________________________

Κατασταλτικοί παράγοντες αγγειογένεσης__________
Αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού-β (TGF-β), 
Θρομβοσπονδίνη-1 κ α ι-2 (TSP-1, TSP-2),
Ιντερλευκίνες,
Ιντερφερόνες,
Ιστικοί καταστόλείς των μεταλλοπρωτεϊνασών (TIMPs), 
Αγγειοστατίνη,
Ενδοστατίνη,
Σωματοστατίνη,
Κορτιζόνη_________________________ _____________
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4.3.α. ATYetttK6c ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (VEGF1

Ο αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (VEGF), περιγράφηκε πρώτη φορά 

το 1983 από τον Senger σαν αυξητικός παράγοντας σε καρκίνωμα δέρματος γουρουνιού με 

το όνομα VPF. Το 1989 δύο ανεξάρτητοι ερευνητές, ο Ferrara και ο Leung, απομόνωσαν ένα 

επαγωγέα της αγγειογένεσης σε κύτταρα βλεννογόνων βοοειδών [153]. Αυτός ονομάστηκε 

VEGF, και εκ των υστέρων αποδεικτικέ να είναι ο ίδιος με τον VPF. Ο παράγοντας αυτός 

βρέθηκε να είναι σημαντικός στη διαδικασία της αγγειογένεσης, τόσο στο έμβρυο όσο και 

στον ενήλικα [154]. Το 1993 συσχετίστηκε με το καρκίνωμα της ουροδόχου κύστεως [155]. 

Ο VEGF ανήκει σε μια οικογένεια πρωτεϊνών που έχουν αρκετά κοινή δομή, στην οποία α­

νήκουν και ο PIGF placenta growth factor (πλακουντιακός αυξητικός παράγοντας), ο VEGF- 

Β, ο VEGF-C, ο VEGF-D, και ο VEGF-E. Ο VEGF έχει πέντε υπότυπους, 121, 145,165,189 

και 206 αμινοξέων, οι οποίοι προέρχονται από το ίδιο γονίδιο [156]. Για να δράσουν οι πρω­

τεΐνες της οικογένειας VEGF πρέπει να συνδεθούν με τους μεμβρανικούς υποδοχείς Flt-1 

(VEGFR-1) και Flk-l/KDR (VEGFR-2) ή τον Flt-4 (VEGFR-3). Οι υποδοχείς VEGFR-1 και 

VEGFR-2 αναγνωρίστηκαν στην επιφάνεια ενεργοποιημένων ενδοθηλιακών (αρτηριακών) 

κυττάρων, ενώ ο VEGFR-3 σε ενδοθηλιακά κύτταρα λεμφαγγείων και άλλων κυττάρων. 

Βρέθηκε ότι ο PIGF και ο VEGF-B συνδέονται μόνο με τον υποδοχέα Flt-1 (VEGFR-1), ενώ 

οι VEGF-C και -D  μόνο με τον υποδοχέα Flt-4 (VEGFR-3). Οι VEGF -C  και -D  φαίνεται να 

παίζουν σημαντικό ρόλο και στη λεμφαγγειογένεση. Επαγωγείς του γονιδίου του VEGF είναι 

η υποξία, διάφοροι αυξητικοί παράγοντες, μεταλλάξεις, η μετάλλαξη του ρ53 γονιδίου, τα 

οιστρογόνα, η θυρεοειδοτρόπος ορμόνη, ογκογονίδια, τα νιτρικά οξείδια (NO ), κ.ά. Από τους 

πέντε υπότυπους του VEGF, οι VEGFm και VEGF165 είναι οι πιο συνηθισμένοι, τόσο σε υ­

γιείς, όσο και σε νεοπλασματικούς ιστούς. Ο VEGF 165 έχει μεγαλύτερο μήκος από τον 

VEGF]2 ΐ κατά 44 αμινοξέα. Με το επιπλέον αυτό τμήμα στο μόριό του έχει τη δυνατότητα να 

ενώνεται με την ηπαρίνη ή άλλα συγγενή στοιχεία του στρώματος, με την επιφάνεια του κυτ­

τάρου και την νευροπιλίνη-1. Η σύνδεση του VEGFi65 με την νευροπιλίνη-1 επάγει τον υπο­

δοχέα Flk-1/K.DR (VEGFR-2), κατά δέκα φορές [157]. Μεγαλύτερη σχέση με την ηπαρίνη 

έχουν οι VEGFigs και VEGF2 0 6 , σε σχέση με τους άλλους τρεις [156]. Ο VEGF μπορεί να 

αυξήσει τη διαπερατότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων αυξάνοντας τη δραστηριότητα των 

κυστεοειδών και κενοτοπιοειδών οργανιδίων, τα οποία εντοπίζονται στα ενδοθηλιακά κύττα­

ρα μικρών αγγείων και διευκολύνουν τη μεταφορά μεταβολιτών μεταξύ της ενδοαυλικής και 

της εξωαυλικής κυτταροπλασματικής μεμβράνης [158]. Εναλλακτικοί τρόποι δράσης του 

VEGF στην αύξηση της διαπερατότητας των αγγείων είναι μέσω της κινάσης MAP
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(Ras/Raf/MAPK οδός) μέσω μιας αντίδρασης καταρράκτη, στην οποία συμμετέχει το σύ­

μπλεγμα καδερίνης -  κατενίνης. Σε αυτήν έχουμε διάσπαση των μεσοκυττάριων σημείων ε­

παφής [159,160]. Πρόσφατα διατυπώθηκε η υπόθεση ότι ο VEGF αυξάνει τη διαπερατότητα 

των αγγείων, ενεργοποιώντας τις οδούς που εξαρτώνται από τις PI3K/Akt (ΡΚΒ), eNOS και 

PLC/DAG/PKC. (Σχεδ. 1)

Η αύξηση της διαπερατότητας των αγγείων οδηγεί σε εξαγγείωση πρωτεϊνών του πλά­

σματος και σε σχηματισμό εξωκυττάριας ουσίας, η οποία ευνοεί τη μετανάστευση ενδοθη- 

λιακών και στρωματικών κυττάρων.

Ο VEGF είναι ειδικός αυξητικός παράγοντας για τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Αφού ενω­

θεί με τους υποδοχείς VEGFR-1 και -2 προάγει τον σχηματισμό δεύτερου μηνύματος μέσω 

υδρόλυσης της ινοσιτόλης. Η ινοσιτόλη επάγει τη φωσφορυλίωση των υποδοχέων παρουσία 

μορίων όπως η ηπαρίνη και καταλήγει στην ενεργοποίηση της MAP κινάσης, ενεργοποιώ­

ντας τελικά τον πολλαπλασιασμό στα ενδοθηλιακά κύτταρα [161,162].

Ο VEGF επάγει ένα σύστημα πρωτεόλυσης, το οποίο συμμετέχει στη δόμηση στοιχείων 

της εξωκυττάριου ουσίας, τα οποία είναι απαραίτητα για την αγγειογένεση. Αρκετές μελέτες 

έδειξαν ότι διεγείρει την παραγωγή ενεργοποιητή πλασμινογόνου τύπου ουροκινάσης (uPA) 

και ιστικού τύπου (tPA), τον καταστολέα ενεργοποίησης του πλασμινογόνου-1 ( ΡΑΙ-1) 

[163,164], πρωτεολυτικά ένζυμα, τον ιστικό παράγοντα και την κολλαγονάση τύπου IV 

[156]. Οι ενεργοποιητές του πλασμινογόνου ενεργοποιούν το πλασμινογόνο μετατρέποντάς 

το σε πλασμίνη. Η πλασμίνη μπορεί να διασπάσει τα συστατικά της εξωκυττάριου ουσίας. 

Στην προσπάθεια επανασχηματισμού της βασικής μεμβράνης, ο uPA ενώνεται με το uPAR. 

Η ένωση αυτή ενεργοποιεί πάλι τις MAP κινάσες [165], και έτσι ο uPA συντείνει στη μετα­

νάστευση και πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών κυττάρων.

Επιπλέον, ο VEGF ασκεί αγγειογενετική δράση μέσω των αιβι, α2βι, και ανβ3 ιντεκρι- 

νών, οι οποίες επάγουν τη μετανάστευση και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων και την α­

ναδόμηση του στρώματος. Αλλο επίπεδο δράσης του VEGF είναι η καταστολή των ρ53,
p 2 1 WAFl/CiPI9 ρ ]6 >  p 2 7 Kipl , και της προαποπτωτικής πρωτεΐνης Bax, επιτυγχάνοντας την πα- 

ρατεταμένη δράση των οδών PI3k/Akt, ρ42/ρ44 MAP κινάσης, bcl-2, Α1 και σουρβιβίνης 

[166-170] (σχέδιο 2).

Αναφέρεται ότι η ρ42/ρ44 MAP κινάση προάγει την έκφραση της VEGF ενεργοποιώ­

ντας την AP-2/Spl (activator protein-2) και αυτή με την σειρά της τον παράγοντα HIF-la. 

Φαρμακολογική παρεμπόδιση της μεταγραφής του ΡΙ3Κ ή μεταγραφή με μεταλλαγμένο Akt 

καταργεί την αντιαποπτωτική δράση του VEGF στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Επιπρόσθετα,
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στην οδό του PBK/Akt, η οδός του ras μπορεί να παίξει σημαντικό ρόλο στη δράση του 

VEGF. Δηλαδή η αρνητική επίδραση του H-rasV12 οδηγεί σε καταστολή ανάπτυξης του ό­

γκου που χαρακτηρίζεται από μαζική απόπτωση των νεοπλασματικών και ενδοθηλιακών κυτ­

τάρων. Επίσης η επαγωγή της απόπτωσης δεν επιτρέπει την έκφραση του VEGF. Έτσι, για να 

έχουμε έκφρασή του πρέπει να έχουμε άθικτο το γονίδιο ras [171]. Άλλα ογκογονίδια τα ο­

ποία επηρεάζουν την έκφραση του VEGF είναι το raf, fos, src, κ.ά. [156]. Επίσης ο VEGF 

μέσω του υποδοχέα KDR/Flt-1 (VEGFR-1) καταστέλλει την έκφραση της Akt -  κινάσης, η 

οποία με τη σειρά της καταστέλλει την κινάση ΡΒ που μπλοκάρει την απόπτωση [172,173], 

επάγει την αύξηση του ενδοθηλίου [174], και αυξάνει την έκφραση του παράγοντα ΗΠ7. Ο 

παράγοντας HDF, με την σειρά του επάγει την έκφραση του VEGF [175]. Ο VEGF μέσω της 

ενεργοποίησης του Akt ενεργοποιεί την συνθετάση NOS. Η τελευταία επάγει το σχηματισμό 

νιτρικών οξειδίων (NO-) από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, οι οποίες προάγουν την επιβίωση των 

ενδοθηλιακών κυττάρων [176,177]. Επίσης ο VEGF επάγει την αντιαπόπτωση των ενδοθη- 

λιακών κυττάρων μέσω της ενεργοποίησης της κινάσης MAPK/ERK αλλά και μέσω της κα­

ταστολής της stress activated protein kinase/ c-jun amino-terminal kinase (SAPK/JNK) οδού

[178] . Αναφέρεται ακόμη, η ενεργοποίηση της οδού PBK/Akt, όχι μόνο δρα κατά της από­

πτωσης, αλλά επάγει και τη δράση του VEGF στα ενδοθηλιακά κύτταρα μέσω της NOS

[179] .

Η έκφραση του VEGF mRNA είναι μεγαλύτερη στις περιοχές με μεγάλη υποξία και, ως 

εκ τούτου, σε περιοχές νέκρωσης ενός όγκου. Αυτό οφείλεται κατά πρώτον στο ότι σε 

καταστάσεις υποξίας οι παράγοντες HIF-Ια και HIF-2a μεταφέρονται στον πυρήνα, όπου σε 

συνεργασία με τον παράγοντα HIF-β επάγουν το VEGF γονίδιο [157], και, κατά δεύτερον 

στο ότι έχουμε ενεργοποίηση της οδού PI3K/Akt [175,180]. Προφανώς, σε ένα επιθετικό 

νεόπλασμα, όπου έχουμε αρκετές περιοχές υποξίας αλλά και νέκρωσης, έχουμε αύξηση των 

VEGF, bFGF, IL-8, TNF-a, TGF-b κ.ά. Όλα αυτά, μέσω διαφόρων μηχανισμών, 

απελευθερώνουν πρωτεΐνες του πλάσματος. Παράγεται ινική, προάγεται ο πολλαπλασιασμός 

του ενδοθηλίου, προάγεται η αγγειογένεση και η ινωδόλυση λόγω της συνεχούς αύξησης του 

όγκου και, τέλος, λόγω της κακής αιμάτωσης του όγκου, επάγεται η υποξία, με το 

σχηματισμό ενός φαύλου κύκλου (Σχεδ. 1). Ένας μέτα-μεταγραφικός παράγοντας του VEGF 

φαίνεται να είναι ο elf-4e, ο οποίος σε περίπτωση διηθητικής ανάπτυξης του νεοπλάσματος 

δεκαπενταπλασιάζεται, με αποτέλεσμα να αυξάνει η μεταγραφή του mRNA. Βρέθηκε ότι 

αυξημένη έκφραση αυτού του παράγοντα συσχετίζεται με κακή πρόγνωση [181]. Το 

ογκογονίδιο c-myc βρέθηκε ότι επάγει τον παράγοντα elf-4e [182]. Μια άλλη σημαντική ,
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γνώση που έχει αποκτηθεί με την μελέτη του VEGF, είναι ότι αυτός εκφράζεται από τα λεμ­

φοκύτταρα σε περιπτώσεις φλεγμονώδους διήθησης του καρκινώματος ουροδόχου κύστεως, 

εξηγώντας έτσι τη χειρότερη πρόγνωση που έχουν τα ουροθηλιακά καρκινώματα όταν αυτά 

εμφανίζουν φλεγμονώδη διήθηση [183]. Σε καρκινώματα ουροδόχου κύστεως η έκφραση του 

VEGF βρέθηκε να συσχετίζεται με την υποτροπή της νόσου, το στάδιο και την επιβίωση 

[184,185], ενώ σε αρκετές μελέτες που έχουν γίνει έως σήμερα δεν βρέθηκε να συσχετίζεται 

με την αγγειακή πυκνότητα [154]. Η μόνη συσχέτιση που βρέθηκε είναι μεταξύ του mRNA 

του VEGF και της MVD αλλά όχι της πρωτεΐνης [185].

4.3.β. Παράγοντας επάγων την υποξία 1 και 2 (HIF-1/HIF-2):

Κατά την ανάπτυξη του όγκου, λόγω αυξημένων απαιτήσεων του νεοπλασματικού ι­

στού σε οξυγόνο και θρεπτικά υλικά, αλλά και λόγω της κακής αιμάτωσης, αναπτύσσεται ένα 

περιβάλλον φτωχό σε οξυγόνο και γλυκόζη και με χαμηλό pH. Λόγω της υποξίας έχουμε 

μείωση της εξαρτώμενης οξυγενάσης 2- γλουταρόλης αλλά και ενεργοποίηση διαφόρων 

άλλων οδών που οδηγούν στην επαγωγή του παράγοντα του επάγοντος την υποξία (HIF). Ο 

παράγοντας αυτός βρέθηκε να έχει ρυθμιστικό ρόλο στην αγγειογένεση, στην παραγωγή 

ερυθροποιητίνης, στην ενεργοποίηση της γλυκολυτικής οδού, στη σύνθεση κατεχολαμινών, 

στη ρύθμιση του pH και στο μεταβολισμό του σιδήρου [187,188]. Αλλά, και πέραν της 

ογκογόνου δράσεως έχει και αντιογκογόνο δράση μέσω άλλων οδών [188]. Έχουν 

απομονωθεί δύο υπότυποι του παράγοντα του επάγοντος την υποξία, ο HIF-α και ο HIF-β. 

Και οι δύο υπότυποι έχουν από τρία ισομερή: HIF-la, HIF-2a και HIF-3a, και αντίστοιχα για 

τον HIF-β. Οι παράγοντες αυτοί ανήκουν σε μια μεγαλύτερη οικογένεια πρωτεϊνών, τις 

bHLH/PAS πρωτεΐνες, οι οποίες ρυθμίζουν σημαντικούς μηχανισμούς κατά την 

εμβρυογένεση αλλά και στην υπόλοιπη ζωή του οργανισμού [187]. Έχει διαπιστωθεί σε 

πειράματα με ποντίκια, ότι απώλεια του H IF-la οδηγεί σε μείωση της έκφρασης του VEGF, 

οδηγώντας το ποντίκι σε εμβρυϊκό θάνατο λόγω υποξίας [189]. Αναστολή του HIF-1 μέσω 

αποκλεισμού του HIF-Ιβ οδηγεί σε μειωμένη ανάπτυξη εμφυτεύματος καρκίνου όπως και της 

αγγειογένεσης αυτού, ή θάνατο του εμβρύου σε πειράματα με κύηση σε ποντίκια [190,191].

Ο HIF-2a έχει κατά 48% ομολογία με το HIF-la. Παρ’ότι τον συναντούμε πιο συχνά 

στους ιστούς, εν τούτοις γνωρίζουμε λιγότερα για τον ρόλο του και το μηχανισμό δράσης του 

στην καρκινογένεση, απ’ όσα γνωρίζουμε για τον HIF-la [192].
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Ο παράγοντας HIF-α φαίνεται να ρυθμίζεται από την συγκέντρωση οξυγόνου στα κύτ­

ταρα, εμπλέκοντας δύο μηχανισμούς, πρώτον με τα επίπεδα των πρωτεϊνών και δεύτερον με j 

την μεταγραφή του γονιδίου. Εκτός από τον HIF-α που παράγεται κατά τη μεταγραφή του 

γονιδίου, παράγεται και άλλο μόριο το οποίο ασκεί αρνητική ρυθμιστική επίδραση στη 

μεταγραφή [193], Ο ρυθμός αύξησης ή μείωσης του HIF-a κατά την αύξηση ή μείωση της 

οξυγόνωσης του ιστού αντίστοιχα, είναι δραματικός [194], Ενδιάμεσο μόριο που ελέγχει τα 

επίπεδα οξυγόνου και ενημερώνει- συνδέεται με τον παράγοντα HIF-a είναι μία διοξυγενάση, 

η οποία συνδέεται τόσο με τον HIF-la, όσο και με τον HEF-2a [195]. Πρόσφατα βρέθηκε και 

άλλο μόριο που κάνει την ίδια δουλεία με την διοξυγενάση. Πρόκειται για μια ασπαραγίνη, 

της οποίας η δράση, εκτός από τα επίπεδα οξυγόνου, επηρεάζεται και από τα επίπεδα σιδήρου 

[196].

Οι H IF-la  και HIF-2a, βρέθηκαν σε πολλές μελέτες να εκφράζονται από τα νεοπλα- 

σματικά κύτταρα και τα κύτταρα του στρώματος, ενώ ο HIF-2a εκφράζεται και από τα μα- 

κροφάγα κύτταρα [187]. Σε αρκετά νεοπλάσματα παρατηρείται υπερέκφραση του HIF-a σε 

περιοχές γύρω από νέκρωση, γεγονός που οφείλεται στην υποξία στην περιοχή. Σε άλλα 

νεοπλάσματα βρέθηκε να έχει ομοιογενή κατανομή π.χ. στο νεφρικό καρκίνωμα, στο οποίο η 

έκφραση του εν λόγω παράγοντα πιστεύεται ότι οφείλεται στην ενεργοποίηση του γονιδίου 

pVHL (von Hippel Lindau protein) [198]. Η έκφραση των παραγόντων αυτών συσχετίστηκε 

τόσο με τον παράγοντα VEGF όσο και με τον PDGF [174,175,199].

Ο HIF επάγεται από πολλούς παράγοντες, όπως είναι η απενεργοποίηση ογκοκατασταλ­

τικών γονιδίων, η ενεργοποίηση ογκογονιδίων, αλλά και διάφοροι αυξητικοί τιαράγοντες 

[200,201]. Η απώλεια του γονιδίου pVHL (το οποίο είναι ένα επικρατές γονίδιο), προκαλεί 

ένα αγγειακό σύνδρομο και οφείλεται στην παρατεταμένη δράση αυξητικών παραγόντων. 

Περιγράφηκε εδώ και 100 χρόνια και συσχετίστηκε με το αιμαγγειοβλάστωμα και με το 

καρκίνωμα του νεφρού [202]. Βρέθηκε ότι στο σύνδρομο αυτό, λόγω της απώλειας του 

γονιδίου, έχουμε σταθερά επίπεδα του παράγοντα HIF σε καταστάσεις υποξίας, δηλαδή η 

έκφραση του παράγοντα αυτού συσχετίζεται άμεσα με το εν λόγω γονίδιο [188]. Επίσης 

διάφορα ογκοκατασταλτικά γονίδια όπως το ΡΤΕΝ και το ρ53 επηρεάζουν τον παράγοντα 

HIF. Το γονίδιο ΡΤΕΝ βρέθηκε ότι απενεργοποιείται σε διάφορα νεοπλάσματα όπως στο 

γλοιοβλάστωμα και στο καρκίνωμα του μαστού και του προστάτη [203]. Πιστεύεται ότι 

επιδρά στον παράγοντα HIF μέσο της οδού pi 3-ΑΚΤ [204], Το ρ53 δρα σε πολλά επίπεδα, 

οδηγώντας σε απόπτωση των κυττάρων και μείωση της έκφρασης του παράγοντα HIF. 

Απώλεια της λειτουργίας του γονιδίου αυτού συχνά οδηγεί σε ογκογένεση [205]. Σε -
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καρκινώματα παχέος εντέρου με απώλεια έκφρασης του ρ53 γονιδίου, βρέθηκε συσχέτιση με 

την αυξημένη έκφραση του HIF παράγοντα, την αυξημένη αγγειογένεση αλλά και με 

αυξημένη έκφραση του παράγοντα VEGF [206]. Αρκετά ογκογόνα γονίδια συσχετίστηκαν με 

την οδό του HIF, για τα οποία πιστεύεται ότι δρουν μέσω της οδού ρ42/ρ44 MAP κινάσης 

[207]. Αυξητικοί παράγοντες που δρουν επαγωγικά στον παράγοντα HIF είναι η 

αγγειοτενσίνη II, ο EGF, η ινσουλίνη, ο αυξητικός παράγοντας ομοιάζων με την ινσουλίνη 

(IGF) 1 και 2, ο PDGF, ο VEGF και η θρομβίνη [174,204,207]. Ο παράγοντας HIF μαζί με 

τους παράγοντες IGF-1 και 2 φαίνεται να εμπλέκεται σε ένα φαύλο κύκλο, όπου ο IGF-1 

επάγει τον HIF-la αυτός τον IGF-2 που και αυτός με την σειρά του τον IGF-1 [207].

Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, ο παράγοντας HIF-α επάγει τους υποδοχείς 

VEGF 1, 2 και tie. Επίσης προκαλεί επαγωγή της γλυκολυτικής και όχι της οξειδωτικής οδού 

μέσω επαγωγής αρκετών γονιδίων της οδού αυτής [208].

Σε in vitro μελέτες καρκινωμάτων ουροδόχου κύστεως βρέθηκε σε καταστάσεις υποξί- 

ας, αύξηση των επιπέδων των πρωτεϊνών HIF-la και HIF-2a, όχι όμως και των αντίστοιχων 

mRNAs, γεγονός που θέτει τον προβληματισμό ότι η έκφραση του γονιδίου και η μεταγραφή 

του ακολουθούν διαφορετικές οδούς [209,210]. Η έκφραση των HIF-la και HIF-2a 

συσχετίστηκε με έντονη αύξηση του VEGF [187,209].

Σε μερικές μελέτες η υπερέκφραση του παράγοντα HIF-2a σε καρκινώματα ουροδόχου 

κύστεως έδειξε στατιστικά σημαντική συσχέτιση με τον ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης,
9

το στάδιο της νόσου, και με περιοχές νέκρωσης, ενώ είχε αντίστροφη συσχέτιση με την αγ­

γειακή πυκνότητα [187,210].

4.3.γ. Αιαοπεταλιακός ενδοθυλιακόο αυξητικός παράγονταd Φωσφορυλάση m e θυιηδί- 
vne (PD-ECGF/TP):

Η PD-ECGF/TP είναι ένα ενδοκυττάριο ένζυμο το οποίο καταλύει την φωσφορυλίωση 

της θυμιδίνης (TdR) σε θυμίνη και σε 2- δεοξυριβόζη-1-φωσφατάση (2-dR-l-P) επάγόντας 

την αγγειογένεση [211]. Περιγράφηκε από τους Friedkin και συνεργάτες το 1954 [212], ενώ 

απομονώθηκε στα μέσα του 1970 από την Ε. Coli και τη σαλμονέλα [214]. Στους 

προκαρυωτικούς οργανισμούς ονομάστηκε αρχικά ECGF και στους ευκαρυωτικούς ΤΡ με το 

μόριο να έχει μήκος 45 και 47 kDa αντίστοιχα [215,216], ενώ αρκετά αργότερα διαπιστώθηκε 

ότι τα δύο αυτά μόρια έκαναν την ίδια λειτουργία σε προκαρυωτικούς και ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς με αποτέλεσμα να δοθεί ένα κοινό όνομα το PD-ECGF/TP ή απλώς ΤΡ. Να
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σημειώσουμε ότι ο όρος αιμοπεταλιακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας δεν πρέπει να 

συγχέεται με τον αυξητικό παράγοντα των αιμοπεταλίων.

Η PD-ECGF/TP έχει πρωτεύοντα ρόλο στον καταβολισμό των πυριμιδινών καταλύο- 

ντας, τόσο τη φωσφορυλίωση της θυμιδίνης, όσο και της δεοξυουριδίνης και των αναλογών 

της (εκτός της δεοξοκυτιδίνης) σε θυμίνη και 2-δεοξυριβόζη-1-φωσφατάση (2-dR-l-P) [217], 

η οποία, μετά από μια σειρά αντιδράσεων, εισέρχεται στη γλυκολυτική οδό [218]. Στο 

κεντρικό νευρικό σύστημα καταστέλλει τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων της γλοίας και 

είναι ταυτόσημη με την γλοιοστατίνη [219]. Μέχρι και σήμερα, μόνο υποθέσεις μπορούμε να 

κάνουμε για το πώς δρα στην αγγειογένεση, και ποιο μόριο ακριβώς είναι αυτό που επάγει 

την αγγειογένεση. Αρχικά πιστεύονταν ότι ήταν η PD-ECGF/TP, ενώ πιο σύγχρονοι 

συγγραφείς κάνουν υποθέσεις για την 2-dR-l-P [220] ή για την 2dR (2-δεοξυριβόζη) που 

είναι ο επόμενος μεταβολίτης της 2-dR-l-P [221]. Υψηλά επίπεδα ΤΡ έχουν αναφερθεί σε 

καρκινώματα προστάτη, μαστού, ωοθήκης, εντέρου, στομάχου, ουροδόχου κύστεως, 

οισοφάγου και παγκρέατος [222-228] αλλά και σε άλλες καταστάσεις που συνοδεύονται με 

αγγειογένεση, δηλαδή χρόνιες φλεγμονώδεις νόσους όπως η ρευματοειδής αρθρίτιδα, η 

ψωρίαση και η αθηροσκλήρυνση, όπου αυξάνουν τα αγγεία των αγγείων (vasa vasorum) 

[230-232]. Από το 1970 είναι γνωστό ότι η PD-ECGF/TP αυξάνει στο πλάσμα ασθενών με 

καρκίνο [233].

Οι Brown και συνεργάτες [234] ανακάλυψαν ότι η αύξηση των επιπέδων της ΤΡ στο 

κύτταρο αυξάνει τα επίπεδα της ιντερλευκίνης (IL-8), του VEGF και των μεταλλοπρωτεΐνα- 

σών της μεσοκυττάριου ουσίας (ΜΜΡ-1). Η ιντερλευκίνη-8 είναι ένας ισχυρός 

χημειοτακτικός παράγοντας που προάγει τη διηθητική ανάπτυξη στο ουροθηλιακό 

καρκίνωμα [235]. Έχει βρεθεί ότι το mRNA της ΤΡ αυξάνει ιδιαίτερα σε διηθητικό 

ουροθηλιακό καρκίνωμα, 33 φορές περισσότερο απ’ ότι σε επιφανειακούς όγκους, και 260 

φορές απ’ ότι στο φυσιολογικό ουροθήλιο [227,229].

Επαγωγείς του γονιδίου της φωσφορυλάσης της θυμιδίνης είναι η κινάση της πρωτεΐνης 

Α, η οποία επάγεται από το cAMP αλλά και από την κινάση της πρωτεΐνης C (PKC) 

[236,237]. Τα χαμηλά επίπεδα οξυγόνωσης όπως και το χαμηλό pH βρέθηκε να επάγουν την 

έκφραση της PD-ECGF/TP [245], όπως επίσης και οι κυτοκίνες (ιντερλευκίνη-1. ιντερφερόνη 

-α και -y )  [239] και ο παράγοντας TNF α. Η ιντερφερόνη-α (κυτοκίνη) παρόπ προκαλεί 

αύξηση κατά 5 φορές των επιπέδων της PD-ECGF/TP, εντούτοις προκαλεί οκταπλασιασμό 

της δραστικότητας του ενζύμου αυτού, οπότε εκτός από την δράση που έχει στο γονίδιο της
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PD-ECGF/TP, φαίνεται να δρα και στο ίδιο το mRNA [240]. Σε καρκίνωμα μαστού βρέθηκε 

ταυτόχρονη αύξηση της έκφρασης της PD-ECGF/TP με τον παράγοντα VEGF [241],

Καταστολείς της PD-ECGF/TP είναι ο ειδικός καταστολέας της φωσφορυλάσης της 

θυμιδίνης (ΤΡΙ) [242], η 6-αμινο-5-χλο)ροουρακίλη [243], η 5-φλουοροουρακίλη, τα οποία 

είναι ομόλογα των νουκλεϊνικών οξέων και χρησιμοποιούνται στιι χημειοθεραπεία [244].

Σε καρκινώματα ουροδόχου κύστεως βρέθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση τηγς αύ­

ξησης της PD-ECGF/TP με το φυσιολογικό ουροθήλιο [245], με το ιστολογικό βαθμό κα- 

κοηθείας [227,245-247], με το στάδιο [245-248], όπως και με την υποτροπή της νόσου 

[227,246]. Κατά άλλους συνδέεται με την αγγειακή πυκνότητα [228], κατά άλλους όμως όχι 

[247,248]. -

Σε ανοσοϊστοχημικό επίπεδο, η PD-ECGF/TP εκφράζεται από κάποιους μη νεοπλασμα- 

τικούς ιστούς όπως κύτταρα γλοίας, κάποια επιθηλιακά κύτταρα, τα κύτταρα του στρώματος, 

αλλά Kat από τα μακροφάγα κύτταρα που συνοδεύουν το νεόπλασμα. Αυξημένη έκφραση 

παρατηρείται στο κυτταρόπλασμα των νεοπλασματικών κυττάρων, ενίοτε δε και στον πυρήνα 

[221,246,249],

4.3.δ. Θροιιβοσπονδίνη-Ι και -2 (TSP-1. TSP-21:

Οι θρομβοσπονδίνες ανήκουν σε μία οικογένεια εξωκυττάριων γλυκοπρωτεϊνών που 

συμμετέχουν στην κύτταρο-κυτταρική και κύτταρο-στρωματική επικοινωνία. Σ’αυτή την 

οικογένεια αναγνωρίστηκαν 5 πρωτεΐνες, οι οποίες προέρχονται από διαφορετικά γονίδια. 

Αυτές εκφράζονται είτε κατά την εμβρυϊκή είτε κατά την ενήλικο ζωή, ενώ κάθε ιστός 

εκφράζει τουλάχιστον μία από αυτές. Η TSP-1 περιγράφηκε πρώτη το 1971, αποτελεί κύριο 

συστατικό των αιμοπεταλίων του αίματος ενώ ανιχνεύτηκε επίσης στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

των αγγείων, στους ινοβλάστες, στις λείες μυϊκές ίνες, στα κερατινοκύτταρα, στα μακροφάγα 

και στα ουδετερόφιλα πολυμορφοπύρηνα κύτταρα [250]. Φαίνεται να δρα στην επιφάνεια 

των κυττάρων φέρνοντας σε επαφή μεμβρανικές πρωτεΐνες και κυτοκίνες που ρυθμίζουν 

εξωκυττάριες μεσεγχυματικές δομές όπως και τον φαινότυπο των κυττάρων. Μέσω αυτών 

φαίνεται να ρυθμίζει την κυτταρική συνοχή, τη μεταφορά και τη μεταγραφή μηνυμάτων. Οι 

μεμβρανικές πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε αυτές τις διαδικασίες είναι οι ιντεκρίνες α3β1, 

ανβ3 και alTbp3 [251], η CD47, η CD36, οι πρωτεογλυκάνες, ο TGF-β, και ο PDGF [252]. Σε 

πειράματα με κύτταρα μολυσμένα με τον ιό IIPV-16, τα επίπεδα της TSP-1 επηρεάστηκαν 

από τα επίπεδα των πρωτεϊνών VEGF και FGF-2 [253], ενώ σε άλλα πειράματα τα
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αποτελέσματα περί συσχέτισης του TSP-2 με τον παράγοντα VEGF είναι αντιφατικά 

[254,255]. Οι θρομβοσπονδίνες ανάλογα με τη μοριακή τους δομή φαίνεται να χωρίζονται σε 

TSP -1, -2, -3, -4 και -5. Η θρομβοσπονδίνη-1 αποτελείται από επαναλαμβανόμενα τμήματα 

αμινικών η καρβοξυλικών ομάδων τα οποία χωρίζονται σε τρεις τύπους: τον τύπο 1, τον τύπο 

2 και τύπο 3. Ο τύπος -1 παρατηρείται σε διάφορες πρωτεΐνες που σχετίζονται με την 

αγγειογένεση. Σε ένα συγκεκριμένο σημείο αυτού ενώνεται το CD36 [256]. Παρόμοια δομή 

έχει και η TSP-2 [257]. Βρέθηκε ότι τόσο η TSP-1 όσο και η TSP-2 παίζουν κάποιο ρόλο 

στην αγγειογένεση με την ένωσή τους με τον παράγοντα ΤΘΡβ, ενώ η TSP-2 παίζει επιπλέον 

σημαντικό ρόλο στη δόμηση των κολλαγόνων ινών του δέρματος [258]. Η TSP-1 

συσχετίστηκε επίσης με τις ιντεκρίνες α3β1, ανβ3 και αΙΠ)β3 [251] όπως και με άλλα μόρια

[259].

Παρότι οι TSP-1 και -2 εκφράζονται κατά την ανάπτυξη των σπονδυλωτών οργανι­

σμών, σε πειράματα με μεταλλαγμένα ποντίκια με ομόζυγο απώλεια των αντίστοιχων γονιδί­

ων δεν εμφανίσθηκαν σημαντικές ανωμαλίες. Παρατηρήθηκε πνευμονία τις πρώτες 4-10 

εβδομάδες της ζωής με παρόμοια ιστολογική εικόνα όπως και σε περίπτωση απώλειας 

έκφρασης της ΤΘΡβ [260]. Σε άλλο πείραμα με απώλεια έκφρασης του γονιδίου TSP-2 σε 

ποντίκια, αναγνωρίστηκαν διαταραχές του συνδετικού ιστού, διαταραχές της σχέσης μεταξύ 

των ινοβλαστών, αύξημένη παραγωγή οστίτη ιστού στον αυλό των μακρών οστών, 

διαταραχές της αγγειογένεσης, αύξηση της αγγειακής πυκνότητας σε διάφορους ιστούς και 

αιμορραγική διάθεση [258]. Αρκετές μελέτες έδειξαν ότι τόσο η TSP-1 όσο και η TSP-2 

καταστέλλουν την αγγειογένεση [258,260-263] σε in vivo και in vitro πειράματα. 

Υπερέκφραση των TSP-1, -2 από κύτταρα που εμφυτεύτηκαν σε νεοπλάσματα σε ποντίκια, 

προκάλεσε αναστολή τόσο της αγγειογένεσης όσο και της αύξησης του μεγέθους του 

νεοπλάσματος [255,264-266]. Συσχέτιση έγινε με τη μείωση του αριθμού των μεγάλων 

αγγείων [265], με το στρώμα που περιβάλλει τον όγκο [264], αλλά και με την πλήρη 

εξαφάνιση του επιδερμοειδούς ανθρώπινου καρκινώματος από κύτταρα Α431 [255]. Σε 

κάποιους ιστούς, όπως τον κερατοειδή χιτώνα, η TSP-Ι καταστέλλει σε μεγαλύτερο βαθμό 

την αγγειογένεση και τη μετανάστευση κυττάρων απ’ ότι η TSP-2 [267], ενώ από άλλους 

ερευνητές θεωρείται ότι εκτός από την αγγειοκατασταλτική δράση έχει και αγγειογενετική, 

μέσω άλλων οδών [268]. Όπως αναφέρθηκε πιο πάνω, ο τύπος 1 των επαναλαμβανόμενων 

τμημάτων των μορίων των TSP-1 και -2 , και ειδικότερα μια περιοχή η οποία ονομάζεται 

TSR, φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στην καταστολή της αγγειογένεσης όπου είναι και 

το σημείο που ενώνεται η πρωτεΐνη CD36 [262].
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Άλλες έρευνες έδειξαν ότι η TSP-1 και ο TGFp ενώνονται σχηματίζοντας ένα σύμπλεγ­

μα που ενώνεται με την μεμβράνη των μακροφάγων κυττάρων μέσω του CD36 [269] αλλά 

και με τα ενδοθηλιακά κύτταρα των τριχοειδών μέσω του ίδιου παράγοντα [251]. Επίσης 

βρέθηκε ότι η TSP-1 δεν είναι ο κύριος ενεργοποιητής του ΤβΡβ [270] και ότι χρειάζονται 

500 μόρια TSP-1 για κάθε μόριο TGF$ [271].

Η TSP-1 έχει μια άλλη περιοχή στο μόριο της που δεν φαίνεται να υπάρχει στο μόριο 

της TSP-2. Στην περιοχή αυτή ενώνεται με το CD47 και έχει αντιαγγειογόνο δράση [263]. Η 

αγγειογενετική δράση της TSP-1 φαίνεται να γίνεται μέσω της ρυθμιστικής δράσης που έχει 

σε πρωτεολύτικά ένζυμα του εξωκυττάριου στρώματος. Αυτά με τη βοήθεια και των 

μεταλλοπρωτεϊνασών (ΜΜΡ) προκαλούν αποδόμηση του εξωκυττάριου στρώματος 

πυροδοτώντας τόσο αγγειογενετικούς μηχανισμούς αλλά και την διηθητική ανάπτυξη από το 

νεόπλασμα. Η μεταλλοπρωτεϊνάση που αυξάνει από την επίδραση της TSP-1 είναι η ΜΜΡ-9, 

ενώ οι ΜΜΡ-1 και -3 δεν φαίνεται να επηρεάζονται [272]. Συχνό εύρημα σε καρκινώματα 

είναι η μετάλλαξη του κατασταλτικού γονιδίου ρ53 (wild type). Η μετάλλαξη αυτί) συνδέεται 

με ταυτόχρονη μείωση της TSP-1, γεγονός που οδηγεί σε αύξηση του ινοβλαστικού 

αυξητικού παράγοντα FGF2 και επαγωγή της αγγειογένεσης, ενώ η TSP-2 παραμένει 

αμετάβλητη [273]. Άλλα ογκογονίδια που συσχετίστηκαν με τα επίπεδα της TSP-1 είναι το 

ras, το v-src, το v-myc και το c-jun [251].

Άλλο επίπεδο δράσης της TSP-1 είναι η μείωση της μεταναστευτικότητας των κυττά- 

ρων καν η επαγωγή της απόπτωσης [274], Η TSP-1 προκαλεί φωσφορυλίωση της ΡΙ3-Κ, καν 

αυτή της FAK πρωτεΐνης, μηχαννσμός που επηρεάζεταν από καταστολείς των κννασών 

ERK1/2 καν από το ρ38ΜΑΡΚ, καν οδηγεί στην αύξηση της μεταναστευτνκότητας των λείων 

μυϊκών ννών των αγγείων. Σε άλλες μελέτες βρέθηκε δνφασνκή δράση από την TSP-1 στη 

μετανάστευση των ενδοθηλνακών κυττάρων, όπου σε χαμηλά επίπεδα TSP-1 αυξάνεν η 

μεταναστευτνκότητα των ενδοθηλνακών κυττάρων, άρα καν η αγγενογένεση, ενώ σε υψηλά 

επίπεδα TSP-1 αναστέλλεταν η μεταναστευτνκότητα των ενδοθηλνακών με αποτέλεσμα 

αναστολή της αγγενογένεσης [275]. Μέσω του CD36 στην επνφάνενα των ενδοθηλνακών κυτ­

τάρων των τρνχοενδών αγγείων η TSP-1 φαίνεταν να προκαλεί ενεργοποίηση της κννάσης της 

τυροσίνης p59fun, της κασπάσης 3 καν του ρ38ΜΑΡΚ προκαλώντας απόπτωση των ενδοθη­

λνακών κυττάρων (σχεδνάγραμμα 3) [274]. Παράγοντες που καταστέλλουν το ρ38ΜΑΡΚ καν 

την κασπάση 3 προκαλούν αναστολή της απόπτωσης της επαγώμενης από την TSP-1. Η 

κασπάση 3 μπλοκάρεν τη φωσφορυλίωση του ρ38ΜΑΡΚ, μηχαννσμός που μας κάνεν να



36

υποθέτουμε ότι η κασπάση 3 λειτουργεί τόσο σαν επαγωγέας όσο και σαν καταστολέας της 

ρ38ΜΑΡΚ μέσω διαφορετικών οδών [274].

Σε ανοσοϊστοχημικό επίπεδο σε νεοπλασματικούς ιστούς η TSP-1 εκφράζεται από το 

στρώμα, ενώ είναι ασθενής ή χάνεται η έκφρασή της από τα νεοπλασματικά κύτταρα [251]. 

Ειδικότερα, σε καρκινώματα ουροδόχου κύστεως ανιχνεύτηκε έκφραση της TSP-1 σε 

περιαγγειακές περιοχές, στο σημείο επαφής επιθηλιακών και στρωματικών κυττάρων, στο 

στρώμα όπως και στα νεοπλασματικά κύτταρα [276].

Στον ορό η πρωτεΐνη αυτή βρέθηκε αυξημένη κατά δύο έως και τρεις φορές στο πλάσμα 

καρκινοπαθών ασθενών [277].

Σε καρκινώματα ουροδόχου κύστεως, μείωση της έκφρασης της TSP-1 είχε στατιστικά 

σημαντική συσχέτιση με την ρ53 μετάλλαξη, με συχνότερη υποτροπή της νόσου, αύξηση της 

αγγειακής πυκνότητας, όπως και με μείωση του μέσου χρόνου επιβίωσης [79].

4.4. Αλλοι αννειονενετικοί παοάνοντε£

4.4. α. Βασικός ινοβλαστικός αυξητικός παράγοντας (bFGF).

Η μελέτη του βασικού ινοβλαστικού αυξητικού παράγοντα ξεκίνησε από τον Chodak 

[278] το 1986, και μαζί με τον aFGF, με τον οποίο είναι κατά 55% ομόλογοι, αλλά και άλ­

λους 20 και πλέον παράγοντες, εντάσσονται στην κατηγορία των ινοβλαστικών αυξητικών 

παραγόντων [156,279]. Έχουν ένα ευρύ φάσμα δράσης, που περιλαμβάνει ρυθμιστικό ρόλο 

στον πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση, και τη διαφοροποίηση διαφόρων τύπων κυττάρων 

μεσοδερμικής και εξωδερμικής προέλευσης, όπως ενδοθηλιακά κύτταρα, κύτταρα νεφρού, 

επινεφριδίων, υπόφυσης, ΚΝΣ, επινεφριδίων, θύμου κ.ά. [280].

Παρότι ενώνονται με τους ίδιους κυτταρικούς υποδοχείς, ο bFGF έχει τριάντα έως εκα­

τό φορές πιο ισχυρή βιολογική δράση από τον aFGF, με αποτέλεσμα ο τελευταίος να παρου­

σιάζει μικρό επιστημονικό ενδιαφέρον σε αντίθεση με τον bFGF [281]. Έχουν περιγράφει 

πέντε ισομερή του bFGF 18, 22, 22.5, 24 και 34 KD, τα οποία προέρχονται από το ίδιο 

γονίδιο [282]. Υπάρχουν 4 τύποι υποδοχέων στα κύτταρα για τον bFGF, οι FGFR -1 έως -4, 

που αναγνωρίστηκαν στην κυτταρική μεμβράνη διαφόρων κυττάρων [283]. Κατά τους Pardo 

και συνεργάτες, ο bFGF επάγει την έκφραση των αντιαποπτωτικών πρωτεϊνών bcl-XL και 

bcl-2, μέσω της οδού της MEK/ERK [284] (Σχεδ. 2). Ο bFGF προκαλεί τόσο την αύξηση της 

έκφρασης του VEGF mRNA στις λείες μυϊκές ίνες των αγγείων, όσο και την αύξηση των
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υποδοχέων VEGF στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Επάγεν επίσης τον ενεργοπονητη του 

πλασμινογόνου και την κολλαγονάση που καταστρέφει τη βασική μεμβράνη [156]. Ο bFGF 

προκαλεί απελευθέρωση των μεταλλοπρωτεϊνασών του στρώματος (ΜΜΡ) με αποτέλεσμα 

αποδόμηση και αναδιοργάνωση της εξωκυττάριας ουσίας, επάγοντας έτσι τη 

μεταναστευτικότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων [286] (σχήμα 2). Η ένωση του bFGF με 

τους υποδοχείς του οδηγεί, μέσω της ενεργοποιήσεως της κινάσης της τυροσίνης, σε μια 

αντίδραση-καταρράκτη, με αποτέλεσμα την επαγωγή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού.
* Λ

Ενδιάμεσοι ρυθμιστές στη δράση του bFGF είναι διάφορα ένζυμα όπως η ηπαρινάση, η 

πλασμίνη, η καθεψίνη D και η ουροκινάση [287].

Οι υποδοχείς FGFR1 και FGFR2 σχετίζονται με την αγγειογένεση, ενώ ο FGFR3 με την 

ανάπτυξη του σκελετού. Ένωση και ενεργοποίηση του bFGF με τον υποδοχέα FGFR1 μπορεί 

να γίνει με δύο τρόπους, στους οποίους όπως φαίνεται σημαντικό ρόλο παίζει η ηπαρίνη 

[288]. Η μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων επάγεται από τον bFGF, ο οποίος 

παράγεται από τα ίδια τα ενδοθηλιακά κύτταρα [285] και δρα στις μεσοκυττάριες γέφυρες 

μειώνοντας τις δυνάμεις προσκόλλησης μεταξύ αυτών.

Αύξηση του bFGF παρατηρήθηκε τόσο σε καρκίνωμα ουροδόχου κύστεως, (4-10 φορές 

μεγαλύτερη συγκέντρωση από ότι στο φυσιολογικό ουροθήλιο), όσο και σε άλλες 

κακοήθειες, αλλά και στην υπερπλασία του προστάτη [289-292].

4.4.β. Μεταλλοπρωτεΐνάσες (MMPs):

Οι μεταλλοπρωτεΐνάσες (MMPs) αποτελούν μια μεγάλη ομάδα ενζύμων, τα οποία ε­

μπλέκονται σε πολλές φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις, μεταξύ αυτών και στην 

αγγειογένεση. Έως σήμερα έχουν απομονωθεί 20 ένζυμα αυτής της οικογένειας τα οποία 

χωρίζονται σε 4 ομάδες:

• τις διάμεσες κολλαγονάσες (ΜΜΡ-1, -8και -13) που διασπούν το διάμεσο κολλαγόνο 

(τύπου I, II, ΙΠ> VII και X),

• τις ζελατινάσες (ΜΜΡ-2 και-9) που και αυτές παίζουν σημαντικό ρόλο στη διάσπαση του 

κολλαγόνου και της λαμινίνης,

• τις στρωμελυσίνες (ΜΜΡ-3,-7,-10,-11 και -12) που διασπούν τόσο τους περισσότερους 

τύπους κολλαγόνου όσο την ινονεκτίνη, τη λαμινίνη, την ελαστίνη, τη ζελατίνη, την ινική 

αλλά και ένα τμήμα του μορίου των πρωτεογλυκανών,
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• και τις έξι μεμβρανικές μεταλλοπρωτεϊνάσες ΜΤ1-ΜΜΡ έως και ΜΤ6-ΜΜΡ, οι οποίες 

διασπούν κάποιους τόπους κολλαγόνου, την ινονεκτίνη, τη βιτρονεκτίνη, τη ζελατίνη και τις 

πρωτεογλυκάνες [293,294]. Ο μεγάλος αριθμός τους, οι πολλαπλοί μηχανισμοί που 

εμπλέκονται, η πολυπλοκότητα των μηχανισμών αυτών, αλλά και η αλληλεπίδραση αυτών 

μας κάνουν να γνωρίζουμε ελάχιστα πράγματα για αυτές. Κατά την ανάπτυξη των αγγείων 

παρατηρείται παραγωγή διαφόρων πρωτεολυτικών μορίων από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, 

μεταξύ των οποίων και μεταλλοπρωτεϊνασών, ικανών να προκαλέσουν πρωτεόλυση κάποιων 

ουσιών του εξωκυττάριου στρώματος. Η αποδόμηση του εξωκυττάριου στρώματος βοηθά 

στην αύξηση της μεταναστευτικότητας των ενδοθηλιακών κυττάρων επι πλέον επάγει την 

απελευθέρωση διαφόρων αγγειογενετικών ουσιών από αυτό [295]. Ο μηχανισμός παραγωγής, 

η μεταγραφή του γονιδίου, η έκκριση και ενεργοποίηση του μορίου των MMPs ρυθμίζεται 

από πολύπλοκους μηχανισμούς. Φαίνεται ότι παράγονται από λίγους τύπους κυττάρων τα 

οποία τις παράγουν και τις απελευθερώνουν ταχέως στο εξωκυττάριο στρώμα, ενώ τα 

φλεγμονώδη κύτταρα έχουν αρκετά αποθέματα αυτών των μορίων στο κυτταρόπλασμά τους. 

Επαγωγή αυτών προκαλούν τόσο επαγωγικές ουσίες του νεοπλάσματος όσο και 

αγγειογενετικές ουσίες όπως ο bFGF, ο VEGF, η πλασμίνη, ο PDECGF/TP, ο ενεργοποιητής 

του πλασμινογόνου τύπου ουροκινάσης (uPA) και το ιστικού τύπου πλασμινογόνο, αλλά και 

προϊόντα ογκογονιδίων [234,286,296-298]. Η έκφραση των MMPs επάγεται από το 

ρ38ΜΑΡΚ [299]. Αντίθετα οι TIMPs (ΉΜΡ-1,-2,-3,-4) έχουν τη δυνατότητα να 

καταστέλλουν τις MMPs [300]. Άλλο ένα αποδεικτικό στοιχείο για τη λεπτή ισορροπία του 

μηχανισμού της αγγειογένεσης είναι ότι κατά την εμβρυογένεση έχουμε ταυτόχρονη 

παραγωγή MMPs και TIMPs.

Όμως, εκτός από την επαγωγή της αγγειογένεσης, πιστεύεται ότι οι ΜΜΡ-3, -7, -9,-12 

επάγουν την έκκριση αγγειοστατίνης από το πλασμινογόνο [301], μηχανισμός που καταστέλ­

λει την αγγειογένεση.

Η ΜΜΡ-2 βρέθηκε ότι απενεργοποιείται αφού ενωθεί με την θρομβοσπονδίνη-2 και μία 

λιποπρωτεΐνη σχηματίζοντας ένα σύμπλοκο [302]. Αν και έχει μια άμεση δράση στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, η κύρια δράση της φαίνεται να είναι η επαγωγή άλλων 

αγγειογενετικών παραγόντων.

Οι περισσότερες μελέτες που έχουν γίνει μέχρι σήμερα στο καρκίνωμα της ουροδόχου 

κύστεως αφορούν την ΜΜΡ-2 και την ΜΜΡ-9. Η έκφρασή τους έχει συσχετισθεί με το 

στάδιο και το βαθμό διαφοροποίησης της νόσου [111,303,304] και σε άλλες μελέτες με τη 

διηθητική ανάπτυξη του νεοπλάσματος και την επιβίωση των ασθενών [111,303]. Παρουσία
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της MMΡ-9 στα ούρα παρατηρείται σε ουροθηλιακό καρκίνωμα [111], ενώ παρουσία της 

ΜΜΡ-1 στα ούρα συσχετίσθηκε με το στάδιο και το βαθμό διαφοροποίησης [305].

4.4.γ. Ενεργοποιητές του Πλασμινογόνου:

Το σύστημα των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου περιλαμβάνει τους ενεργοποιητές 

του πλασμινογόνου τύπου ουροκινάσης (υΡΑ) και ιστικού τύπου (tPA), τους καταστολείς 

τους (ΡΑΙ -Ικαι -2), τους μεμβρανικούς υποδοχείς αυτών (uPAR), και τέλος το πλασμινογόνο 

(Pig) το οποίο ενεργοποιείται σε πλασμίνη (Plm) [306]. Το ενζυμικό αυτό σύστημα μπορεί να 

αποδομήσει συστατικά του εξωκυττάριου στρώματος ή να ενεργοποιήσει διαφόρους 

αυξητικούς παράγοντες οι οποίοι παίζουν σημαντικό ρόλο στην εμβρυογένεση, αγγειογένεση, 

φλεγμονή, αύξηση του όγκου αλλά και σε άλλους μηχανισμούς, όπως η διηθητική ανάπτυξη 

ή μετάσταση της νόσου [307,308]. Από όλο το σύνολο των πρωτεολυτικών μορίων φαίνεται 

ότι αυτό είναι το πιο σημαντικό, επειδή ενεργοποιεί το αδρανές προένζυμο πλασμινογόνο στο 

ενεργό ένζυμο πλασμίνη, το οποίο με τη σειρά του ενεργοποιεί την ινική σε ινωδογόνο, τον 

παράγοντα V σε Va, τον παράγοντα VIII σε Villa, αρκετούς αυξητικούς παράγοντες όπως 

τον bFGF, τον VEGF, τον HGF, τον IGF, τον EGF και τον TGF-β, αλλά και στοιχεία του 

εξωκυττάριου στρώματος όπως τις μεταλλοπρωτεϊνάσες του εξωκυττάριου στρώματος 

[309,306]. Όπως προαναφέραμε, υπάρχουν δύο ενεργοποιητές του πλασμινογόνου, ο ιστικού 

τύπου (tPA), και ο τύπου ουροκινάσης (υΡΑ). Αυτοί προέρχονται από δύο διαφορετικά 

γονίδια, αλλά τα προϊόντα τους δρουν με τον ίδιο τρόπο στο πλασμινογόνο και έχουν κοινούς 

αναστολείς (ΡΑΙ-1,-2) [310,311]. Η μόνη διαφορά που βρέθηκε σε αυτούς τους δύο 

παράγοντες είναι ότι ο υΡΑ συσχετίζεται με τη μετανάστευση των κυττάρων (φλεγμονή, 

επανόρθωση, αγγειογένεση, μετάσταση), ενώ ο tPA όταν χρειάζεται η ινωδόλυση για τη 

διατήρηση ενός αγγείου ανοικτού [307]. Χωρίς τη δράση των ενεργοποιητών του 

πλασμινογόνου και ειδικά του uPA ο μηχανισμός της αγγειογένεσης δεν μπορεί να 

ενεργοποιηθεί.

Η υποξία αποτελεί το αρχικό έναυσμα για την πυροδότηση μιας σειράς αντιδράσεων 

που πολλές φαίνεται να αλληλοεπάγονται μεταξύ τους, με αποτέλεσμα να έχουμε μια αντί­

δραση καταρράκτη, με τελικό αποτέλεσμα την αγγειογένεση. Έτσι, όταν ένα νεόπλασμα 

αναπτύσσεται τα κεντρικότερα σημεία αυτού ολοένα αποστασιοποιούνται από τους 

γειτονικούς ιστούς από όπου αιματώνονται με αποτέλεσμα να επέλθει υποξία, αυτή επάγει 

τόσο τους υποδοχείς του VEGF όσο και τους υποδοχείς της ουροκινάσης στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα [312,163]. Ο uPA ενεργοποιεί το πλασμινογόνο μετατρέποντάς το σε πλασμίνη.
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Αυτή ενεργοποιεί μεταξύ άλλων τις μεταλλοπρωτεϊνάσες του εξωκυττάριου στρώματος, 

όλους τους αυξητικούς παράγοντες που προαναφέραμε (bFGF, VEGF, HGF, IGF, EGF και 

TGF-β), την οδό της MAP κινάσης στα ενδοθηλιακά κύτταρα και τη φωσφορυλίωση των 

προσκολλητικών πρωτεϊνών (σχεδ. 2) [297,313]. Ακολουθεί η διάσπαση της βασικής 

μεμβράνης (ινονεκτίνης και λαμινίνης) και η διάσπαση διαφόρων ουσιών του εξωκυττάριου 

στρώματος, με συνέπεια την επαγωγή της μετανάστευσης και της διηθητικής ανάπτυξης του 

νεοπλάσματος. Ο ιιΡΑ ενεργοποιεί την κινάση της πρωτεΐνης C (PKC) μέσω της αποδόμησης 

του στρώματος [309]. Ο VEGF και ο bFGF επάγουν τους μεμβρανικούς υποδοχείς uPAR και 

τη μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων. Αλλά συμβαίνει και το αντίστροφο, δηλαδή 

αύξηση της έκφρασης των υποδοχέων uPAR επάγει τους VEGF και bFGF [163,164,306]. 

Έ τσι ενώ ο υΡΑ συσχετίστηκε με κακή πρόγνωση της νόσου, ο παράγοντας tPA 

συσχετίσθηκε με καλή πρόγνωση, τόσο στο μελάνωμα όσο και στον καρκίνο του μαστού 

[314].

Ο καταστολέας ΡΑΙ δρα σχηματίζοντας ένα σύμπλοκο στην επιφάνεια του κυττάρου 

μαζί με την ουροκινάση του πλασμινογόνου και τον υποδοχέα της (uPAR-uPA-PAI), το ο­

ποίο αναγνωρίζεται και ενώνεται με μια λιποπρωτεΐνη, την LRP, και γρήγορα φαγοκυτταρώ- 

νεται από το ίδιο το κύτταρο, ενώ ο υποδοχέας uPAR ανακυκλώνεται, για να ξαναεμφανιστεί 

στην επιφάνεια του κυττάρου [315]. Η δράση των καταστολέων ΡΑΙ φαίνεται να είναι πολύ 

πιο πολύπλοκη. Αυτοί καταστέλλουν την αγγειοστατίνη με αποτέλεσμα την επαγωγή της 

αγγειογένεσης [316]. Παρατεταμένη δράση των uPA χωρίς τη δράση των καταστολέων ΡΑΙ 

βρέθηκε να οδηγεί σε αιμαγγείωμα, και όχι σε σχηματισμό ωριμότερων μορφών αγγείων με 

αυλό [317,318]. Ο VEGF-C και ο TGF-β επάγουν τον καταστολέα ΡΑΙ-1 [317,319,320], και 

παρότι σε κάποια πειράματα με ποντίκια φαίνεται να καταστέλλει την αγγειογένεση [321], 

εντούτοις σε καρκινώματα μαστού στον άνθρωπο φάνηκε ότι αυξημένη έκφραση uPA και 

ΡΑΙ συσχετίζεται με χειρότερη πρόγνωση, εύρημα που οδηγεί στην υπόθεση ότι με κάποιο 

τρόπο οι uPA και ΡΑΙ επάγουν την αγγειογένεση [322].

4.4.δ. Ηπατοκυτταρικός αυξητικός παράγοντας (HGF/Scatter factor):

Ο ηπατοκυτταρικός αυξητικός παράγοντας και ο υποδοχέας του στην κινάση της τυρο- 

σίνης, έχουν συσχετισθεί με τα περισσότερα καρκινώματα, και μάλιστα ως επαγωγείς της αγ­

γειογένεσης αλλά και με κακή πρόγνωση και μετάσταση της νόσου [323]. Ο HGF είναι μια 

κυτταροκίνη η οποία παράγεται από το στρώμα και βρέθηκε να είναι αυξημένη στα υψηλού 

βαθμού κακοηθείας διηθητικά καρκινώματα [324]. Δυστυχώς οι γνώσεις μας για τον ακριβή
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μηχανισμό δράσης αυτού δεν είναι ικανοποιητικές. Από πειράματα σε ποντίκια βρέθηκε ότι 

επάγει τον παράγοντα VEGF, και κατ’ επέκταση την αγγειογένεση, μέσω των οδών ρ44/42 

ΜΑΡΚ, PI3/Akt και Stat3, ενώ καταστέλλει την θρομβοσπονδίνη-1, και, όπως αποδείχτηκε 

στο ίδιο πείραμα, επάγει την αγγειογένεση με αυτόν τον μηχανισμό μέσω της οδού του 

ρ44/42 ΜΑΡΚ [325]. Σε άλλες μελέτες βρέθηκε ότι μέσω της PI3/Akt προκαλεί ενεργοποίη­

ση, τόσο του HIF-1 όσο και των ενεργοποιητών του πλασμινογόνου τύπου ουροκινάσης 

(uPA), ενώ, όπως προαναφέραμε, ο uPA είναι ενεργοποιητής του HGF, δηλαδή έχουμε την 

εμπλοκή αυτών* των μορίων σε ένα φαύλο κύκλο. Επίσης βρέθηκε ότι ο HGF προκαλεί 

καταστολή του αναστολέα του uPA, του ΡΑΙ, με αποτέλεσμα πάλι την επαγωγή της 

αγγειογένεσης [313,317].

4.4.ε. Ιντεκρίνες:

Πρόκειται για μια μεγάλη οικογένεια διαμεμβρανικών πρωτεϊνών οι οποίες φέρνουν σε 

επικοινωνία το κύτταρο (την ακτίνη του κυτταροσκελετού δια μέσω ενός πολύπλοκου συ­

στήματος πρωτεϊνών) με το εξωκυττάριο στρώμα και με τα γειτονικά κύτταρα. Το μόριό τους 

αποτελείται από δύο τμήματα, το α- και το β-. Έχουν απομονωθεί 8 διαφορετικά β- και 18 α- 

τμήματα, ενώ σήμερα είναι γνωστές 24 διαφορετικές ιντεκρίνες [326]. Τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα των αγγείων εκφράζουν τις α ΐβ ΐ, α2β1, α3β1, α6β1, α6β4, α5β1, ανβ3 και ανβ5 

ιντεκρίνες. Οι α ΐβ ΐ και α2β1 είναι υποδοχείς κολλαγόνου και λαμινίνης. Οι α3β1, αόβΐ, 

α6β4, είναι υποδοχείς λαμινίνης ενώ η α3β1 ενώνεται με πιλίνη και θρομβοσπονδίνη. Οι 

α5β1, ανβ3 και ανβ5 ενώνονται με το εξωκυττάριο στρώμα μέσω ενός τμήματος RGD 

(αργινίνη-γλυκίνη- ασπαραγίνη). Η α5β1 ενώνεται κυρίως με ινονεκτίνη, η ανβ5 με 

βιτρονεκτίνη και η ανβ3 με βιτρονεκτίνη, ινονεκτίνη, παράγοντα Willebrand (VIII), 

θρομβοσπονδίνη, λαμινίνη, Del-Ι, καικαταβολίτες του κολλαγόνου [326,327].

Η σχέση τους με την αγγειογένεση ανακαλύφθηκε μόλις το1994 [328]. Οι πληροφορίες 

που έχουμε για τις ιντεκρίνες είναι κυρίως από πειράματα σε ποντίκια ή χοριοαλλαντοειδικές 

μεμβράνες. Αυτές που έχουν βΐ τμήμα στο μόριο τους παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

αγγειογένεση. Η α5β1 ενώνεται με την αγγειοποιητίνη χωρίς να επηρεάζεται από τον 

υποδοχέα της, τον Tie-2, με αποτέλεσμα να επάγει τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών 

κυττάρων [329]. Αυτές που έχουν α5 τμήμα στο μόριό τους επάγουν την αγγειογένεση μέσω 

οδού ανεξάρτητης του VEGF [330]. Η ενδοστατίνη καταστέλλει την αγγειογένεση μέσω της 

α5β1 και αν- ιντεκρινών [331]. Ο VEGF δρα μέσω των α ΐβ ΐ, α2β1 και ανβ3. Σε διάφορα 

πειράματα, όπου με διάφορες τεχνικές, με χρήση αντισωμάτων, επετεύχθη διακοπή αυτής της
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οδού, είχαμε μείωση της αγγειογένεσης κατά 90% [166,332]. Η α ΐβ ΐ επάγει τις ΜΜΡ7 και 

ΜΜΡ9, οι οποίες αναστέλλουν με την σειρά τους την παραγωγή αγγειοστατίνης [333]. Η 

α3β1 με τη λαμινίνη επάγουν το σχηματισμό αυλών από τα ενδοθηλιακά κύτταρα από οδό 

ανεξάρτητη του FGF [334]. Οι ανβ3 και ανβ5 εμπλέκονται σε επαγωγικές οδούς της 

αγγειογένεσης [335]. Η πρώτη εμπλέκεται σε οδό εξαρτώμενη του VEGF και η δεύτερη του 

bFGF [336]. Η ανβ3 επάγει τον πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση και το σχηματισμό 

αυλών από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, ενώ βρέθηκε ότι πολλά μόρια μπορούν να επηρεάσουν 

αυτό το μηχανισμό θετικά (VEGFR-2, PDGFb, IGFR, βιτρονεκτίνη, θρομβίνη, καταβολίτες 

του κολλαγόνου, αγγειοποιητίνη κ.ά) ή αρνητικά (θρομβοσπονδίνη-1 και-2, ΜΜΡ2, 

αγγειοστατίνη, ενδοστατίνη, τουμστατίνη-καταβολίτης του κολλαγόνου IV) [166,251,326].

4.4.στ. Ν ιτρικά οξείδια (NO*):

Τα νιτρικά οξείδια είναι ελεύθερες ρίζες οι οποίες συντίθενται από L-αργινίνη με τη 

βοήθεια της συνθετάσης νιτρικών οξειδίων (NOS). Αυτές εμπλέκονται σε πολλούς 

μηχανισμούς, διαδραματίζοντας ρόλο νευροδιαβιβαστών, αγγειοδιασταλτικών παραγόντων 

και κυτταροτοξικών ουσιών εκκρινόμενων από τα μακροφάγα και τα ουδετερόφιλα. Επίσης 

αναστέλλουν την απόπτωση και επάγουν τον πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών κυττάρων 

[337,338]. Υπάρχουν τρεις τύποι NOS, οι επαγωγείς (iNOS) και οι νευροδιαβιβαστές των 

ενδοθηλίων (eNOS) και των νευρώνων (nNOS) [339]. Πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι 

εμπλέκονται στην αγγειογένεση και μάλιστα παίζουν σημαντικό ρόλο. Οι VEGF, TGF-β και 

bFGF επάγουν την έκφραση της eNOS σε καλλιέργειες ενδοθηλιακών κυττάρων από 

ομφάλιο λώρο (HUVEC) [176,177,340-342], όπως συμβαίνει και με την INF-γ, την EL-Ιβ, 

τον TNF-α και το οξειδωτικό stress [343]. Η ενεργοποίηση της eNOS γίνεται μέσω της 

PI3/Akt και MAPK/ERK οδού, η οποία οδηγεί στην παραγωγή NO' [344]. Αξιοσημείωτο 

εύρημα που δείχνει τη σημαντικότητα των NO' είναι ότι εάν καταστείλουμε τη NOS μέσω 

ενός ανταγωνιστή αυτής, τον l-NAME τότε έχουμε καταστολή της αγγειογένεσης, μέσω της 

αύξησης ενός αγγειοκατασταλτικού παράγοντα της αγγειοστατίνης [345]. Μηχανισμοί 

δράσης των νιτρικών οξειδίων είναι η επαγωγή της ανβ3 η οποία επάγει τον Del-Ι, γνωστό 

επαγωγέα της αγγειογένεσης [346], επάγει τους παράγοντες VEGF και bFGF όπου μέσω 

αυτών επάγει τον uPA [347], την IL-8 (επαγωγέας της αγγειογένεσης) μέσω της επαγωγής 

της IFN-γ και IL-1 β, και καταστέλλει τις IP-10 και MIG, οι οποίες έχουν αγγειοκατασταλτική 

δράση σε πειράματα από DLD-I κύτταρα καρκινώματος παχέος εντέρου [348].
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4.4.ζ. Αυξητικός παράγοντας ομοιάζων με την Ινσουλίνη (IGF):

Ο IGF συντίθεται σχεδόν από όλους τους τύπους των κυττάρων και αποτελεί σημαντικό 

παράγοντα για αρκετούς μηχανισμούς, μεταξύ των οποίων και για το μηχανισμό της αγγειο­

γένεσης [349]. Ο κυτταρικός υποδοχέας αυτού είναι ο IGF-1R (receptor), ενώ μεταφέρεται 

στο αίμα συνδεδεμένος με τις πρωτεΐνες IGFBPs (binding proteins). Αποτελεί προϊόν του 

γονιδίου IGF-1. Παράγεται τόσο από το ήπαρ όσο και από άλλους ιστούς. Όμως από το ήπαρ 

διοχετεύεται στην κυκλοφορία συνδεδεμένος με τις IGFBPs, ενώ στους άλλους ιστούς δρα 

είτε μόνο τοπικά ή και στους γειτονικούς ιστούς. Ο IGF-1R βρίσκεται στην επιφάνεια του 

κυττάρου, και όταν ενωθεί με τον IGF, τότε το τμήμα αυτού που βρίσκεται ενδοκυττάρια 

ενεργοποιεί μια κινάση της τυροσίνης [349], φωσφορυλιώνει την She, ακολούθως τους υπο­

δοχείς ινσουλίνης IRS-1,-2,-3 και -4 [350], τον πυρηνικό παράγοντα -κΒ, το ΡΙ3Κ, το Akt, 

και το ΜΑΡΚ [351,352]. Αυτά έχουν επίδραση στην κυτταρική αύξηση, στη διαφοροποίηση, 

στη μετανάστευση, αλλά και στην αγγειογένεση [349,353,354].

Οι IGFBPs είναι 6 στο σύνολό τους. Εκτός από μεταφορικό μέσο και αποθηκευτικό 

χώρο, αποτελούν και καταστολέα της δράσης του IGF [358]. Η έκφραση των IGFBPs από τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα ρυθμίζεται από τους παράγοντες PDGF, FGF και TGF-β [356]. 

Πειραματικά βρέθηκε ότι καταστολείς του IGF είναι ο παράγοντας TNF-α, η θρομβίνη, τα 

οιστρογόνα, ο TGF-β και ο VEGF, ενώ οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, ο bFGF και ο uPA 

φαίνεται να το επάγουν [313,357-360]. Η αγγειοτενσίνη II, όπως και ο παράγοντας PDGF, 

κατ’ άλλους προκαλεί επαγωγή [360], ενώ κατ’ άλλους καταστολή [351] του IGF, [362,363]. 

Ο IGF-1 επάγει τον ΗΠΜα, αυτός τον IGF-2, και ο τελευταίος με τη σειρά του τον IGF-1 

(206).

4.4.η. Επιδερμικός αυξητικός παράγοντας (EGF):

Ο παράγοντας EGF παράγεται κυρίως στους νεφρούς και εμπλέκεται σε πολλούς μηχα­

νισμούς, όπως την επαγωγή του πολλαπλασιασμού των κυττάρων [364], σε πολλές νεφρικές 

λειτουργίες [364] και την αγγειογένεση [365]. Παρότι η συσχέτιση του παράγοντα αυτού με 

την αγγειογένεση δεν έχει μελετηθεί πολύ, εντούτοις ο μεμβρανικός υποδοχέας αυτού, ο 

EGFR, έχει μελετηθεί σε μεγάλο βαθμό. Έτσι ο EGFR ανήκει στην οικογένεια των erbB 

μεμβρανικών υποδοχέων, στην οποία ανήκουν οι EGFR (ή HER1 ή erbBl), ο erbB2 (ή 

HER2neu ή c-erb-2), ο erbB3 (ή HER3) και ο erbB4 (ή HER4) [366,367]. Ο EGFR βρέθηκε 

να εκφράζεται σε αρκετά νεοπλάσματα, όπως το μη μικροκυτταρικό καρκίνωμα του 

πνεύμονα, το καρκίνωμα του μαστού, στομάχου, οισοφάγου, νεφρού, ουροθηλίου και αρκετά
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άλλα [368]. Η ενεργοποίηση του EGFR σε έναν νεοπλασματικό ιστό επάγει τον 

πολλαπλασιασμό, την αγγειογένεση, τη διηθητική ανάπτυξη και μετάσταση της νόσου, ενώ 

καταστέλλει την απόπτωση [366,369]. Ενεργοποίηση του EGFR γίνεται όχι μόνο από τον 

EGF, αλλά και από τον TGF-α και την amphiregulin [366]. Αφού ενεργοποιηθεί, τότε μέσω 

της κινάσης της τυροσίνης ενεργοποιεί μια σειρά αντιδράσεων, όπως την Ras/Raf/MAPK οδό 

[370], την ΡΙ3Κ και την Akt πρωτεϊνική κινάση [371,372]. Η τελευταία συσχετίζεται με 

μηχανισμούς απόπτωσης, κυτταρικού πολλαπλασιασμού αλλά και έκφρασης διαφόρων 

γονιδίων [366].

Στατιστικά σημαντική συσχέτιση του EGFR υποδοχέα έγινε με το προχωρημένο στάδιο 

της νόσου, την πρόγνωση, την επιβίωση και την κακή ανταπόκριση στη θεραπεία σε μη μι- 

κροκυτταρικό καρκίνωμα πνεύμονα [373].

Έχει αποδειχθεί, επίσης, η στατιστική συσχέτιση του EGF με το βαθμό διαφοροποίησης 

του όγκου και με το στάδιο της νόσου σε ουροθηλιακό καρκίνωμα [374].

4.4.Θ. Αγγειοποιητίνη και υποδοχείς Tie:

Το 1992 ανακαλύφθηκαν οι υποδοχείς Tie -1 και -2 στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών 

κυττάρων και ακολούθως ανακαλύφθηκαν οι αγγειοποιητίνες, εκ των οποίων η Ang-2 ανα­

καλύφθηκε μόλις το 1997. Σήμερα είναι γνωστές 4 αγγειοποιητίνες, οι Ang -1,-2,-3 και -4, 

από τις οποίες μόνο οι πρώτες δυο έχουν μελετηθεί σε κάποιο ικανοποιητικό βαθμό, έτσι 

ώστε να μπορούμε να πούμε ότι γνωρίζουμε κάτι για το μηχανισμό δράσης τους [163].

Έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι η αγγειοποιητίνη -1 (Angl) και η αγγειοποιητίνη-2 

(Ang2) δρουν ως επαγωγείς αλλά και καταστολείς της αγγειογένεσης, ανάλογα με την αγωνι­

στική ή ανταγωνιστική δράση τους μέσω του υποδοχέα Tie2 [375]. Σε in vivo πειράματα 

βρέθηκε ότι όταν συνυπάρχει ο παράγοντας VEGF-A, η Ang2 προκαλεί αύξηση της 

διαμέτρου των αγγείων, αναδόμηση της βασικής μεμβράνης, πολλαπλασιασμό και 

μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων. Αντίθετα όμως, όταν έχουμε μείωση του 

παράγοντα VEGF, τότε η ίδια Ang2 προκαλεί θάνατο των ενδοθηλιακών κυττάρων και 

καταστολή της αγγειογένεσης [375]. Αναφέρεται ότι η Angl επάγει τη φωσφορυλίωση της 

Tie2 και της υποομάδας ΡΙ 3 κινάσης, και αυξάνει τη δράση της Ρ Ι3 κινάσης, με αποτέλεσμα 

ο υποδοχέας Tie2, η ΡΙ 3 κινάση, και το Akt να παίζουν σημαντικό ρόλο στη δράση της Angl 

για την αύξηση της επιβίωσης των ενδοθηλιακών κυττάρων [376]. Άλλως, η Angl προκαλεί 

απόπτωση των ενδοθηλιακών κυττάρων μέσω της οδού Akt/σουρβιβίνης. ενεργοποιώντας 

την Akt και επάγοντας τις σουρβιβίνες, οι οποίες έχουν αποπτωτική δράση [377,378], αλλά
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δεν έχει καμία δράση στην έκφραση της bcl-2 και ΧΙΑΡ [378]. Η αύξηση της 

μεταναστευτικής δράσης της Angl στα ενδοθηλιακά κύτταρα επιτυγχάνεται με τη 

μεσολάβηση της ΡΙ 3 κινάσης. Αύξηση της πλασμίνης, της ΜΜΡ-2 και μείωση της ΤΙΜΡ-2 

από την Angl στα ενδοθηλιακά κύτταρα είναι σημαντικοί παράγοντες που επηρεάζουν τη 

μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων. Η ΡΙ 3 καταστέλλει την Angl. Η Ang2 

εμποδίζει την επαγωγική δράση της Angl στην αυτοφωσφορυλίωση της Tie2, έτσι ώστε να 

ελέγχει την εκτεταμένη αύξηση και επέκταση των αγγείων. Τέλος, σε πολλές μελέτες 

βρέθηκε ότι τα επίπεδα της Ang-Ι είναι σταθερά με μικρές αυξομειώσεις, σε αντίθεση με την 

Ang-2, γεγονός που μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η Ang-2 ελέγχει τις ισορροπίες [379].

4.4.U Αγγειογενίνη:

Πρόκειται για έναν αγγειογενετικό παράγοντα, για τον τρόπο δράσης του οποίου γνωρί- 

ζουμε ελάχιστα. Ο υποδοχέας αυτής στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων, είναι μια 

πρωτεΐνη του τύπου της ακτίνης των λείων μυϊκών ινών [380] που με την ένωσή της με την 

αγγειογενίνη ενεργοποιούν την uPA [381], η οποία με την σειρά της προάγει τη διηθητική 

ανάπτυξη των ενδοθηλιακών κυττάρων [382]. Προάγει επίσης τον πολλαπλασιασμό των 

ενδοθηλιακών κυττάρων, ενώ σε in vitro πειράματα φαίνεται ότι δρα μέσω της Erk 1/2 MAP 

κινάσης [383].

9

4.4.10. Κυκλοοξυγενάση (COX):

Οι κυκλοοξυγενάσες-1 και -2 (COX-1, C0X-2) παράγουν προσταγλανδίνες από αραχι- 

δονικό οξύ. Η C0X-1 παράγεται από πολλούς ιστούς και παίζει σημαντικό ρόλο σε πολλούς 

φυσιολογικούς μηχανισμούς, ενώ η C0X-2 επάγεται σε συνθήκες φλεγμονής, νεοπλασίας ή 

ενεργοποίησης των μηχανισμών ανοσίας [384]. Η έρευνα γύρω από την C0X-2 άρχισε στις 

αρχές του 1990, με τη διερεύνηση της παρατήρησης ότι άτομα που λάμβαναν επί μακρό 

χρονικό διάστημα μη στεροειδή αντιφλεγμονώδη είχαν μειωμένο κίνδυνο ανάπτυξης 

καρκινώματος παχέος εντέρου. Οι ερευνητές ανακάλυψαν ότι τα NSAIDs καταστέλλουν την 

αγγειογένεση, καταστέλλοντας την δράση των COX-1 και COX-2 [385-387]. Η έρευνα γύρω 

από την Κυκλοοξυγενάση και την αγγειογένεση έγινε κυρίως σε καρκινώματα παχέος 

εντέρου, και λιγότερο σε καρκινώματα στομάχου, μαστού και ουροδόχου κύστεως. 

Συσχετίσθηκε με την επαγωγή της αγγειογένεσης, με μηχανισμούς όπου εμπλέκονται ο 

VEGF [387,388], η iNOS [388], η ΜΜΡ-2 μαζί με τον uPA [387], και ο HGF/SF [389], ενώ 

η έκφρασή της συσχετίζεται άμεσα με την αγγειακή πυκνότητα (MVD) [388]. Συσχετίστηκε
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επίσης με τη διηθητική ανάπτυξη, με λεμφαδενικές μεταστάσεις, κ.ά. [384]. Ο τρόπος δράσης 

αυτών σε μοριακό επίπεδο παραμένει άγνωστος.

4.4. ιβ. Midkine:

Η Midkine παράγεται από τα επιθηλιακά κύτταρα και εμπλέκεται σε διάφορους μηχανι­

σμούς όπως κυτταρική αύξηση, αγγειογένεση, μετανάστευση κυττάρων και απόπτωση [390]. 

Παρότι απομονώθηκε στα τέλη του 1980, εντούτοις λίγα είναι γνωστά για τον τρόπο δράσης 

της. Είναι ένας αυξητικός παράγοντας που συνδέεται με την ηπαρίνη, ενώ στο μηχανισμό της 

αγγειογένεσης και μετανάστευσης των κυττάρων εμπλέκεται η MAP κινάση (Erkl και Erk2), 

η PI 3 κινάση, η κινάση της πρωτεΐνης C, ενώ έχει συνεργική δράση με τον παράγοντα PDGF 

[391] με την βοήθεια κάποιας ιντεκρίνης βΐ [392] .Τέλος, στο μηχανισμό της αγγειογένεσης 

φαίνεται να έχει στενή σχέση με την IL8 [390].

4.4. ιγ. elF4E:

Ο παράγοντας αυτός εμπλέκεται στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, στη βιολογική συ­

μπεριφορά αλλά και στην αγγειογένεση διαφόρων νεοπλασματικών ιστών [181]. Σε αρκετές 

μελέτες έχει συσχετισθεί με την έκφραση του παράγοντα VEGF [181,393]. Πιστεύεται ότι 

εμπλέκεται στο ρυθμιστικό μηχανισμό έκφρασης του τελευταίου, ενώ σε άλλη μελέτη 

συσχετίσθηκε με τον bFGF [393].

4.4. ιδ. Αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού-β (TGF-β):

Ο TGF-β είναι πολυπεπτίδιο το οποίο ρυθμίζει την κυτταρική αύξηση και διαφοροποίη­

ση, την εναπόθεση εξωκυττάριας ουσίας, τη συνοχή μεταξύ των κυττάρων, την αγγειογένεση, 

όπως και λειτουργίες του ανοσοποιητικού συστήματος. Τόσο ο μηχανισμός όσο και οι οδοί 

δράσης του TGF στην αγγειογένεση δεν είναι απόλυτα γνωστοί, και ο κύριος λόγος είναι ο 

πολύπλοκος τρόπος δράσης του. Ο TGF-β δρα μέσω των υποδοχέων TGF-β τύπου I ή ALK1 

και II ή ALK5 σαν μεσολαβητής στις οδούς ρ38ΜΑΡΚ, ERK και των πρωτεϊνών Smad [394] 

. Η ALK1 εκφράζεται κυρίως από τα ενδοθηλιακά κύτταρα ενώ η ALK5 από διάφορους 

ιστούς. Ο ALK5 εμπλέκεται στη ρύθμιση της εξωκυττάριας ουσίας, καταστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό και τη μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων, ενώ ο ALK1 επάγει τον 

πολλαπλασιασμό των ενδοθηλιακών κυττάρων [395]. Η ενδογλίνη, ένας υποδοχέας του TGF- 

β, ο οποίος εκφράζεται από ενεργοποιημένα ενδοθηλιακά κύτταρα, επάγεται από τον ALK1, 

ενώ φαίνεται να καταστέλλει την οδό TGF^/ALK5. Έτσι έχουμε έναν έμμεσο μηχανισμό



47

καταστολής της αρνητικής αγγειογενετικής δράσης του ALK5 από τον ALK1 [396]. Τα

επίπεδα του TGF-β mRNA εξαρτώνται από τα επίπεδα της ALK-5, ανεξάρτητα από τις οδούς

ρ38ΜΑΡΚ και ERK [394]. Αντίθετα, η αύξηση του mRNA της ινονεκτίνης από τον TGF-β

απαιτεί τη δράση της οδού ρ38ΜΑΡΚ. Η αύξηση των mRNA του ΡΑΙ-1 (Αναστολέας του

Ενεργοποιητή του Πλασμινογόνου), ενός καταστολέα της μετανάστευσης των ενδοθηλιακών

κυττάρων, αλλά και της TSP-1, απαιτεί σίγουρα την οδό του ALK5, ίσως και την οδό

ρ38ΜΑΡΚ [394]. Ο ALK1 επάγει το γονίδιο ΜΙ, το οποίο συσχετίζεται με την επαγωγή της

αγγειογένεσης* και αυτό με την σειρά του καταστέλλει την TSP-1, σε αντίθεση με τον ALK5

[396]. Ο TGF-β εκκρίνεται από τα περισσότερα κύτταρα σε μη ενεργό μορφή, τα οποία

ενεργοποιούνται από πρωτεάσες όπως η πλασμίνη και η καθεψίνη D, από την ουρία αλλά και

από το περιβάλλον με χαμηλό pH [397,398]. Έχει βρεθεί ότι ο VEGF αυξάνει την επίδραση

του ενεργοποιητή του πλασμινογόνου (ΡΑ) στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων και ότι η 
♦
πλασμίνη ενεργοποιεί τον TGF-β [399,400], ο οποίος μειώνει την έκφραση του FLK-1, και 

έτσι έχουμε αρνητική ρυθμιστική επίδραση του VEGF/Flk-Ι στα ενδοθηλιακά κύτταρα [401]. 

Αυτό υπονοεί ότι υπάρχει και άλλος αυτόνομος ρυθμιστικός μηχανισμός του VEGF στην 

αγγειογένεση [400]. Επίσης βρέθηκε ότι καταστέλλει τις κυκλίνες, και ότι με μια σειρά 

μηχανισμών προκαλεί φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Rb και καθηλώνει τα περισσότερα 

επιθηλιακά κύτταρα στην G1 φάση του κυτταρικού κύκλου [402]. Τα επίπεδα του TGF-β 

φαίνεται να επηρεάζονται από τα επίπεδα των ΜΜΡ-2, uPA και IGFBPs, όπου η αύξηση των 

ΜΜΡ-2 και υΡΑ προκαλεί αύξηση της TGF-β [313,356]. Παρ’ ότι σε χαμηλά επίπεδα ο TGF- 

β επάγοντας τους παράγοντες VEGF και bFGF, επάγει την μεταναστευτικότητα των ενδοθη- 

λιακών κυττάρων και τη διηθητική ανάπτυξη από το νεόπλασμα, σε υψηλά επίπεδα έχει α­

κριβώς αντίθετη δράση [403].

4.4.ιε. Ιντερλευκίνες:

Η IL-4 καταστέλλει την αγγειογένεση, η οποία επάγεται από το bFGF σε κερατοειδή 

χιτώνα κουνελιού, μπλοκάροντας τη μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων [404]. Η IL- 

1α η οποία εκκρίνεται από ενεργοποιημένα μακροφάγα, επάγει την αγγειογένεση μέσω της 

επαγωγής διαφόρων αγγειογενετικών παραγόντων όπως του VEGF, της IL-8, και του bFGF 

[405]. Η IL-12 καταστέλλει την έκφραση του VEGF mRNA, του bFGF, και του ΜΜΡ-9 

mRNA [406], ενώ επάγει την INF-γ [407]. Επιπρόσθετα επάγει την απόπτωση, ενώ 

καταστέλλει τον πολλαπλασιασμό των νεοπλασματικών κυττάρων και τη νέκρωση του 

όγκου, μειώνοντας έτσι την αγγειακή πυκνότητα [407]. Τέλος η καταστολή της
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αγγειογένεσης από την IL-10 οφείλεται στην κατασταλτική δράση που έχει σε VEGF, IL-Ιβ, 

TNF-α, IL-6 και ΜΜΡ-9 [408].

To mRNA της EL-8 αυξάνεται στο νεοπλασματικό ιστό και η έκφρασή του συσχετίζεται 

με τη νεοαγγειογένεση, την πορεία της νόσου και την επιβίωση. Η υποξία επάγει την IL-8 

μέσω της Akt και ρ38ΜΑΡΚ οδού, και αυτή με την σειρά της την ΜΜΡ-2 επάγοντας έτσι την 

αγγειογένεση [409]. Τέλος η NO και ο PDECGF/TP επάγουν την IL-8 (επαγωγέας της 

αγγειογένεσης) μέσω της επαγωγής της IFN^y και IL-Ιβ  [234,343,348].

4.4.ιστ. Ιντερφερόνες:

Οι ιντερφερόνες (INF-a, -β και-γ) είναι γλυκοπρωτέίνες, εκ των οποίων, στον ανθρώπι­

νο οργανισμό, οι INF-α/β παράγονται από κύτταρα προσβεβλημένα από ιό και η INF-γ από 

ενεργοποιημένα Τ λεμφοκύτταρα όπως και ΝΚ κύτταρα [410]. Ο τρόπος ενεργοποίησής τους 

έχει ως εξής. Αρχικά έχουμε τη σύνδεση της INF α, ή β, ή γ με τον υποδοχέα της (INF-R). 

Ακολουθεί φωσφορυλίωση των κινασών Janus ΤΥΚ2 και JAK1. Αυτές ενεργοποιούν τις 

πρωτεΐνες STA T-la και STAT-2. Το ρ48, το STAT-la και το STAT-2 σχηματίζουν ένα 

σύμπλοκο, το ISGF3, το οποίο ενώνεται με τον υποδοχέα ISRE, ο οποίος με τη σειρά του 

επάγει την έκφραση διαφόρων γονιδίων ανάλογα με την INF που ενεργοποίησε το μηχανισμό 

[411]. Οι INF-α/β καταστέλλουν την έκφραση των ΜΜΡ-2 και -9 (επαγωγείς της 

αγγειογένεσης), αλλά και διάφορες άλλες πρωτεΐνες σε διάφορα καρκινώματα [412-415]. Ε­

πίσης σε διάφορες μελέτες φαίνεται να καταστέλλουν την IL-8 στο καρκίνωμα της ουροδό­

χου κύστεως [412,413], αλλά και το bFGF, τόσο σε επίπεδο mRNA όσο και την πρωτεΐνη σε 

διάφορα νεοπλάσματα, μειώνοντας την αγγειακή πυκνότητα και αυξάνοντας την απόπτωση 

των ενδοθηλιακών κυττάρων [412-414,416]. Οι INF-β/γ καταστέλλουν τις ΜΜΡ-1,-2,-9,-13, 

τις στρωμελυσίνες, τις κυκλίνες Α και D, το c-myc ενώ έχουν ήπια κατασταλτική δράση τόσο 

στο mRNA του VEGF όσο και στο mRNA του bFGF [417,418]. Η ιντερφερόνη-α (κυτοκίνη) 

παρότι προκαλεί αύξηση κατά 5 φορές των επιπέδων της PD-ECGF/TP, εντούτοις προκαλεί 

οκταπλασιασμό της δραστικότητας του ενζύμου αυτού, οπότε, εκτός από τη δράση που έχει 

στο γονίδιο της PD-ECGF/TP, φαίνεται να δρα και στο ίδιο το mRNA [239,240]. Η INF-γ 

επάγει τη NOS σε καλλιέργειες κυττάρων HUVEC [340]. Παρόλα αυτά, στην κλινική πράξη 

η  χορήγηση INF δεν έχει τα αναμενόμενα αποτελέσματα σε συμπαγείς όγκους στον άνθρωπο.
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4.4.ιζ. Ιστικοί καταστολείς των μεταλλοπρωτεΐνασών (TIMPs):

Σήμερα είναι γνωστοί τέσσερις καταστολείς των μεταλλοπρωτεΐνασών, οι ΤΙΜΡ-1, -2, - 

3 και -4 [300]. Αυτοί εκφράζονται από πολλούς τύπους κυττάρων. Είναι φυσικοί καταστολείς 

των μεταλλοπρωτεΐνασών με πρωτεολυτική δράση [300], Διαφέρουν μεταξύ τους στο είδος 

των κυττάρων στα οποία εντοπίζονται, στο επίπεδο στο οποίο δρουν, και στο είδος των 

μεταλλοπρωτεΐνασών που καταστέλλουν. Εκτός από την καταστολή της αγγειογένεσης, 

βρέθηκε ότι εμπλέκονται σε αντιαποπτωτικούς μηχανισμούς [419], επάγουν την κυτταρική
« 4

ωρίμανση φυσιολογικών κυττάρων όπως χονδροκυττάρων, λεμφοκυττάρων, ενδοθηλιακών 

κυττάρων κ.λ.π. αλλά και νεοπλασματικών π.χ. σε ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα, 

οστεοσάρκωμα ή καρκίνωμα μαστού [419-421]. Κάτω από κάποιες συνθήκες βρέθηκε να 

συσχετίζεται με την καταστολή, και κάτω από άλλες με την επαγωγή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, μεταξύ άλλων στα ενδοθηλιακά και στα καρκινικά κύτταρα [422]. Επίσης 

φαίνεται να έχουν κάποια δράση στην έκκριση στεροειδών ορμονών, στην αιμοποίηση όπως 

και στην εμβρυογένεση [419].

Η δράση τους στο μηχανισμό της αγγειογένεσης επάγεται από τους αυξητικούς παράγο­

ντες (bFGF, PDGF, EGF) από τις ιντερλευκίνες-6 και -1 , όπως και από την ερυθροποιητίνη 

[419,423]. Οι TIMPs καταστέλλουν την αγγειογένεση σε διάφορα επίπεδα, μεταξύ άλλων 

καταστέλλοντας τις MMPs και τον παράγοντα bFGF [424].

4.4.ιη. Αγγειοστατίνη:

Η αγγειοστατίνη είναι προϊόν αποδόμησης του πλασμινογόνου. Αποτελεί έναν από τους 

πιο σημαντικούς καταστολείς της αγγειογένεσης μαζί με την ενδοστατίνη και τη 

σωματοστατίνη. Επίσης καταστέλλει την αύξηση του όγκου και τη μετανάστευση των 

νεοπλασματικών και ενδοθηλιακών κυττάρων, ενώ επάγει την απόπτωση [425,426]. Σε 

καλλιέργειες ανθρώπινων φλεβικών ενδοθηλιακών κυττάρων (HUVEC) βρέθηκε ότι η 

καταστολή της αγγειογένεσης επιτυγχάνεται μέσω οδών απόπτωσης, τόσο επάγοντας το ρ53 

όσο και ασκώντας ρυθμιστική επίδραση στο FasL και c-Flip [425]. Άλλος μηχανισμός 

δράσης της αγγειοστατίνης, είναι η ένωση του μορίου της με τις α/β υποομάδες της ΑΤΡ 

συνθετάσης στην κυτταροπλασματική μεμβράνη των ενδοθηλιακών κυττάρων, με 

αποτέλεσμα αυτή να καταστέλλει τον μεταβολισμό του ΑΤΡ και τελικά να καταστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό και τη μετανάστευση των ενδοθηλιακών κυττάρων [427]. Επιβεβαίωση 

αυτού του τρόπου δράσης αποτέλεσε ένα πείραμα που έγινε πρόσφατα σε ποντικούς: 

Χορηγήθηκαν ραδιενεργά σεσημασμένες αγγειοστατίνη και ενδοστατίνη, και ως αποτέλεσμα



παρατηρήθηκε καταστολή των VEGF και FGF, ενώ δεν ανιχνεύθηκαν αυτές σε καμία από τις 

γνωστές οδούς αγγειογένεσης, δηλαδή στην PLC/DAG/PKC, Akt, ρ44/42 ΜΑΡΚ και 

ρ38ΜΑΡΚ [428]. Τέλος, η αγγειοστατίνη καταστέλλει τη δράση του HGF, αφού καταστέλλει 

τη σύνδεση αυτού με τον υποδοχέα του c-met [429], ενώ παρεμποδίζει τη λειτουργία της 

ανβ3 και καταστέλλει τη δράση του πλασμινογόνου στο εξωκυττάριο στρώμα [326,430,431].

!

4.4.ιθ. Ενδοστατίνη:

Η ενδοστατίνη απομονώθηκε αρχικά στο αιμαγγειοενδοθηλίωμα, ως παράγοντας που |
1

προκαλούσε καταστολή του πολλαπλασιασμού των ενδοθηλιακών κυττάρων, της αγγειογέ- !
|

νεσης όπως και της αύξησης του νεοπλάσματος. Η ενδοστατίνη αποτελεί προϊόν αποδόμησης | 

του κολλαγόνου XVIII [432]. Οι μηχανισμοί δράσης της έχουν ως εξής: Μπλοκάρει τη \ 

φωσφορυλίωση του KDR/Flk-1 των ενδοθηλιακών κυττάρων από τον VEGF [433]. Επάγει 

τους παράγοντες ERK, ρ38ΜΑΡΚ και pl25Fak, οι οποίοι καταστέλλουν τον KDR/Flk-1, ενώ 

επάγει και τη θρομβοσπονδίνη-1. Η ενδοστατίνη φαίνεται να μειώνει τη μεταναστευτικότητα 

των ενδοθηλιακών κύτταρων, μειώνοντας τη φωσφορυλίωση που προκαλεί ο VEGF στον 

παράγοντα NOS [434], καθώς επίσης και με την δέσμευση των Ον, as και β3 ιντεκρινών 

[432,331]. Άλλος τρόπος δράσης είναι η ανταγωνιστική δράση που έχει συνδεόμενη στην 

επιφάνεια των κυττάρων με τον παράγοντα bFGF, μειώνοντας τη μιτογόνο δράση του 

τελευταίου [435]. Ο ενδοθηλιακός πολλαπλασιασμός καταστέλλεται επίσης μέσω της 

επαγωγικής δράσης της ενδοστατίνης στο νευροπεπτίδιο Υ και στην μπομπεσίνη. 

Καταστέλλει επίσης το μεμβρανικό τύπο του ΜΜΡ (ΜΤ1-ΜΜΡ), τις ΜΜΡ-9, ΜΜΡ-13 και 

ΜΜΡ-2 [436], τον H IFl-a έμμεσα, αφού καταστέλλει τις πρωτεΐνες που εμπλέκονται στο
;ΐ

μηχανισμό δράσης αυτού, τον c-jun/Fos, τον Ets και τον EGFR [432]. Επιπλέον μέσω των !

οδών ρ38ΜΑΡΚ και JNK καταστέλλει τον TNF-a. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την καταστολή j |
Μ

του NF-kB, ο οποίος είναι αυξητικός παράγοντας, αλλά πιθανότατα εμπλέκεται και στην !
I.

αγγειογένεση, αφού καταστέλλει την iNOS και την COX-2. Ασκεί άμεση αρνητική δράση ■
Γ

στους αγγειογενετικούς παράγοντες εφρίνη Β1 και Β2 [432]. Επιπρόσθετα η ενδοστατίνη | 

καταστέλλει τους υποδοχείς 1 και 2 της θρομβίνης, η οποία είναι επαγωγέας του VEGF 

καθώς και τον παράγοντα vWF [432] (Σχεδιάγραμμα 3).

4.4.κ. Σωματοστατίνη:

Η σωματοστατίνη είναι ένα νευροπεπτίδιο το οποίο εντοπίζεται στο κεντρικό και περι­

φερικό νευρικό σύστημα, σε ενδοκρινείς, αυτοκρινείς και παρακρινείς αδένες. Έχει 5
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διαφορετικούς υποδοχείς, τους SSTR1-SSTR5, στις κυτταρικές μεμβράνες, οι οποίοι είναι

γλυκοπρωτεΐνες και οι οποίοι αφού ενωθούν με την σωματοστατίνη, ενεργοποιούν διάφορους

μηχανισμούς, διαφορετικούς εν μέρει, ανάλογα με τον υποδοχέα που ενεργοποιείται κάθε

φορά [437]. Οι υποδοχείς αυτοί ρυθμίζουν αρκετές βιοχημικές αντιδράσεις, όπως τη ΜΑΡΚ

Erkl/2 οδό (από τους SSTR1 και SSTR4 και τη φωσφατάση της τυροσίνης) και την PKC οδό

(από τον SSTR2) [438]. Επιπλέον ο SSTR4 ενεργοποιεί τη STAT3 [439], ενώ ο SSTR5

καταστέλλει τη ΜΑΡΚ Erkl/2 οδό μέσω της πρωτείνικής κινάσης G [440]. Αρκετοί 
• «

ερευνητές έδειξαν ιδιαίτερο ενδιαφέρον όταν βρέθηκαν υποδοχείς SSTR σε νεοπλασματικούς 

ιστούς νευροενδοκρινικής φύσεως, αλλά και σε άλλα μη νευροενδοκρινικά νεοπλάσματα, 

όπως καρκινώματα μαστού, πνεύμονα, ουροδόχου κύστεως, κ.λπ. [437]. Συχνότερα 

εκφράζεται ο SSTR2, ακολούθως ο -5 και πιο σπάνια οι -1, -3 και -4 [441]. Οι υποδοχείς της 

σωματοστατίνης εμπλέκονται σε πολλούς μηχανισμούς, όπως καταστολή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, συνοχή των κυττάρων μεταξύ τους, μετανάστευση, διηθητική ανάπτυξη, 

απόπτωση και αγγειογένεση [437]. Άλλο ενδιαφέρον εύρημα είναι ότι τα αγγεία του νεοπλα- 

σματικού ιστού που προέρχονται από νεοαγγειογένεση, εκφράζουν τον υποδοχέα SSTR2, σε 

αντίθεση με τα φυσιολογικά αγγεία [442]. Στο μηχανισμό της αγγειογένεσης, ο SSTR3 

καταστέλλει την αγγειογένεση καταστέλλοντας την e-NOS [443]. Ο SSTR2 σε πειράματα με 

ποντίκια καταστέλλει την ΜΜΡ2 [444], τόσο το mRNA όσο και την πρωτεΐνη VEGF [445], 

τον EGF, τον bFGF [446], τον PDGF και τον IGF [447].
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Σχεδιάγραμμα 1
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Σχεδιάγγραμα 2
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Σχεδιάγραμμα 3



ΕΙΔΙΚΟ Μ ΕΡΟΣ

1. Σκοπός τικ ιιελέτικ

Έναυσμα για την εκπόνηση της συγκεκριμένης μελέτης από τον συγγραφέα, αποτέλεσε 

η συνειδητοποίηση της πολυτιμότητας της γνώσης που μας έδωσε ο Folkman [123] το 1971: 

ότι δηλαδή τα'νεοπλάσματα, για να μεγαλώσουν πέραν των 2-3 mm3 πρέπει να εξασφαλίσουν 

παροχή αίματος μέσω νεόπλαστου αγγειακού δικτύου (νεοαγγειογένεση), γεγονός το οποίο 

θεωρείται από τους μελετητές ως «Αχίλλειος πτέρνα» του μηχανισμού της καρκινογένεσης, 

αφού προσδίδει ελπίδες για την ανεύρεση προοπτικών παρέμβασης στην εξέλιξη των εν λόγω 

Νεοπλασιών.

Σκοπός αυτής της διατριβής είναι:

1) Η εκτίμηση της αγγειακής πυκνότητας σε καρκινώματα ουροδόχου κύστης, με ανάδειξη 

των αγγείων μέσω της ανοσοϊστοχημικής χρώσης CD34, καθώς επίσης και η πιθανή συσχέτι- 

ση αυτής με τον ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης, το στάδιο, την πρόγνωση, και με άλλους 

αγγειογενετικούς παράγοντες.

2) Η ανοσοϊστοχημική μελέτη της έκφρασης των παρακάτω αντιγόνων (επαγωγείς και κα- 

ταστολείς της αγγειογένεσης), τα οποία εμπλέκονται στο μηχανισμό της αγγειογένεσης (όπως 

αποδείχθηκε από διάφορα πειραματικά μοντέλα, αλλά και από τη μελέτη διαφόρων νεοπλα­

σμάτων του ανθρώπινου οργανισμού):

αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (VEGF), 

παράγοντας επάγων την υποξία Ια και 2α (HIF-la/HIF-2a),

αιμοπεταλιακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας/ Φωσφορυλάση της θυμιδίνης (PD- 

ECGF/TP), και 

θρομβοσπονδίνή-1 (TSP-1).

3) Η συσχέτιση της έκφρασης των πρωτεϊνών αυτών, με γνώμονα ιστοπαθολογικές και 

κλινικές παραμέτρους: βαθμός κακοηθείας, στάδιο νόσου, πρώτη εμφάνιση του νεοπλάσμα­

τος ή υποτροπή, μονήρης ή πολυεστιακή εντόπιση, συνύπαρξη ενδοεπιθηλιακού (in situ) 

καρκινώματος, πορεία της νόσου, δείκτες πολλαπλασιασμού Ki-67 και PCNA.

4) Η συσχέτιση μεταξύ τους για την πιθανή εμπλοκή τους στον πολύπλοκο μηχανισμό της 

αγγειογένεσης και την ανάδειξη πιθανής προγνωστικής αξίας.
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2. Υλικό και ιιέΟοδθ£

Το υλικό μας αποτέλεσαν 149 καρκινώματα ουροδόχου κύστης, τα οποία εξαιρέθηκαν 

κατά τη χρονική περίοδο Μάιος 1997- Αύγουστος 2000 στην Ουρολογική κλινική του Γενι­

κού Νοσοκομείου Χατζηκώστα Ιωαννίνων και διαγνώστηκαν ιστολογικά στο Παθολογοανα- 

τομικό εργαστήριο του ίδιου Νοσοκομείου. Όλα τα νεοπλάσματα ήταν εκ μεταβατικού 

επιθηλίου, ενώ η ιστολογική διαφοροποίηση εκτιμήθηκε με βάση την ταξινόμηση WHO 1999

[22], και η σταδιοποίηση έγινε κατά το σύστημα ΤΝΜ, όπως προσδιορίστηκε το 1997 από 

την AJCC/UICC [25]. Από το υλικό που μελετήσαμε, 3 από τα δείγματα (ποσοστό 2%) ήταν 

από παρασκευάσματα ολικής κυστεκτομής, ενώ 146 από αυτά (ποσοστό 98%) ήταν βιοπτικό 

υλικό από διουρηθρική αφαίρεση του νεοπλάσματος. Είκοσι επτά από τα περιστατικά αντι­

στοιχούσαν σε γυναίκες, ενώ 115 σε άντρες (ποσοστό 12,8% και 87,2% αντίστοιχα) (Πίνακας 

Β1). Οι ασθενείς κατά τη διάγνωση είχαν ηλικίες από 27 έως 89 έτη, με μέσο όρο ηλικίας

66,8 έτη. Η ιστολογική ταξινόμηση έδειξε ότι 5 από το σύνολο των ουροθηλιακών 

καρκινωμάτων ήταν grade I, 76 grade Π και 61 grade ΙΠ (ποσοστά 3,5%, 53,5% και 43% 

αντίστοιχα) (Πίνακας Β). Η κλινική σταδιοποίηση της νόσου έδειξε ότι 72 εξ αυτών ήταν pTa 

, 55 ρΤΙ και 15 ρΤ2-4 (ποσοστά 50%, 38,7% και 10,6% αντίστοιχα) (Πίνακας Β3). Σε 21 

περιπτώσεις διαπιστώθηκε και θέση in situ καρκινώματος (Πίνακας Β4). Πολυεστιακή εντό- 

πιση του νεοπλάσματος διαπιστώθηκε σε ποσοστό 47,1% (66 εκ των περιστατικών), ενώ στο 

52,9% (σε 74 δηλαδή περιπτώσεις) η εντόπιση ήταν μονήρης (Πίνακας Β5). Στη μελέτη 

καταγράφηκαν επίσης η ιστολογικώς αποδεικνυόμενη υποτροπή και ή εξέλιξη (διήθηση του 

μυϊκού χιτώνα) της νόσου. Κατά την παρακολούθηση των ασθενών (βλέπε πιο κάτω) 

υποτροπή της νόσου παρατηρήθηκε σε 25 περιπτώσεις, ποσοστό 17,6%, ενώ δεν 

παρατηρήθηκε υποτροπή στις 116, ποσοστό 82,4% (Πίνακας Β6). Εξέλιξη της νόσου 

παρατηρήθηκε σε 8 περιστατικά (ποσοστό 5,3%). Το χρονικό διάστημα που εμφανίστηκε 

υποτροπή της νόσου μετά τη θεραπεία ήταν από 3 έως 68 μήνες μετά τη θεραπεία με μέσο 

όρο 12 μήνες. Οκτώ εξ αυτών εξελίχθηκαν σε διηθητικά καρκινώματα, ενώ 113 έμειναν όπως 

εμφανίστηκαν αρχικά (ποσοστά 5,4% και 75,8% αντίστοιχα). Εξέλιξη της νόσου είχαμε σε 

χρονικό διάστημα 3 έως 69 μήνες αργότερα με μέσο όρο 31 μήνες. (Πίνακας Β7).
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Πίνακας Β1-φύλο

ισγύοντα

εκτός
σύνολο

γυναίκες
Άντοες

Συχνότητα
27
115
7
149_______

Επί της εκατό
18.1
77.2
4.7

_1QQ__________

Πίνακας Β2- ιστολογική ταξινόμηση
Συχνότητα Επί της εκατό

ισγύοντα 1.00 5 3.4
ΙοΌ 76 51.0
3,00 61 40.9
σύνολο 142 95.3

εκτός σύστηαα 7 4.7
σύνολο 149_______ 100.0________

Πίνακας Β3-σταδιοποίηση
• Συχνότητα Επί της εκατό

ισγύοντα Pa 72 48.3
Ρ1 55 36.9
Ρ2-4 15 10.1
σύνολο 142 95.3

εκτός σύστημα 7 4.7
σύνολο 149 100.0

Πίνακας Β4-•in situ ή όχι καρκίνωμα
Συχνότητα Επί της εκατό

ισγύοντα απουσία in 121 81.2
Συν/ξη in situ 21 14.1
σύνολο 142 95.3

εκτός σύστηαα 7 4.7
σύνολο 149 100.0________

Πίνακας Β5-πολυεστιακή ή μονοεστιακή νόσος
Συχνότητα Επί της εκατό

ισγύοντα αονοεστιακή 74 49.7
πολυεστιακή 66 44.3
σύνολο 140 94.0

εκτός σύστηαα 9 6.0
σύνολο _____________ 149 100.0________

Πίνακας Β6-υποτροπή
Συχνότητα Επί της εκατό

ισγύοντα .00 1 .7
ποωτοπαθη 116 77.9
υποτοο7Γύ 25 16.8

εκτόα
σύνολο 142 95.3
σύστηαα 7 4.7

σύνολο -149 100.0



58

Πίνακας Β7-εξέλιξη σε δνηθητικό
Συχνότητα Επί της εκατό

ιστύοντα Xcooic 105 70.5
ε£έλι£η 8 5.4
σύνολο 113 75.8

εκτόα σύστπαα 36 24.2
σύνολο___ 149 1QQ.Q________

Από τα 149 περιστατικά της παρούσας μελέτης τα 127 ήταν επιφανειακά καρκινώματα 

(pTa, ρΤΙ). Από τα 127 τα 106 διαιρέθηκαν σε δύο ομάδες. Η 1η ομάδα αντιμετωπίστηκε 

μόνο με διουρηθρική αφαίρεση (42 ασθενείς) ενώ στη 2η έγινε επιπρόσθετη χορήγηση 

ιντερφερόνης-γ, 0.7 mg εβδομαδιαίως για 8 εβδομάδες (64 ασθενείς).

Υπήρξε τακτική κλινική παρακολούθηση των ασθενών αυτών με κλινική εξέταση, βιο­

χημικό έλεγχο, ακτινογραφία θώρακα και κυστεοσκόπηση, στους 3 ,6 ,9  και 12 μήνες κατά το 

πρώτο έτος, και κάθε 6 μήνες τα επόμενα έτη, με μέσο χρόνο παρακολούθησης 38,6 μήνες.

Η παρασκευή των υλικών έγινε βάσει της προτεινόμενης μεθόδου από το εργαστήριο 

Ackerman [197], το οποίο, όπως αναφέρει, στηρίζεται σε μεγάλο βαθμό στο εγχειρίδιο Gross 

Room Manual του παθολογοανατομικού εργαστηρίου του Νοσοκομείου Bamest του St. 

Louis. Η μονιμοποίηση των υλικών έγινε σε διάλυμα φορμόλης 10%. Από τα 

παρασκευάσματα ολικής κυστεκτομής ελήφθησαν τουλάχιστον τρεις τομές από την περιοχή 

του νεοπλάσματος, οι οποίες κατάλάμβαναν όλο το πάχος του τοιχώματος της κύστης. 

Ελήφθησαν επίσης τομές και από οποιεσδήποτε άλλες θέσεις ήταν ύποπτες για δυσπλασία, 

ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία ή και δεύτερη εντόπιση νεοπλάσματος, καθώς και από τον 

αυχένα, το κυστικό τρίγωνο και όλες τις άλλες περιοχές που προϋποθέτει το πρωτόκολλο. Το 

βιοπτικό υλικό από διουρηθρική αφαίρεση επεξεργάσθηκε εξ ολοκλήρου, με εγκλεισμό σε 

block παραφίνης και ιστοχημική χρώση αιματοξυλίνης- ηωσίνης. Ακολούθησε μικροσκοπική 

εκτίμηση, ενώ στα περιστατικά που υπήρχε αμφιβολία διηθητικής ανάπτυξης ακολούθησε 

περαιτέρω ιστοχημική και ανοσοϊστοχημική διερεύνηση.

Ακολούθησε επιλογή αντιπροσωπευτικής τομής από το κάθε περιστατικό και πάρθηκαν 

τομές 3-5 μιη από τους αντίστοιχους κύβους παραφίνης, όπου έγινε ανοσοϊστοχημική χρώση 

με τη μέθοδο του συμπλέγματος αβιδίνης-βιοτίνης.

Η εν λόγω τεχνική βασίζεται στην υψηλή συγγένεια της βιοτίνης προς την αβιδίνη, όσον 

αφορά τη δέσμευση της υπεροξειδάσης στο πρωταρχικό αντίσωμα. Έτσι είναι δυνατή η
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εύκολη αναγνώριση με το κοινό μικροσκόπιο της έκφρασης του μελετώμενου αντιγόνου σε 

τομές παραφίνης, εφόσον προστεθεί ένας ιστοχημικά γνωστός δείκτης/αντίσωμα έναντι του 

άγνωστου αντιγόνου. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην ικανότητα σχηματισμού συμπλόκου 

μεταξύ της αβιδίνης και της βιοτίνης. Αρχικά προστίθεται το πρωταρχικό αντίσωμα, ειδικό 

για την αναγνώριση του αντιγόνου που ανιχνεύουμε. Κατόπιν προστίθεται το δευτερεύον α­

ντίσωμα, που φέρει βιοτίνη και έχει την ικανότητα πρόσδεσης στο πρωτεύον, πρωταρχικό

αντίσωμα. Τέλος προστίθεται ένα σύμπλοκο υπεροξειδάσης- αβιδίνης- βιοτίνης. Οι ελεύθερες 
* «

θέσεις της αβιδίνης προσδένονται στη βιοτίνη του δευτερεύοντος αντισώματος. Τα 

πρωταρχικά αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν, η προέλευση και η αραίωση τους φαίνονται 

στον πίνακα Β$.

ζΐίνακας Β8. Χρησιμοποιούμενα αντισώματα, προέλευση, κλώνος, αραίωση, χρόνος επώασης

Αντίσωμα Προέλευση Κλώνος Αραίωση Χρόνος

Επώασης

CD34 Novocastra QBEnd/10 1:50 1 ώρα

VEGF Neomarker JH121 1:50 1 ώρα/ με

φούρνο

μικροκυμάτων

PD-ECGF/TP
•

Neomarker P-GF.44C 1:800 Ολονύκτιο/ με

φούρνο

μικροκυμάτων

TSP-1 (Α6.1) DBS A6.1 1:30 30 λεπτά/ με

φούρνο

μικροκυμάτων

ΗΠΜα

*

Santa Cruz 

Biotechnology

sc-13515 (28b) 1:150 Ολονύκτιο/ με 

φούρνο 

μικροκυμάτων 

(αλκαλικό pH)

HIF-2a Abeam Ab8365 1:3000 Ολονύκτιο/ με 

φούρνο 

μικροκυμάτων 

(αλκαλικό pH)
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Κί-67 Dako ΜΙΒ-1

(Μ0722)

1:10 1 ώρα

PCNA Dako Μ0879 1:50 1 ώρα

Αναλυτική περιγραφή της μεθόδου αβιδίνης-βιοτίνης:

•Τομές παραφίνης πάχους 3-5 μιη, τοποθετούνται σε κλίβανο θερμοκρασίας 55-60° C κατά 

την διάρκεια της προηγούμενης νύκτας, για να αποπαραφινωθούν.

•Αποπεράτωση της αποπαραφίνωσης με εμβύθιση των τομών σε ξυλόλη θερμοκρασίας 55- 

60° C για 20 λεπτά.

•Τοποθέτηση σε ξυλόλη θερμοκρασίας δωματίου για 10 λεπτά.

•Τοποθετούμε τα πλακάκια σε μίγμα ξυλόλης και αλκοόλης 100% για 2 λεπτά.

•Περνάμε τα πλακάκια σε απόλυτη αιθανόλη (100%) για 1 λεπτό.

•Συνεχίζουμε την κατιούσα ενυδάτωση διαδοχικά με: αιθανόλη 96%, αιθανόλη 96% και τέ­

λος σε αποσταγμένο νερό (DW) *.

•Τοποθετούμε τα πλακίδια μέσα σε διάλυμα εξουδετέρωσης της ενδογενούς υπεροξειδάσης 

(500 μΐ υπεροξειδίου του υδρογόνου -Η2Ο2- 30% σε 50 ml μεθανόλης) 30 λεπτά στον ανα­

δευτήρα.

•Έκπλυση, 3 φορές σε αποσταγμένο νερό (DW).

•Έκπλυση με διάλυμα TBS για 10 λεπτά (TBS: 20g NaCl, l,5g Tris σε 2,51t dH20  και pH 

7,6).

•Ενσταλάζουμε 2-3 σταγόνες πρωταρχικού αντισώματος (primary antibody), στην αραίωση, 

την οποία έχουμε σταντάρει, έτσι ώστε να καλύψει πλήρως την τομή, και το αφήνουμε να 

δράσει όσο χρόνο καθορίζει το πρωτόκολλο κάθε αντισώματος.

•Έκπλυση με διάλυμα TBS για 10 λεπτά.

•Προστίθενται δύο σταγόνες Envision K it Επώαση για 30 λεπτά.

•Έκπλυση με διάλυμα TBS για 10 λεπτά.

•Προσθέτουμε 4-5 σταγόνες (100 μΐ) από το διάλυμα του χρωμογόνου (DAB) και το επωά­

ζουμε, έως ότου ο ιστός αποκτήσει σκούρο καιρέ χρώμα (5-15 λεπτά).

•Έκπλυση με διάλυμα αποσταγμένου νερού (DW) για 10 λεπτά.

•Χρώση με αιματοξυλίνη (Harris) 10% για 2 λεπτά.

•Έκπλυση με νερό βρύσης για 1 λεπτό.
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•Εμβάπτιση των πλακιδίων διαδοχικά σε διαλύματα αιθανόλης 96%, 96%, 100%, 100%, ξυ­

λόλης και ξυλόλης (ανιούσα οδός).

•Επικάλυψη των πλακιδίων με καλυπτρίδες.

* Σε περιπτώσεις που η κλασσική μέθοδος δεν αποδίδει χρησιμοποιούμε κάποιες παραλλαγές της 
μεθόδου αυτής, όπως διαφορετικό χρόνο επώασης, ή χρήσι\ φούρνου μικροκυμάτων (350W για 30 λε­
πτά), πριν το στάδιο της εμβύθισης των τομών σε απόλυτη μεθανόλη αναμεμιγμένη με Η2Ο2 που έχει
σκοπό τη δέσμευση της ενδογενούς υπεροξειδάω^ς.

• «

2.1. Αξιολόγηση των αποτελεσμάτων του ανοσοΐστοχημικού ελέγχου
Η εκτίμηση των πλακιδίων έγινε με μικροσκόπιο Olympus ΒΗ2, με φακούς της ίδιας 

εταιρείας, D plan 40x, 1 ΟΟχ, 200χ και 400χ.

Η αξιολόγηση κάθε χρώσης έγινε τυφλά, από δύο παθολογοανατόμους.

2.2. Στατιστική Ανάλυση

Η στατιστική ανάλυση έγινε με το στατιστικό πρόγραμμα SPSS (Superior Performance 

Software System- έκδοση 11.5). Οι διάφοροι ανοσοϊστοχημικοί παράγοντες και τα κλινικά 

στοιχεία (ιστολογικός βαθμός διαφοροποίησης, στάδιο νόσου, υποτροπή, καθώς και η 

εξέλιξη του νεοπλάσματος σε διηθητικό κ.λ.π.) αναλύθηκαν και συγκρίθηκαν μεταξύ τους με 

το χ2 test. Οι συσχετίσεις της έκφρασης των διαφόρων βιολογικών δεικτών που μελετήθηκαν 

έγιναν με μονοπαραγοντική (log rank test) και πολυπαραγοντική (Cox proportional hazards) 

μέθοδο ανάλυσης. Τα αποτελέσματα θωρήθηκαν στατιστικώς σημαντικά όταν ρ< 0,05 και 

λίαν σημαντικά όταν ρ< 0,001. Ο χρόνος ελεύθερης νόσου εκτιμήθηκε με τη μέθοδο Kaplan- 

Meier.
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3. Αποτελέσιιατα

3.1.α. Η έκφραση του αντιγόνου CD34 για την εκτίμηση της νεοαγγειογένεσης: |
Για την εκτίμηση του νεοαγγειακού δικτύου ακολουθήθηκαν πρωτόκολλα κοινής απο- , 

δοχής για τη μελέτη της νεοαγγειογένεσης συμπαγών νεοπλασμάτων [78, 127, 142, 148]. 

Χρησιμοποιήσαμε τη μέθοδο που ανέπτυξε ο Weidner και οι συνεργάτες του το 1991 [142], 

ελαφρά τροποποιημένη, σύμφωνα με τις ιδιαίτερες απαιτήσεις της παρούσας μελέτης. 

Συγκεκριμένα, για την ανάδειξη του αγγειακού δικτύου χρησιμοποιήσαμε τον 

ανοσοϊστοχημικό δείκτη CD34, ο οποίος θεωρείται, σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία, ως 

ο πλέον αξιόπιστος (ή δεύτερος σε αξιοπιστία κατά άλλους) δείκτης, αφού εκφράζεται κυρίως 1 

από μικρά και λιγότερο από μεγάλα αγγεία, με βασικό μειονέκτημα αυτού έναντι του CD31, 

ότι ο πρώτος εκφράζεται και από το λεμφαγγειακό δίκτυο. Έχει όμως το πλεονέκτημα ότι εκ­

φράζεται από μικρότερο πληθυσμό κυττάρων του αιμοποιητικού συστήματος (αρχέγονα κύτ­

ταρα του αιμοποιητικού συστήματος), ενώ το CD31 εκφράζεται και από μεγακαρυοκύτταρα, 

αιμοπετάλια, ενίοτε δε από πλασματοκύτταρα, από Β λεμφοκύτταρα του μανδύα, περιφερικά | 

Τ λεμφοκύτταρα και ουδετερόφιλα πολυμορφοπύρηνα λευκοκύτταρα [75, 127, 128, 130,131, |

139, 140]. fj

Ποιοτική εκτίίίηση: Το αντιγόνο εκφράστηκε τόσο στην κυτταροπλασματική μεμβράνη όσο j

και στο κυτταρόπλασμα των ενδοθηλιακών κυττάρων, αλλά και από κύτταρα του ί

αιμοποιητικού συστήματος. - I

Εσωτερικός μάρτυρας δεν χρειάστηκε, αφού τα περισσότερα αγγεία είναι εμφανή με την I 

αιματοξυλίνη που χρησιμοποιούμε στη μέθοδο αβιδίνης-βιοτίνης, οπότε εάν ήταν πλήρως | 

αρνητικό το πλακίδιο, ενώ ήταν εμφανή αγγεία με την αιματοξυλίνη, επαναλαμβανόταν η I 

χρώση. I
g

Ποσοτική εκτίιιηση: Η πυκνότητα της νεοαγγειογένεσης εκτιμήθηκε με προσεκτική μελέτη |  

κάθε πλακιδίου σε μικρότερη μεγέθυνση (40χ), προκειμένου να επισημανθούν οι περιοχές με 8 
το μεγαλύτερο αριθμό μικρών αγγείων («θερμές περιοχές - hot spots»). Εντοπιζόταν η πιο 

θερμή περιοχή και ακολούθως χρησιμοποιούνταν μεγαλύτερη μεγέθυνση (400χ), στην οποία 

πραγματοποιούνταν καταμέτρηση των αγγείων. Αυτό επαναλαμβανόταν άλλες 2 φορές 

τουλάχιστον, ή όπου υπήρχε αμφιβολία περισσότερες, τελικά όμως στη μελέτη, λαμβάνονταν 

υπόψη πάντοτε τα τρία πιο αγγειοβριθή σημεία κάθε περιστατικού για την καταμέτρηση.

Περιοχές με έντονη φλεγμονή, αιμορραγική διήθηση ή νέκρωση, αποκλείστηκαν κατά 

το δυνατόν από την επιλογή της καταμέτρησης (τακτική που χρησιμοποιείται από όλους τους

i

■ -λ
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ερευνητές), και επιλέχθηκαν περιοχές που έρχονταν σε επαφή με την lamina propria του νεο­

πλάσματος (μέθοδος παρόμοια με αυτήν που χρησιμοποίησε ο Dinney και οι συνεργάτες του 

για πρώτη φορά το 1998 [148]).

Αναγνωρίστηκε και επισημάνθηκε ως αγγείο, ο,τιδήποτε είχε χρωσθεί, περιλαμβανομέ- 

νων, τόσο των μικροαγγείων με αυλό (το μέγεθος του οποίου να μην υπερβαίνει σε χωρητι­

κότητα τα 8 ερυθρά αιμοσφαίρια), αλλά και μεμονωμένων κυττάρων που δεν έρχονταν σε 

επαφή με αγγεία, τα οποία στην πραγματικότητα ήταν είτε μεμονωμένα ενδοθηλιακά, είτε
• 4

νεοπλασματικά ή στρωματικά κύτταρα που απλώς εξέφραζαν το αντίσωμα. Όλα αυτά 

εκτιμήθηκαν ως αγγεία. Δηλαδή δεν θεωρήθηκε απαραίτητο να αναγνωριστεί αυλός ή 

ενδοαυλικά έμμορφα στοιχεία του αίματος. Μεμονωμένα ερυθρά ή λευκά αιμοσφαίρια, ή 

αθροίσεις έμμορφων στοιχείων ή ινικής, χωρίς την εμφανή παρουσία ενδοθηλιακών 

κυττάρων, δεν εκλήφθηκαν ως αγγεία και δεν συμπεριλήφθηκαν στη μέτρηση. Η εκτίμηση 

γινόταν από δύο ανεξάρτητους παρατηρητές και όπου υπήρχε μεγάλη διαφωνία (>25%) 

επαναλαμβανόταν από τρίτο μελετητή.

Αξίζει να αναφέρουμε ότι για τη μελέτη της αγγειακής πυκνότητας αρχικά χρησιμο­

ποιήθηκε ο ανοσοϊστοχημικός δείκτης, Παράγων VIII, ο οποίος εν συνεχεία απορρίφθηκε, 

γιατί δεν εκφραζόταν από όλα τα μικρά αγγεία. Ακολούθως η ανάδειξη και μέτρηση των 

αγγείων έγινε με τον παράγοντα CD34 εκτιμώντας πέντε θέσεις ως θερμά σημεία, και τελικά 

καταλήξαμε στην καταμέτρηση των τριών πιο θερμών περιοχών.

Ιδιαίτερη εντύπωση προξένησε η έκφραση του αντιγόνου από επιθηλιακά νεοπλασματι­

κά κύτταρα, σε λίγα όμως περιστατικά (3 από ταΐ 12 που εκτιμήθηκαν, ποσοστό 2,68%). 

Αποτελέσιιατα -Στατιστική ανάλυση: Από το σύνολο των 149 περιστατικών που μελετήσαμε, 

εκτιμήσαμε την μικροαγγειακή πυκνότητα στα 112 από αυτά. Ο απόλυτος αριθμός των αγ­

γείων ανά οπτικό πεδίο μεγάλης μεγέθυνσης (400χ) κυμάνθηκε από 4 έως 58,4 με μέσο όρο

18,6. Η στατιστική συσχέτιση των αποτελεσμάτων με τα κλινικά στοιχεία έδειξε στατιστικώς 

σημαντική αντίστροφη συσχέτιση της MVD στα ουροθηλιακά καρκινώματα ιστολογικού 

βαθμού κακοηθείας (grade) II με III της τάξεως ρ=0,004 (Σχήμα Β1). Δεν βρέθηκε αξιόλογη 

στατιστική διαφορά μεταξύ των άλλων συνδυασμών, δηλαδή του ιστολογικού grade I με II 

και I με III.
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νώματος (Στρεπταβώίνη-βιοτίνη χ400)

Λνοσοϊστοχημική έκφραση του δείκτη CD34 σε ενδοθηλιακά κύτταρα ουροθηλιακού καρκι­
νώματος (Στρεπταβιδίνη-βιοτίνη χ400)
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Ανοσοϊστοχημική έκφραση του δείκτη CD34 σε ενδοθηλιακά κύτταρα ουροθηλιακού καρκι­
νώματος (Στρεπταβιδίνη-βιοτίνη χ200)

f < - ·>: : ■
Η.συσχέτιση της MVD μεταξύ διαφορετικού σταδίου νόσου έδειξε στατιστικώς σημα­

ντική *συσχέτιση μεταξύ pTa και ρΤΙ (ρ=0,004), στατιστικώς λίαν σημαντική μεταξύ pTa και 

ρΤ2-4 (ρ< 0,001), και, τέλος, σημαντική μεταξύ ρΤΙ και ρΤ2-4 (ρ=0,002). Η έκφραση της 

MVD σε σχέση με το στάδιο της νόσου φαίνεται στο σχήμα Β2.

Παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της μικροαγγειακής πυκνότητας με 

πολυεστιακή εντόπιση της νόσου (ρ=0,012). Μη στατιστικά σημαντικά αποτελέσματα είχαμε 

με τις άλλες κλινικές παραμέτρους που μελετήσαμε, δηλαδή την εξέλιξη (progression) της 

νόσου σε διηθητικό, τη συνύπαρξη in situ καρκινώματος ή όχι, και την ηλικία των ασθενών.

Η μελέτη της υποτροπής της νόσου ανάλογα με την μικροαγγειακή πυκνότητα δεν έδει­

ξε αξιόλογα αποτελέσματα (καμπύλη Kaplan-Meier, σχήμα Β3), ενώ η μελέτη σε 103 από το 

σύνολο των επιφανειακών καρκινωμάτων της ουροδόχου κύστης έδειξε σημαντική διαφορά 

στην εξέλιξη των grade ΠΙ καρκινωμάτων σε διηθητικά τα οποία είχαν αγγειακή πυκνότητα 

πάνω από το μέσο όρο (ρ=0,0068) (σχήμα Β4).



66
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mvd and recurrence rate

mvd (cd34) 

o 2.00

+ 2.00-censored 

°  1.00

+ 1.00-censored

months to 1st recurrence

CD34 (MVD)
°  »medlan value 

°  progroation froo 

°  «median value 

°  progrettion froe

Months to progression

Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση παρατηρήθηκε στα επιφανειακά καρκινώματα μετα­

ξύ της MVD και του VEGF παράγοντα (ρ=0,0019).
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Η συσχέτιση της MVD με τον παράγοντα επάγοντα την υποξία Ια  (H IF-la) ήταν στατι- \ 

στικώς λίαν σημαντική (ρ=0,001). Επίσης στατιστικώς λίαν σημαντική συσχέτιση της MVD 

δια7ηστώθηκε με τον αιμοπεταλιακό ενδοθηλιακό αυξητικό παράγοντα/ φωσφορυλάση της 

θυμιδίνης (PD-ECGF/TP) στην έκφραση των πυρήνων του νεοπλάσματος PD-ECGF/TP,, [’

(ρ<0,001), του κυτταροπλάσματος PD-ECGF/TPc (ρ<0,001) αλλά και του στρώματος PD- \1
ECGF/TPstr (ρ<0,001). Στατιστικώς σημαντική επίσης ήταν η σχέση της MVD με την i 

έκφραση της Θρομβοσπονδίνης (ρ=0,006). Τέλος, στατιστικώς λίαν σημαντική ήταν η ί 

συσχέτιση και με τους δύο δείκτες πολλαπλασιασμού, Κϊ-67 (ρ<0,001) και PCNA (ρ<0,001).

3.1.β. Η έκφραση του αντιγόνου VEGF:

Ο κλώνος του αντιγόνου VEGF που χρησιμοποιήσαμε στην παρούσα μελέτη ήταν ο

JH121 της εταιρίας «Neomarkers», ο οποίος αναδεικνύει τον υπότυπο VEGFm. Ο |
1

τελευταίος, όπως αναφέραμε στο γενικό μέρος, μαζί με τον VEGF165 είναι οι συχνότεροι 

τύποι VEGF που συναντούμε σε νεοπλασματικούς ιστούς. Έχει βρεθεί σε διάφορες μοριακές 

μελέτες ότι ο υπότυπος αυτός αποτελεί το 75% του συνόλου του mRNA του VEGF σε 

καρκινώματα ουροδόχου κύστης [126,154,185,228].

Ποιοτική εκτίμηση: Η έκφραση του παράγοντα VEGF ήταν κυτταροπλασματική, καθώς και 

στην κυτταρική επιφάνεια των νεοπλασματικών κυττάρων, ενώ εσωτερικό μάρτυρα 

αποτέλεσαν φλεγμονώδη κύτταρα, λεμφοκύτταρα και μακροφάγα/ ιστιοκύτταρα [156,183]. 

Παρά το γεγονός ότι το αντίσωμα αυτό εκφράζεται και από το στρώμα σύμφωνα με την
ί

κατασκευάστρια εταιρεία, στην δική μας μελέτη δεν παρατηρήθηκε. ■

Ποσοτική εκτίατιση: Για την εκτίμηση του παράγοντα VEGF χρησιμοποιήσαμε συνδυασμό : 

δύο παραμέτρων, της έντασης και έκτασης της έκφρασης του αντιγόνου. Πρόκειται για μία [ 

μέθοδο που έχει χρησιμοποιηθεί και από άλλους ερευνητές από το 1995 [449]. Ως προς την |  

ένταση της χρώσης οι περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 κατηγορίες-διαβαθμίσεις:. |

0 = Αρνητική χρώση: τα κύτταρα δεν εμφανίζουν οποιαδήποτε χρωστικότητα. |

1 = Ασθενώς θετική χρώση.

2 = Μέτρια θετική χρώση.

3 = Έντονη θετική χρώση.

4 = Πολύ έντονα θετική χρώση.



69

Ως προς την έκταση της έκφρασης του αντιγόνου από τα νεοπλασματικά κύτταρα, οι 

περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 ομάδες, ανάλογα με το % ποσοστό των θετικών 

νεοπλασματικών κυττάρων.

0 = 0%
1 = 1-25%

2 = 26-50%

3 = 51-75%

4 = 76-100%

Το άθροισμα της ποσοτικής και ποιοτικής έκφρασης του δείκτη κυμαίνεται από μηδέν (το 

ελάχιστο) έωςοκτώ (το μέγιστο). Αυτό ακολούθως το κατατάξαμε σ ε 4 ομάδες:

(-) Αρνητικό, άθροισμα 0.

(+) Ασθενής ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 1-2.

(++) Μέτρια ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 3-4.

(+++) Έντονη ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 5-8.

Στην παρούσαμελέτη θεωρήσαμε θετικά όσα είχαν δύο ή τρεις σταυρούς.

Έντονη κυτταροπλασματική έκφραση του δείκτη VEGF σε ουροθηλιακό καρκίνωμα (Στρε- 
πταβιδίνη-βιοτίνη χ200)



Κυτταροπλασματική έκφραση του δείκτη VEGF σε ουροθηλιακό καρκίνωμα (Στρεπταβιδίνη- 
βιοτίνη χ400)

Αποτελέσιχατα -Στατιστική ανάλυση: Από το σύνολο των 149 περιστατικών θεωρήσαμε ως 

αξιόπιστη τη χρώση στα 141. Από αυτά τα 119 ήταν θετικά, ενώ τα 22 αρνητικά (ποσοστά 

84,4% και 15,6% αντίστοιχα). Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση όσον αφορά την έκφραση 

του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (VEGF) παρατηρήθηκε με το στάδιο της 

νόσου. Διαπιστώθηκε στατιστικώς σημαντική αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ των σταδίων της 

νόσου pTa και ρΤΙ (ρ=0,042), καθώς επίσης μεταξύ των pTa και ρΤ2-4 (ρ=0,044). Μεταξύ 

των σταδίων ρΤΙ και ρΤ2-4 η συσχέτιση ήταν της τάξεως ρ=0,08 (στατιστικώς μη 

σημαντική). Στο σχήμα Β5 φαίνεται ο μέσος όρος της έκφρασης του παράγοντα στα διάφορα 

στάδια της νόσου. Στατιστικώς σημαντική θετική συσχέτιση βρέθηκε με το μέγεθος του νεο­

πλάσματος (μεγαλύτερα ή μικρότερα των 3 εκατοστών) με ρ=0,001. Δεν παρατηρήθηκε στα­

τιστική συσχέτιση της έκφρασης του VEGF με τη μικροαγγειακή πυκνότητα, αλλά και με 

κλινικές και παθολογοανατομικές παραμέτρους, όπως τον ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης 

των καρκινωμάτων, την πολυεστιακότητα, τη συνύπαρξη ή όχι καρκινώματος in situ, την ε­

ξέλιξη (progression) ή την υποτροπή του νεοπλάσματος και με την ηλικία των ασθενών.
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Στο σχήμα Β6 φαίνεται ο μέσος όρος έκφρασης του παράγοντα σε σχέση με το βαθμό διαφο­

ροποίησης του νεοπλάσματος.

Σχήμα Β6
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Όσον αφορά τους άλλους παράγοντες που μελετήσαμε, σημειώθηκε στατιστικώς σημα­

ντική συσχέτιση της έκφρασης του VEGF με τη στρωματική έκφραση του PD-ECGF/TPstr 

(ρ=0,024), όπως επίσης και με την στρωματική έκφραση της TSP-lstr (ρ=0,001) καθώς και με 

το δείκτη πολλαπλασιασμού PCNA (ρ=0,002). Κατά την μελέτη των 127 επιφανειακών καρ­

κινωμάτων, που περιλαμβάνονταν στο υλικό μας, διαπιστώθηκε στατιστικώς σημαντική συ­

σχέτιση μεταξύ της MVD και της έκφρασης του παράγοντα VEGF (ρ=0,0019).

3.1.γ. Η έκφραση του αντιγόνου H IF-la:

Για την ανάδειξη του παράγοντα επάγοντος την υποξία-1α (HIF-la) χρησιμοποιήσαμε
i

το μονοκλωνικό αντίσωμα της Santa Cruz, sc-13515 (28b). Απ’ό,τι φαίνεται στη |
i

βιβλιογραφία ο εν λόγω κλώνος δεν έχει χρησιμοποιηθεί αρκετά σε ανοσοϊστοχημικό j
I

επίπεδο. Ωστόσο διαπιστώνεται ότι σε κάποια νεοπλάσματα εκφράζεται αμιγώς από τους 

πυρήνες, ενώ σε κάποια άλλα εκφράζεται επιπλέον και από το κυτταρόπλασμα [187]. 

Περιστασιακό εύρημα ήταν η έκφρασή του από τα μακροφάγα που συνυπήρχαν στο 

νεόπλασμα. Πάντως δεν αναφέρεται προηγούμενη μελέτη του κλώνου αυτού σε καρκίνωμα 

ουροδόχου κύστης.

Ποιοτική εκτίιιηση: Το αντίσωμα εκφράστηκε αποκλειστική από πυρήνες νεοπλασματικών 

κυττάρων, αλλά και από τα μακροφάγα που συνυπήρχαν στο υλικό σε ορισμένα μόνο εκ των 

νεοπλασμάτων.

Ποσοτική εκτίμηση: Η αξιολόγηση των πλακιδίων έγινε ως ακολούθως: Εκτιμήσαμε το 

ποσοστό των πυρήνων των νεοπλασματικών κυττάρων που εξέφρασαν την εν λόγω πρωτεΐνη 

σε κάθε περιστατικό. Ανάλογα με το ποσοστό των πυρήνων που είχαν θετική έκφραση 

κατατάχτηκαν σε τέσσερις ομάδες: Αρνητικά (-) όταν η έκφραση ήταν μικρότερη του 1% 

του συνόλου των πυρήνων, μικρή έκφραση (+) όταν η έκφραση κυμαινόταν από 1-10%, 

μέτριου βαθμού έκφραση (++) όταν είχαμε 10-50% θετικούς πυρήνες, και τέλος ικανού 

βαθμού έκφραση (+++), όταν η έκφραση ήταν μεγαλύτερη του 50%. Για τη στατιστική 

επεξεργασία των αποτελεσμάτων, τα κατατάξαμε σε δύο ομάδες, αυτά που είχαν έκφραση <

10% και > 10% του συνόλου των πυρήνων των νεοπλασματικών κυττάρων.

\



Πυρηνική έκφραση του δείκτη H IF-la σε ουροθηλιακό καρκίνωμα (Στρεπταβιδίνη-βιοτίνη 
χ200)
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Πυρηνική έκφραση του παράγοντα H IF-la σε ουροθηλιακό καρκίνωμα (Στρεπταβιδίνη- 
βιοτίνη χ200)

Αποτελέσματα- Στατιστική ανάλυση: Η ανοσοϊστοχημική εκτίμηση του παράγοντα αυτού 

έγινε σε 112 από τα περιστατικά, με έκφραση να κυμαίνεται από 0% έως και 50%.

Από το σύνολο των 149 περιστατικών θεωρήσαμε ως αξιόπιστη την έκφραση της χρώ­

σης στα 112. Από αυτά τα 52/112 είχαν μικρή έκφραση (<10% θετικά νεοπλασματικά κύττα­

ρα) ποσοστό 46,4%, 10/112 είχαν μέτριου βαθμού θετική έκφραση (10-50% θετικά νεοπλα­

σματικά κύτταρα) ποσοστό 8,9%, 2/112 -ποσοστό 1,8%- ήταν έντονα θετικά (>50% θετικά 

νεοπλασματικά κύτταρα), ενώ 48/112 -ποσοστό 42,9%- ήταν αρνητικά (<1% θετικά νεοπλα­

σματικά κύτταρα) για την ανίχνευση του H IF-la αντιγόνου.

Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση υπήρξε μεταξύ της έκφρασης του H IF-la και του 

ιστολογικού βαθμού διαφοροποίησης grade I με Π (ρ=0,021), ενώ λίγο πιο πάνω από το όριο 

ήταν η συσχέτιση μεταξύ του grade I με III (ρ=0,065) (Σχήμα Β7). Αξιόλογη στατιστική 

συσχέτιση μεταξύ του ιστολογικού βαθμού διαφοροποίησης grade Π με ΙΠ και των διαφόρων 

σταδίων της νόσου δεν διαπιστώθηκε.

ι

)
ί
I
{I

(

Σχήμα Β7

grade
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*\ι
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Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση παρατηρήθηκε στα νεοπλάσματα που συνυπήρχε in 

situ καρκίνωμα (ρ=0,006) αλλά και σε αυτά που εξελίχθηκαν σε διηθητικά (progression) 

(ρ=0,048). Στατιστικώς σημαντική ήταν η συσχέτιση της έκφρασης του παράγοντα H IF-la με 

τη μικροαγγειακή πυκνότητα (ρ=0,017) και με την στρωματική έκφραση του παράγοντα PD- 

ECGF/TPstr (ρ=0,029). Στατιστικώς σημαντική επίσης ήταν η συσχέτιση και με τους δύο 

δείκτες πολλαπλασιασμού Κι-67 (ρ=0,023) και PCNA (ρ=0,002).

3.1.δ. Η έκφραση του αντιγόνου HIF-2a :

Χρησιμοποιήθηκε το μονοκλωνικό αντίσωμα ab8365 της Abeam, το οποίο προέρχεται 

από επίμυ. Μόνο τρεις αναφορές υπάρχουν από την κατασκευάστρια εταιρεία, για χρήση του 

εν λόγω αντισώματος, στις οποίες η έκφραση ήταν κυτταροπλασματική ή και πυρηνική, 

ανάλογα με το νεόπλασμα (μαστός και οισοφάγος), χωρίς να γίνεται καμία αναφορά για τον 

τρόπο έκφρασής του σε ουροθηλιακό καρκίνωμα. Αναφέρεται επίσης ότι παρατηρείται 

μεγαλύτερη έκφραση σε περιοχές υποξίας του νεοπλάσματος. Σε όλες τις περιπτώσεις 

χρησιμοποιήθηκαν σαν εσωτερικός μάρτυρας τα μακροφάγα κύτταρα που διηθούν τον όγκο 

[187,192,448].

Ποιοτική εκτίαηση: Η έκφραση που παρατηρήθηκε στο ουροθηλιακό καρκίνωμα ήταν 

κυρίως κυτταροπλασματική HIF-2ac. Σε λίγα περιστατικά διαπιστώθηκε έκφραση και από 

τους πυρήνες των νεοπλασματικών κυττάρων, ενώ έκφραση συνυπήρχε και από τα κύτταρα 

του στρώματος HIF-2astr, από λείες μυϊκές ίνες και από μακροφάγα. Σαφή επίταση της 

χρώσης είχαμε σε περιοχές του νεοπλασματικού ιστού γειτνιάζουσες νέκρωσης, εύρημα που 

αναφέρεται και στη βιβλιογραφία [187,209].

Ποσοτική εκτίαηση: Η εκτίμηση της έκφρασης του αντισώματος από το κυτταρόπλασμα των 

νεοπλασματικών κυττάρων αξιολογήθηκε όπως και στις άλλες προαναφερθείσες χρώσεις στις 

οποίες διαπιστώθηκε έκφραση από το κυτταρόπλασμα (VEGF, PD-ECGF/TPc και TSP-1C ) 

[449]. Ως προς την ένταση της χρώσης, οι περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 κατηγορίες- 

διαβαθμίσεις (0=αρνητικό, 1= ασθενώς θετική χρώση, 2= μέτρια θετική χρώση, 3= έντονη 

θετική χρώση και 4= πολύ έντονα θετική χρώση). Ως προς την έκταση της έκφρασης του 

αντιγόνου από τα νεοπλασματικά κύτταρα, οι περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 ομάδες 

ανάλογα με το % ποσοστό των θετικών νεοπλασματικών κυττάρων (0=0%, 1=1-25%, 2=26- 

50%, 3=5 Γ-75% και 4=76-100%). Τέλος, το άθροισμα αυτών το χωρίσαμε σε 4 ομάδες:

(-) Αρνητική, άθροισμα 0
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(+) Ασθενής ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 1-2 

(++) Μ έτρια ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 3-4 

(+++) Έντονη ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 5-8.

Η εκτίμηση του εξωκυττάριου στρώματος έγινε ως ακολούθως:

Αρνητική: καθόλου έκφραση

Θετική: έκφραση σε αντιπροσωπευτική περιοχή του στρώματος, που ανάλογα με την ένταση 

της έκφρασης χαρακτηρίσθηκε ως +, ++ και +++, για την ασθενή, μέτρια και έντονη 

έκφραση αντίστοιχα [450].

Αποτελέσιιατα- Στατιστική ανάλυση: Ο παράγοντας HEF-2a εκτιμήθηκε στα 144 περιστατικά 

που μελετήσαμε. Κυτταροπλασματική έκφραση παρατηρήθηκε σε όλα τα περιστατικά. Από 

αυτά τα 9/144 είχαν μικρή έκφραση (ποσοστό 6,3%), 46/144 είχαν μέτριου βαθμού θετική 

έκφραση (ποσοστό 31,9%) ενώ 89/144 ήταν έντονα θετικά (ποσοστό 61,8%). Έκφραση από 

τα κύτταρα του υποκείμενου στρώματος διαπιστώθηκε σε 77 περιστατικά (ποσοστό 53,5%).

Η κυτταροπλασματική έκφραση του τιαράγοντα HIF-2ac δεν συσχετίσθηκε με κανένα από 

τα κλινικά δεδομένα που είχαμε στη διάθεσή μας. Ωστόσο υπήρξε στατιστικώς λίαν 

σημαντική συσχέτιση με την έκφραση του HIF-2ostr (ρ<0,001) αλλά και με την MVD 

(ρ=0,052) . Στατιστικώς σημαντική ήταν η σχέση με την έκφραση όλων των μορφών 

έκφρασης του αιμοπεταλιακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα. Έτσι είχαμε συσχέτιση 

με το PD-ECGF/TPc (ρ=0,006), PI>ECGF/TP„ (ρ=0,016) και PD-ECGF/TPar (ρ=0,002).

Μ ε βάση τα κλινικά δεδομένα που είχαμε στη διάθεσή μας, στατιστικώς σημαντική συσχέ­

τιση της έκφρασης του παράγοντα HIF-2astr βρέθηκε μεταξύ των σταδίων ρΤΙ και ρΤ2-4, με 

αύξηση της έκφρασης στα διηθητικά καρκινώματα ρΤ2-4 (ρ=0,05 η οποία είναι οριακή τιμή). 

Με τους ανοσοϊστοχημικούς παράγοντες της μελέτης βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέ­

τιση της έκφρασης του HIF-2astr με την PD-ECGF/TPstr (ρ=0,015). Στατιστικώς λίαν σημα­

ντική ήταν η συσχέτισή του με την κυτταροπλασματική έκφραση του HIF-2ac (ρ<0,001). Τέ­

λος, στατιστικώς σημαντική ήταν η συσχέτιση με την TSP-lc(p=0,034).
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Ποικίλης έντασης, σε μεγάλη έκταση, κυτταροπλασματική έκφραση του παράγοντα HIF-2a 
σε διηθητικό ουροθηλιακό καρκίνωμα. Εσωτερικός μάρτυρας τα αφρώδη μακροφάγα κύττα­
ρα του υποκείμενου στρώματος (Στρεπταβιδίνη-βιοτίνη χ200)

Έντονη, εκτεταμένη κυτταροπλασματική έκφραση του παράγοντα HIF-2a σε διηθητικό ου- 
ροθηλιακό καρκίνωμα. Επίταση της χρώσης σε περιοχή γειτνιάζουσα νέκρωσης (Στρεπταβι- 
δίνη-βιοτίνη χ200)
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Για τη στατιστική μελέτη της σχέσης του παράγοντα HIF-2a χωρίσαμε τα περιστατικά , 

σε δύο επιμέρους ομάδες: Σε αυτά που είχαν έκφραση σε ποσοστό < 50% ή > του 50%. Το 

αποτελέσματα φαίνονται στον πίνακα Β9. Καμπύλη επιβίωσης τόσο για τον παράγοντα HIF- r 

Ια  όσο και για τον παράγοντα HIF-2a με ανάλυση καμπύλης Kaplan-Meier φαίνονται στα 

σχήματα Β8 και Β9, όπου ο παράγοντας M F-Ια  συσχετίζεται με την εξέλιξη του 

νεοπλάσματος με διήθηση του μυϊκού χιτώνα, ενώ ο παράγοντας HIF-2a με υποτροπή της 

νόσου.

Πίνακας Β9. Έκφραση των παραγόντων H IF-la και HIF-2a και συσχέτιση με τα κλινικά και 

ιστολογικά δεδομένα.

ΗΠΜ a HIF-2a νεόπλασμα και στρώμα

<10 >10 <50 >50 (-), (+) ρ value

Grade

u «  1Μ : * ' 4'·· 1 j M H  ■ 2 ^ 3 2 , J * 3 • · · ‘ * ‘ ·-

Λ ■ · η 4  , : Δ ί) ] ( f i

2 ? ,V
.i»7 ·

■ j;

,? · · · >i ;

!■ · * if s;, ‘ 38
■ ■

i T; i , J i

i , ►

„,p=0.021, NS,

3 36 7 23 35 24 34 NS

Στάδιο

Pa 55 3 25 47 34 38 NS, NS,

PI 7 '  23 30 26 p=0.05

P2-4 10 2 6 8 3 11

Μέγεθος

<3cm 52 7 25 51 42 NS, NS, NS

>3cm 27 2 17 21 16 22

Πολυεστιακότητα

μονήρης 50 7 29 43 30 42 NS, Ns, NS

πολλαπλές 44 5 24 41 33 32

In situ

Όχι in situ 83 6 44 75 53 66 p=0.006, NS,

In situ 11 6 10 10 11 9 NS

j ί *(ΙΚ ι . - * '

Ν §(ι ίΠ^τιστ^κ^μη σημαντικό
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Σχήμα Β8

months to progressive

HIF-1 expression 

° >10%

+ >10%-censored 

° <10%

+ <lO%-censored

Σχήμα B9

HIF-2 expression

° >50%

+ >50%-ceneored 

0 <50%

+ <50%-ceneored

months to first recurrence
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3.1.ε. Η έκφραση του αντιγόνου PD-ECGF/TP: |

Για την έκφραση του αντιγόνου PD-ECGF/TP χρησιμοποιήσαμε τον κλώνο P-GF.44C ■! 

της εταιρείας «Neomarkers». Ήταν ήδη γνωστό από την εταιρεία ότι το εν λόγω αντίσωμα ! 

εκφράζεται τόσο από τον πυρήνα, όσο και από το κυτταρόπλασμα των κυττάρων ορισμένων ^

νεοπλασμάτων. Επίσης μεγαλύτερη έκφραση παρατηρείται στα μακροφάγα κύτταρα αλλά και |
1

σε κύτταρα του στρώματος, της γλοίας, καθώς και σε κάποια κάποια φυσιολογικά επιθηλιακά j 

κύτταρα [221,223-227,245-248], j
Ποιοτική εκτίαηση: Η έκφραση του PD-ECGF/TP ήταν κυτταροπλασματική και πυρηνική j 

στα νεοπλασματικά κύτταρα, έκφραση όμως παρατηρήθηκε και από τα κύτταρα του > 

στρώματος. Η αξιολόγηση της χρώσης έγινε χωριστά στα νεοπλασματικά επιθηλιακά | 

κύτταρα, τόσο στο κυτταρόπλασμα (PD-ECGF/TPc) όσο και στους πυρήνες (PD-ECGF/TPn), I 

αλλά και στα κύτταρα του στρώματος (PD-ECGF/TPstr). Αξιόπιστο εσωτερικό μάρτυρα I 

αποτέλεσαν τα μακροφάγα κύτταρα. :

Έκφραση του αντιγόνου παρατηρήθηκε επίσης από πλασματοκύτταρα, μακροφάγα/ ι- 

στιοκύτταρα, λείες μυϊκές ίνες και ινοβλάστες. Σε μερικά περιστατικά ανιχνεύθηκε και σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων. Τέλος παρατηρήθηκε μικρή έκφραση από το φυσιολογικό 

ουροθήλιο.

Σαν εσωτερικός μάρτυρας για την εκτίμηση της ποιοτικής και ποσοτικής έκφρασης της 

πρωτεΐνης, χρησιμοποιήθηκαν τα μακροφάγα αλλά και άλλα φλεγμονώδη κύτταρα.

Ποσοτική εκτίαηση: Η έκφραση της χρώσης θεωρήθηκε ικανοποιητική σε 144 περιστατικά 

από τα 149 που μελετήσαμε συνολικά. Η κυτταροπλασματική έκφραση του αντιγόνου 

εκτιμήθηκε, όπως και ο παράγοντας VEGF που αναφέραμε πιο πάνω, δηλαδή λαμβάνοντας ·

υπόψη την ένταση αλλά και την έκταση της έκφρασης [449], Ως προς την ένταση της *
£

χρώσης, οι περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 κατηγορίες-διαβαθμίσεις: 0=αρνητικό, 1= ?f
ασθενώς θετική χρώση, 2= μέτρια θετική χρώση, 3= έντονη θετική χρώση και 4= πολύ

C

έντονα θετική χρώση). Ως προς την έκταση της έκφρασης του αντιγόνου από τα 

νεοπλασματικά κύτταρα, οι περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 ομάδες ανάλογα με το % |
r

ποσοστό των θετικών νεοπλασματικών κυττάρων (0=0%, 1=1-25%. 2=26-50%, 3=51-75% μ 

και 4=76-100%). Τέλος το άθροισμα αυτών το χωρίσαμε σε 4 ομάδες: 1

(-) Αρνητική, άθροισμα 0 I

(+) Ασθενής ανοσοΐστοχημική έκφραση, άθροισμα 1-2 I

(++) Μ έτρια ανοσοΐστοχημική έκφραση, άθροισμα 3-4 I

(+++) Έντονη ανοσοΐστοχημική έκφραση, άθροισμα 5-8 J
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σημαντική ήταν η συσχέτισή του με την έκφραση της πρωτεΐνης από το στρώμα T SP-lstr 

(ρ=0,014), αλλά και με την κυτταροπλασματική έκφραση του παράγοντα HIF-2ac (ρ=0,006), 

όχι όμως και με την στρωματική έκφραση του HIF-2astr. Τέλος, στατιστικώς σημαντική ήταν 

και η συσχέτισή του με τους δείκτες πολλαπλασιασμού Ki-67 (ρ=0,03) και PCNA (ρ=0,027). 

Η στατιστική επεξεργασία της έκφρασης του αντιγόνου στους πυρήνες των νεοπλασματικών 

κυττάρων PD-ECGF/TPn έδειξε στατιστικώς σημαντική συσχέτισή μεταξύ των σταδίων pTa

με ρΤ2-4 (ρ=0.006) και ρΤΙ με ρΤ2-4 (ρ=0,059), όχι όμως μεταξύ των σταδίων pTa με ρΤΙ
• «

(σχήμα Β12). Επίσης σημαντική ήταν η συσχέτισή της πυρηνικής έκφρασης στα 

νεοπλάσματα που συνυπήρχε ή όχι in situ καρκίνωμα (ρ=0,003).

Σχήμα ΒΙΟ
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Σχήμα B ll

stage
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Στατιστικώς λίαν σημαντική συσχέτιση της PD-ECGF/TPn παρατηρήθηκε επίσης με το

μέγεθος του νεοπλάσματος (ρ<0,001). Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση τιγς έκφρασης της

PD-ECGF/TPn διαπιστώθηκε επίσης στην ομάδα των ασθενών που έγινε διουρηθρική

αφαίρεση του νεοπλάσματος (TUR) με την υποτροπή νόσου. Σε μελέτη των 127

επιφανειακών καρκινωμάτων με μονοπαραγοντική και πολυπαραγοντική ανάλυση βρέθηκε η

πυρηνική έκφραση της πρωτεΐνης να αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για την

έκβαση της νόσου, όπως φαίνεται στην καμπύλη Kaplan-Meier του σχήματος Β13, με 
♦ ·

στατιστικώς λίαν σημαντική συσχέτιση (ρ=0,0001).

Σχήμα Β13

i

■  -  ·■ ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ----- ---- --

0 10 20 30 40 50

Months to recurrence

Nuclear TP (median)

D higher than 1%

+  higher than 1% 
-censored

°  upto1%

+  up to 1%-censored

p-0.0001

Δεν βρήκαμε .άλλη συσχέτιση με τις λοιπές κλινικές παραμέτρους. Στατιστικώς λίαν 

σημαντική ήταν η συσχέτιση του PD-ECGF/TPn με τη μικροαγγειακή πυκνότητα (ρ<0,001) 

αλλά και με την κυτταροπλασματική PD-ECGF/TPc και στρωματική έκφραση του ίδιου 

αντιγόνου PD-ECGF/TPsir (ρ<0,001). Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση παρατηρήθηκε με 

τον παράγοντα HIF-2ac (ρ=0,016). Στατιστικώς μη σημαντική ήταν η σχέση του με τη 

στρωματική έκφραση της Θρομβοσπονδίνης T SP-lstr (ρ=0,07).

Η έκφραση του αιμοπεταλιακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα/ φωσφορυλάση 

της θυμιδίνης από το στρώμα (PD-ECGF/TPSir), έδειξε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση
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μεταξύ των ιστολογικών grade Π με ΙΠ (ρ=0,022) σταδίων pTa με ρΤΙ (ρ=0,049) και ρΤΙ με 

ρΤ2-4 (ρ=0,011) (Σχήμα Β14). Στατιστικώς λίαν σημαντική ήταν η συσχέτιση μεταξύ των 

σταδίων pTa με ρΤ2-4 (ρ<0,001). Δεν διαπιστώθηκε άλλη αξιόλογη συσχέτιση με τις άλλες 

κλινικές και παθολογοανατομικές παραμέτρους. Στατιστικώς σημαντική ήταν η σχέση της 

έκφρασης του PD-ECGF/TPstr με τον παράγοντα VEGF (ρ=0,024). Στατιστικώς λίαν 

σημαντική ήταν η σχέση του PD-ECGF/TPstr με την MVD (ρ<0,001), την 

κυτταροπλασματική PD-ECGF/TPc (ρ<0,001) και την πυρηνική PD-ECGF/TPn (ρ<0,001) 

έκφραση της εν λόγω πρωτεΐνης. Επίσης στατιστικώς σημαντική ήταν η συσχέτισή της PD- 

ECGF/TPstr με τον παράγοντα ΗΠΜα (ρ=0,029), την κυτταροπλασματική έκφραση του HIF- 

2ac (ρ=0,002) αλλά και με τη στρωματική έκφραση του HEF-2astr (ρ=0,015). Τέλος 

στατιστικώς σημαντική ήταν η σχέση της έκφρασης της PD-ECGF/TPstr με το δείκτη 

πολλαπλασιασμού Κΐ-67 (ρ=0,002) ενώ στατιστικώς λίαν σημαντική ήταν η σχέση της με το 

δεύτερο δείκτη πολλαπλασιασμού PCNA (ρ<0.001).

Σχήμα Β14

Ο - *.5 ------- --------------------- ---------------------- -- ---------------------------------------------■—
Pa PI Ρ2-4

stage
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3.1.ζ. Η έκφραση του αντιγόνου Θρομβοσπονδίνη-1 (TSP-1):

Υπάρχουν αρκετοί κλώνοι θρομβοσπονδίνης εμπορικά διαθέσιμοι, συγγενείς της TSP-1, 

κάποιοι εκ των οποίων παρασκευάζονται από πειραματόζωα, όπως είναι οι κλώνοι Α4.1, 

Α6.1, Α2.5, Β5.2, ΗΒ8432, ή και από ανθρώπινα αιμοπετάλια όπως ο Ab-8 με μήκος μορίου 

450 kDa. Στην* παρούσα μελέτη χρησιμοποιήσαμε τον κλώνο Α6.1 της εταιρίας DBS, ο 

οποίος εκφράζεται από εκκριτικά κοκκία, τη συσκευή Golgi και το ενδοπλασματικό δίκτυο 

των κυττάρων, αλλά και από το εξωκυττάριο στρώμα.

Ποιοτική εκτίαυση: Η TSP-1 παρουσίασε κοκκιώδη κυτταροπλασματική έκφραση στα νεο- 

πλασματικά κύτταρα, ενώ εκφράστηκε επίσης και από τα κύτταρα του στρώματος. Η 

αξιολόγηση της έγινε τόσο στο κυτταρόπλασμα των νεοπλασματικών κυττάρων TSP-1C, όσο 

και στα κύτταρα του στρώματος TSP-lstr-

. Παρατηρήθηκε αυξημένη κυτταροπλασματική έκφραση της εν λόγω πρωτεΐνης στα χα­

μηλού βαθμού κακοήθειας, και λιγότερο στα ενδιαμέσου βαθμού κακοηθείας νεοπλάσματα. 

Σε αρκετά περιστατικά διαπιστώθηκε απώλεια της έκφρασης αυτής. Η στρωματική έκφραση 

της TSP-1 ήταν μικρή και σπανίως μέτρια, ενώ ικανού βαθμού έκφραση παρατηρήθηκε μόνο 

σε λίγα εκ των περιστατικών. Αυξημένη έκφραση της χρώσης διαπιστώθηκε σε 

περιαγγειακές θέσεις, αλλά και σε θέσεις όπου το νεόπλασμα ερχόταν σε επαφή με το 

στρώμα.

Έκφραση της πρωτεΐνης αναφέρεται επίσης από ενδοθηλιακά κύτταρα, ινοβλάστες, λεί­

ες μυϊκές ίνες, κύτταρα πλακώδους επιθηλίου, μακροφάγα και ουδετερόφιλα πολυμορφοπύ­

ρηνα λευκοκύτταρα. Εσωτερικό μάρτυρα της ανοσοϊστοχημικής τεχνικής αποτέλεσαν τα 

αφρώδη μακροφάγα και τα ουδετερόφιλα πολυμορφοπύρηνα κύτταρα. Σε ένα περιστατικό 

είχαμε έκφραση του αντιγόνου και από το ενδοθήλιο των αγγείων.

Ποσοτική εκτίιιηση: Από το σύνολο των 149 περιστατικών εκτιμήσαμε την έκφραση της TSP 

στα 148. Η εκτίμηση της κυτταροπλασματικής έκφρασης έγινε όπως και στις περιπτώσεις 

των άλλων κυτταροπλασματικών χρώσεων VEGF και PD-ECGF/TPc που περιγράφηκαν πιο 

πάνω [449]. Ως προς την ένταση της χρώσης οι περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 κατηγορίες- 

διαβαθμίσεις: θ=αρνητική, 1= ασθενώς θετική χρώση, 2= μέτρια θετική χρώση, 3= έντονη 

θετική χρώση και 4= πολύ έντονα θετική χρώση. Ως προς την έκταση της έκφρασης του 

αντιγόνου από τα νεοπλασματικά κύτταρα, οι περιπτώσεις κατατάχτηκαν σε 5 ομάδες 

ανάλογα με το % ποσοστό των θετικών νεοπλασματικών κυττάρων (0=0%, 1=1-25%, 2=26- 

50%, 3=51-75% και 4=76-100%). Τέλος το άθροισμα αυτών το χωρίσαμε σε 4 ομάδες:



(-) Αρνητική, άθροισμα 0

(+) Ασθενής ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 1-2 

(++) Μέτρια ανοσοΐστοχη μική έκφραση, άθροισμα 3-4 

( + - Η - )  Έντονη ανοσοϊστοχημική έκφραση, άθροισμα 5-8.

Η έκφραση του αντιγόνου από το στρώμα εκτιμήθηκε όπως και στην περίπτωση του PD- 

ECGF/TPstr.

Αρνητική: καθόλου έκφραση

Θετική: έκφραση σε αντιπροσωπευτική περιοχή του στρώματος, που ανάλογα με την ένταση 

της έκφρασης χαρακτηρίσθηκε ως +, ++ και +++, για την ασθενή, μέτρια και έντονη έκφραση 

αντίστοιχα [450].

Μέτριου βαθμού κυτταροπλασματική έκφραση της TSP-1 σε διηθητικό ουροθηλιακό καρκί­
νωμα. (Στρεπταβιδίνη-βιοτίνη χ400)
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Αποτελέσιιατα- Στατιστική ανάλυση: Κυτταροπλασματική έκφραση της πρωτεΐνης (TSP-1C) 

παρατηρήθηκε σε ποσοστό 50% επί του συνόλου των νεοπλασμάτων και στρωματική (TSP- 

l str) στο 44,9%.

Η στατιστική μελέτη των αποτελεσμάτων της έκφρασης της TSP-1C έδειξε έντονη και 

μέτριου βαθμού έκφραση στα 10 από τα 148 περιστατικά (ποσοστό 6,2%). Μικρή 

κυτταροπλασματική έκφραση παρατηρήθηκε σε 64 εκ των 148 περιπτώσεων (ποσοστό 

43,2%). Τέλος απώλεια έκφρασης διαπιστώθηκε στο 50%, δηλαδή στα 74 από τα 148 

περιστατικά που μελετήσαμε. Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της έκφρασης της TSP-1C 

παρατηρήθηκε μεταξύ των καρκινωμάτων χαμηλής και μέτριας διαφοροποίησης grade ΙΙ-ΙΙΙ 

(ρ=0,038), όπου τα χαμηλής διαφοροποίησης είχαν μικρότερη έκφραση από τα μέτριας 

διαφοροποίησης νεοπλάσματα. Στατιστικώς σημαντική ήταν η μείωση της έκφρασης στο 

στάδιο ρΤΙ σε σχέση με τα στάδια της νόσου pTa (ρ=0,005) και ρΤ2-4 (ρ=0,021) (Σχήμα 

Β15). Η θετική έκφραση της TSP-1C συσχετίσθηκε με την αγγειακή πυκνότητα (ρ=0,001), την 

έκφραση του παράγοντα HIF-2astr (ρ=0,034) αλλά και την έκφραση της πρωτεΐνης από το

1

I
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στρώμα T SP-lstr (ρ=0,038). Τέλος, στατιστικώς σημαντική σοσχέτιση με τους δείκτες 

πολλαπλασιασμού υπήρξε μόνο με το δείκτη Κί-67 (ρ=0,048).

Έντονη και μέτριου βαθμού έκφραση της TSP-lstr από τα κύτταρα του στρώματος ση­

μειώθηκε σε 11 από τα 147 περιστατικά (ποσοστό 7,5%). Μικρή έκφραση παρατηρήθηκε στα 

55 από τα 147 (ποσοστό 37,4%), ενώ απουσία έκφρασης σε 81 περιστατικά (ποσοστό 55,1% 

επί του συνόλου). Η σοσχέτιση των αποτελεσμάτων με τις κλινικές παραμέτρους έδειξε στα- 

τιστικώς σημαντική αντίστροφη σοσχέτιση στην έκφραση της TSP-lstr μεταξύ των σταδίων 

pTa και ρΤ2-4 (ρ=0,033), καθώς και μεταξύ ρΤΙ και ρΤ2-4 (ρ=0,013) (Σχήμα Β16). 

Αντίστροφη σοσχέτιση διαπιστώθηκε επίσης με το μέγεθος του όγκου (ρ=0,021), όπου νεο­

πλάσματα διαμέτρου μεγαλύτερης των 3 εκατοστών παρουσίαζαν μικρότερη έκφραση από 

αυτά που ήταν μικρότερα των 3 εκατοστών. Στατιστικώς σημαντική σοσχέτιση σημειώθηκε 

και με την ηλικία των ασθενών (ρ=0,047). Επίσης στατιστικώς σημαντική σοσχέτιση παρα­

τηρήθηκε με τη μικροαγγειακή πυκνότητα MVD (ρ=0,031), με την έκφραση του παράγοντα 

VEGF (ρ=0,001), της PD-ECGF/TPc (ρ=0,014) ενώ με την PD-ECGF/TPn (ρ=0,07) δεν ήταν 

σημαντική. Στατιστικώς σημαντική σοσχέτιση υπήρξε και με το TSP-1C (ρ=0,038), ενώ ορια­

κή ήταν η σοσχέτιση με το δείκτη πολλαπλασιασμού Κΐ-67 (ρ=0,052).

ΣχήμαΒ15

stage
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Σχήμα Β16

2,5'

2,0 ·

1.5 ■

Pa PI R2-4

stage

3.1.στ. Η έκφραση των αντιγόνων Κί-67 και PCNA :

Tux την ανάδειξη του δείκτη πολλαπλασιασμού Κΐ-67 χρησιμοποιήσαμε τον κλώνο 

ΜΠΜ της Dako και για το PCNA τον κλώνο Pc-10 (Μ0879), επίσης της Dako. Πρόκειται 

για πυρηνικές πρωτεΐνες, οι οποίες εκφράζονται στις ενεργείς φάσεις του κυτταρικού κύκλου 

(Gi, S, G2, και Μ) αλλά όχι στη φάση ηρεμίας (Go).

Ποιοτική εκτίμηση: Η έκφραση των πρωτεϊνών Κί-67 και PCNA είναι αμιγώς πυρηνική. 

Είναι γνωστό ότι η ένταση της έκφρασης ποικίλλει ανάλογα με τη φάση του κυτταρικού 

κύκλου στην οποία βρίσκεται το κύτταρο. Επίσης μπορεί να εκφράζεται από οποιοδήποτε 

κύτταρο εκτός των νεοπλασματικών, το οποίο βρίσκεται σε φάση πολλαπλασιασμού. 

Ποσοτική εκτίμηση: Εκτιμήσαμε το ποσοστό των κυττάρων επί τοις εκατό, τα οποία εμφάνι­

ζαν έκφραση των εν λόγω πρωτεϊνών από τον πυρήνα τους σε σχέση με το σύνολο των νεο- 

πλασμαηκών κυττάρων σε κάθε νεόπλασμα, ανεξάρτητα από την ένταση της χρωσπκότητας. 

Αποτελέσματα- Στατιστική ανάλυση: Ο δείκτης πολλαπλασιασμού Κί-67 παρουσίαζε 

στατιστικώς λίαν σημαντική συσχέτιση με τη μικροαγγειακή πυκνότητα (ρ<0,001). 

Στατισπκώς σημαντική ήταν η συσχέτισή του με την έκφραση του ΗΠΜ α(ρ=0,023), ενώ δεν
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εμφάνισε καμία συσχέτιση τόσο με την κυτταροπλασματική όσο και με την στρωματική 

έκφραση του HIF-2a. Στατιστικώς σημαντική ήταν η συσχέτισή του με την πυρηνική 

έκφραση του αιμοπεταλιακού ενδοθηλιακού αυξητικού 7ΐαράγοντα PD-ECGF/TPn (ρ=0,017), 

την κυτταροπλασματική PD-ECGF/TPc (ρ=0,023) αλλά και τη στρωματική PD-ECGF/TPstr 

(ρ=0,002). Οριακά στατιστικώς σημαντική ήταν η συσχέτιση της έκφρασής του με την 

κυτταροπλασματική έκφραση του TSP-1C (ρ=0,048) ενώ σχεδόν οριακή συσχέτιση εμφάνισε 

με τη στρωματική έκφραση του T SP-lstr (ρ=0,052). Τέλος στατιστικώς λίαν σημαντική ήταν 

η συσχέτιση με τον άλλο δείκτη πολλαπλασιασμού PCNA (ρ<0,001).

Ο δείκτης πολλαπλασιασμού PCNA παρουσίαζε στατιστικώς λίαν σημαντική συσχέτιση με 

τη μικροαγγειακή πυκνότητα (ρ<0,001). Στατιστικώς σημαντική ήταν η συσχέτισή του με την 

έκφραση του H IF-la (ρ=0,002), ενώ δεν εμφάνισε καμία συσχέτιση, τόσο με την 

κυτταροπλασματική όσο και με την στρωματική έκφραση του HBF-2a. Στατιστικώς 

σημαντική ήταν η συσχέτισή του με την έκφραση του αιμοπεταλιακού ενδοθηλιακού 

αυξητικού παράγοντα από τους πυρήνες PD-ECGF/TPn (ρ=0,031), το κυτταροπλάσμα PD- 

ECGF/TPc (ρ=0,03) αλλά και το στρώμα PD-ECGF/TPstr (ρ<0,001), όπου στο τελευταίο ήταν 

στατιστικώς λίαν σημαντική. Δεν παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτισή του με 

την έκφραση της TSP-1. Τέλος, στατιστικώς λίαν σημαντική ήταν η συσχέτιση με τον άλλο 

δείκτη πολλαπλασιασμού PCNA (ρ<0,001).

ι ■ ι• *
, -  ·  '  *  -
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Ανοσοϊστοχημική πυρηνική έκφραση του δείκτη πολλαπλασιασμού Κί-67 σε θηλώόες ουρο 
θηλιακό καρκίνωμα (Στρεπταβιδίνη-βιοτίνη χ200)
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οϊστοχημυοή πυρηνική έκφραση του δείκτη πολλαπλασιασμού Ki-67 σε Θηλώδες ουρο- 
κό καρκίνωμα (Στρεπταβιδίνη-βιοτίνη χ400)
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4. Συζήτηση

Στην παρούσα διατριβή εκτιμήθηκαν μερικοί από τους σημαντικότερους, με τις γνώσεις

που έχουμε σήμερα, αγγειογενετικοί παράγοντες. Αυτοί συσχετίστηκαν τόσο με τη

μικροαγγειακή πυκνότητα, όσο και με τους δείκτες πολλαπλασιασμού αλλά και με κλινικές

παραμέτρους (βαθμό κακοηθείας, στάδιο νόσου, πρώτη εμφάνιση του νεοπλάσματος ή

υποτροπή, μονήρη ή πολυεστιακή εντόπιση, συνύπαρξη ενδοεπιθηλιακού-in situ ♦ «
καρκινώματος και πορεία της νόσου), αφού είχαμε τη δυνατότητα παρακολούθησης των 

ασθενών αυτών από τους κλινικούς συναδέλφους με τους οποίους συνεργαστήκαμε για τη 

μελέτη αυτή.

Εάν ανατρέξουμε στη διεθνή βιβλιογραφία, θα δούμε περισσότερες από είκοσι χιλιάδες 

δημοσιεύσεις, με θέμα την αγγειογένεση. Τα όργανα που έχουν μελετηθεί περισσότερο είναι 

ο πνεύμονας, ο μαστός, το δέρμα, το ήπαρ, οι νεφροί, το γυναικείο γεννητικό σύστημα, ο 

στόμαχος, και λιγότερο η ουροδόχος κύστη, ο θυρεοειδής αδένας κ.ά. Απ’ ό,τι φαίνεται από 

την τρέχουσα βιβλιογραφία, σημαντικότεροι αγγειογενετικοί παράγοντες είναι ο VEGF, ο 

bFGF, οι Μεταλλοπρωτεΐνάσες, ο ενεργοποιητής του πλασμινογόνου, ο παράγοντας επάγων 

την υποξία -1 και -2 , ο PD-ECGF/TP και άλλοι οι οποίοι αναφέρθηκαν πιο πάνω στο γενικό 

μέρος. Η επιλογή των αγγειογενετικών παραγόντων της παρούσας μελέτης έγινε με βάση το 

βαθμό στον οποίο έχουν μελετηθεί αλλά και από τα έως σήμερα θετικά αποτελέσματα όσον 

αφορά το βαθμό εμπλοκής τους στο μηχανισμό της αγγειογένεσης σε καρκινώματα της 

ουροδόχου κύστης. Ο μηχανισμός της αγγειογένεσης, όπως αναφέραμε και στο γενικό μέρος, 

είναι ένας πολύπλοκος μηχανισμός στον οποίο εμπλέκονται πολλοί παράγοντες αλλά και 

άλλοι μηχανισμοί. Ενεργοποιείται από πολλές πλάγιες οδούς και επιπλέον υπάρχουν αρκετές 

ελλείψεις γνώσης και ερωτηματικά για το πώς ακριβώς λειτουργεί ο μηχανισμός αυτός στον 

ανθρώπινο οργανισμό, και ειδικότερα στην καρκινογένεση. Ο βαθμός της άγνοιάς μας 

επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι αρκετά φάρμακα που δρουν ως καταστολείς της 

αγγειογένεσης σε διάφορα πειραματικά μοντέλα δεν έχουν τα αναμενόμενα αποτελέσματα 

και στον ανθρώπινο οργανισμό.

M VD

Στη δική μας μελέτη διαπιστώσαμε ότι η μικροαγγειακή πυκνότητα (MVD, microvessel 

density) παρουσιάζει στατιστικώς σημαντική συσχέτιση στα καρκινώματα ιστολογικού βαθ­

μού κακοηθείας (grade) Π με ΙΠ, όχι όμως μεταξύ των άλλων συνδυασμών δηλαδή του I με
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το Π ή του I με το ΙΠ. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με άλλα καρκινώματα που έχουν μελετηθεί 

στον ανθρώπινο οργανισμό. Το φαινόμενο αυτό αποδίδεται από όλους τους συγγραφείς που 

έχουν ασχοληθεί με το συγκεκριμένο θέμα στην ιδιομορφία του ουροθηλιακού 

καρκινώματος, με τους πλούσιους σε αγγεία ινοαγγειακούς άξονες και την πυκνή διάταξη 

αυτών. Ο ι άξονες αυτοί επενδύονται από μικρότερο αριθμό νεοπλασματικών κυττάρων στα 

καλά διαφοροποιημένα καρκινώματα, σε αντίθεση με τα καρκινώματα grade Π, όπου 

διατηρείται εν μέρει η αρχιτεκτονική των θηλών αλλά οι ινοαγγειακοί άξονες επενδύονται ί

από πολύ περισσότερα νεοπλασματικά κύτταρα. Αυτό επηρεάζει την αναλογία αγγείων ανά |
j

οπτικό πεδίο, με αποτέλεσμα να μην έχουμε αναλογική αύξηση της αγγειογένεσης καθώς ] 

προχωράμε από τα χαμηλού στα υψηλού βαθμού κακοηθείας, όπως συμβαίνει στα κακοήθη ; 

νεοπλάσματα τα προερχόμενα από άλλους επιθηλιακούς ιστούς [74,149,192]. Στην παρούσα 

μελέτη διαπιστώθηκε ότι στο καρκίνωμα εκ μεταβατικού επιθηλίου βαθμού κακοηθείας grade > 

ΙΠ υπάρχει μια αύξηση του αριθμού των αγγείων σε σχέση με το grade Π, αποτέλεσμα 

σύμφωνο και με εκείνα άλλων ερευνητών [75,451,453], ενώ, αντίθετα, σε ορισμένες μελέτες, 

τα grade Π διαπιστώνονται με μεγαλύτερη αγγειοβρίθεια από τα grade ΙΠ [78]. Στατιστικώς 

σημαντική ή και λίαν στατιστικώς σημαντική συσχέτιση παρατηρήθηκε μεταξύ των 

διαφορετικών σταδίων της νόσου, όπως μεταξύ των pTa και ρΤΙ, μεταξύ pTa και ρΤ2-4 αλλά 

και μεταξύ ρΤΙ και ρΤ2-4. Τα αποτελέσματα αυτά μας βρίσκουν σύμφωνους με άλλους 

συγγραφείς [146,192,451], ωστόσο υπάρχουν κα μελέτες στις οποίες δεν διαπιστώθηκε 

τέτοια συσχέτιση, μεταξύ των οποίων και μία μεγάλη μελέτη του Bochner, ενός από τους 

σημαντικότερους μελετητές της αγγειογένεσης της ουροδόχου κύστης, με 161 περιστατικά ; 

ολικής κυστεκτομής. Συγκεκριμένα, στις τελευταίες αυτές μελέτες δεν διαπιστώθηκε 

συσχέτιση της MVD με το στάδιο ή με το ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης της νόσου 

[74,75,78,149]. Συνάγεται, συνεπώς, το συμπέρασμα ότι υπάρχει μεγάλη ασυμφωνία μεταξύ :· 

των μελετητών που ασχολήθηκαν με την αγγειογένεση στην ουροδόχο κύστη. Οι διαφορές j, 

στα αποτελέσματα που υπάρχουν μεταξύ των συγγραφέων θα μπορούσαν να αποδοθούν στις 'f 

διαφορές της μεθοδολογίας που ακολουθήθηκε, όπως π.χ. διαφορετικός δείκτης για την ? 

ανάδειξη των αγγείων ( παράγων VIII, CD31, CD34), καθορισμός διαφορετικής μεγίστης 

διαμέτρου αγγείων που περιλαμβάνονται στην καταμέτρηση, εκτίμηση της αγγειακής 

πυκνότητας σε τυχαίες θέσεις και όχι σε θερμά σημεία σε ορισμένες μελέτες, κ.λ.π.

Συσχέτιση επίσης βρέθηκε με τα νεοπλάσματα που είχαν πολυεστιακή εντόπιση. Από όσα 

γνωρίζουμε από μελέτες μοριακής γενετικής, το 99% των πολυεστιακών καρκινωμάτων της 

ουροδόχου κύστης προέρχονται από κοινό νεοπλασματικό κλόνο [452], Κάποιες διαφωνίες
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σε αυτό το θέμα υπάρχουν για τα ενδοεπιθηλιακά νεοπλάσματα και τις δυσπλασίες του 

επιθηλίου. Όμως στα διηθητικά καρκινώματα είναι σαφή τα αποτελέσματα. Εάν υποθέσουμε 

ότι αρχικά στις δυσπλασίες και στα ενδοεπιθηλιακά νεοπλάσματα υπάρχουν αρκετοί κλώνοι, 

πιστεύεται ότι στα πολυεστιακά νεοπλάσματα διασπείρεται ο πιο επιθετικός κλώνος. Το 

γεγονός ότι στή δική μας μελέτη διαπιστώθηκε στατιστική συσχέτιση των νεοπλασμάτων 

αυτών με την MVD, ίσως ερμηνεύεται από την υπόθεση ότι στα νεοπλάσματα αυτά έχει 

διασπαρθεί ο πιο επιθετικός κλώνος, οπότε το κοινό στοιχείο που έχουν μεταξύ τους, είναι ότι 

πρόκειται για επιθετικά νεοπλάσματα. Η πολυεστιακότητα της νόσου έχει αναφερθεί από 

πολλούς συγγραφείς ως σχετιζόμενη με κακή πρόγνωση [30,186].

Χωρίσαμε τα 103 από το σύνολο των 127 επιφανειακών καρκινωμάτων στα οποία εκτι- 

μήθηκε ο παράγοντας CD34, σε δύο ομάδες, ανάλογα με την MVD: α)Σε αυτά που είχαν α) 

άνω του μέσου όρου και β) κάτω του μέσου όρου αγγεία ανά οπτικό πεδίο. Βρέθηκε 

στατιστικώς σημαντική συσχέτιση με την εξέλιξη σε διηθητικό (διήθηση του μυϊκού χιτώνα) 

στα grade ΙΠ καρκινώματα. Παρότι η MVD δεν φαίνεται να αποτελεί ανεξάρτητο 

προγνωστικό παράγοντα, εντούτοις μας βοηθάει να προβλέψουμε σε ποιους ασθενείς υπάρχει 

αυξημένος κίνδυνος εξέλιξης της νόσου. Έτσι μπορεί να αποτελέσει σημαντική κλινική 

πληροφορία για περαιτέρω εκτίμηση της αναγκαιότητας για επιθετικότερη θεραπευτική 

αντιμετώπιση αυτής της ομάδας ασθενών. Στο ίδιο ακριβώς αποτέλεσμα κατέληξε και ο Ozer 

το 1999, σε μια μικρή μελέτη με 20 καρκινώματα ουροδόχου κύστης pTlG 3. Σχετική εν 

μέρει ήταν και η μελέτη των Dikinson και συν. Οι τελευταίοι μελέτησαν 45 διηθητικά 

καρκινώματα ουροδόχου κύστης βαθμού κακοηθείας grade Π και ΙΠ, αφού τα χώρισαν σε 

δύο ομάδες: αυτά με μικρή αγγειακή πυκνότητα (με μέσο όρο κάτω των 21 αγγείων/HPF, 

ΗΡΡ^οπτικό πεδίο μεγάλης μεγέθυνσης) και αυτά με μεγάλη αγγειακή πυκνότητα (ίση ή άνω 

των 21 αγγείων/HPF). Στην πρώτη ομάδα διαπιστώθηκε μέσος όρος επιβίωσης 1011 ημέρες, 

ενώ στη δεύτερη 267 ημέρες [77,146,149]. Η μικροαγγειαγγειακή πυκνότητα φαίνεται να 

συσχετίζεται με την πρόγνωση των ασθενών και σε άλλα κακοήθη νεοπλάσματα, όπως π.χ. 

κακοήθες μελάνωμα, καρκινώματα πνεύμονα, προστάτη και μαστού [75].

Η έλλειψη συσχέτισης της MVD με τον παράγοντα VEGF ήταν κάτι το αναμενόμενο, 

δεδομένου ότι σε διάφορες ανασκοπήσεις ή μελέτες που περιλάμβαναν αυτές τις 

παραμέτρους, κανένας από τους ερευνητές δεν βρήκε τέτοια συσχέτιση στο ουροθηλιακό 

καρκίνωμα [126,154]. Αυτό ερμηνεύεται από κάποιες θεωρίες που υπάρχουν για την 

έκφραση του VEGF και VEGF mRNA στις οποίες αναφερόμαστε πιο κάτω. Εντούτοις 

υπήρξε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της έκφρασης του VEGF και της MVD στα 127
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επιφανειακά καρκινώματα που περιλαμβάνονταν στη μελέτη μας (ρ=0,0019). Αυτό 

αποδεικνύει ότι και στο καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης ο παράγοντας VEGF δρα ως 

επαγωγέας της αγγειογένεσης. Μεγαλύτερη, όμως, περιπλοκότητα υπάρχει στα διηθητικά 

καρκινώματα, όπου εμπλέκονται άλλοι μηχανισμοί οι οποίοι θα αναφερθούν παρακάτω.

Συσχέτιση επίσης διαπιστώθηκε με τον παράγοντα HBF-la, ο οποίος, όπως φαίνεται από 

πολλές μελέτες (βλέπε πιο κάτω), αποτελεί γνωστό επαγωγέα της αγγειογένεσης, αλλά φαίνε­

τα ι να συσχετίζεται και άμεσα με την αγγειακή πυκνότητα, σε καρκινώματα τόσο του ενδο­

μήτριου όσο και της ουροδόχου κύστης [453,454].

Λίγες μελέτες υπάρχουν στις οποίες να αναδεικνύεται συσχέτιση της MVD με τον παράγοντα 

HIF-2a. Σε μία εξ αυτών φαίνεται να υπάρχει κάποια συσχέτιση [210], ενώ σε μια άλλη δεν 

βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση [188]. Στην δεύτερη αυτή περίπτωση, οι 

συγγραφείς αποδίδουν την απουσία στατιστικά σημαντικής συσχέτισης αποκλειστικά στην 

ιδιαιτερότητα του ουροθηλιακού καρκινώματος, λόγω της ύπαρξης των αγγειοβριθών 

ινοαγγειακών αξόνων. Παρότι η δική μας έρευνα συμφωνεί με την τελευταία από τις 

προαναφερθείσες μελέτες, εντούτοις πιστεύουμε ότι η ερμηνεία που δίδεται ίσως να μην είναι 

πλήρως ικανοποιητική.

Η MVD συσχετίστηκε επίσης με τον παράγοντα PD-ECGF/TP σε όλες τις μορφές έκ­

φρασής του, κυτταροπλασματική, πυρηνική, αλλά και στρωματική για την οποία αναφέρουμε 

εκτενώς πιο κάτω. Πρέπει, ωστόσο, να σημειωθεί ότι υπάρχουν μόνο δύο μελέτες που 

ασχολούνται με αυτό το θέμα, όπου σε καμιά από αυτές δεν σημειώθηκε συσχέτιση μεταξύ 

των παραγόντων αυτών [229,248].

Διαπιστώθηκε στατιστικώς οριακή συσχέτιση της MVD με την έκφραση της TSP-1 από 

τα νεοπλασματικά κύτταρα (ρ=0,05) αλλά καμία συσχέτιση με την έκφραση αυτής από το 

υποκείμενο στρώμα. Σε αυτό θα αναφερθούμε εκτενέστερα πιο κάτω, αφού ο ρόλος της TSP- 

1 στην αγγειογένεση είναι συγκεχυμένος [79,276,455,456],

Συσχέτιση βρέθηκε και με τους δύο δείκτες πολλαπλασιασμού Ki-67 και PCNA. 

Αντίστοιχα ευρήματα βρέθηκαν και σε άλλες μελέτες σε αδενοκαρκινώματα παχέος εντέρου, 

όπου η μικροαγγειακή πυκνότητα συσχετίσθηκε με το δείκτη πολλαπλασιασμού Ki-67 [458]. 

Πιστεύουμε ότι η συσχέτιση που βρέθηκε, τόσο στη δική μας μελέτη όσο και σε πολλές 

άλλες, μεταξύ της MVD και παραμέτρων όπως ο ιστολογικός βαθμός διαφοροποίησης του 

νεοπλάσματος ή το στάδιο της νόσου, αντιπροσωπεύει συσχετισμό μεταξύ της αύξησης της 

μικροαγγειακής πυκνότητας και επιθετικού φαινότυπου του νεοπλάσματος. Παρόμοια 

συσχέτιση έχει βρεθεί και σε άλλους νεοπλασματικούς ιστούς [75].
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VEGF

Ο πρώτος, και σημαντικότερος κατά πολλούς, αγγειογενετικός παράγοντας που έχει με­

λετηθεί, όχι μόνο στο καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης αλλά και σε όλους τους νεοπλασμα- 

τικούς ιστούς, είναι ο VEGF. Μετά το πείραμα του Chodak το 1981, στο οποίο παρατήρησε 

ότι τα ούρα ασθενούς με καρκίνωμα ουροδόχου κύστης προκαλούσαν νεοαγγειογένεση στον 

κερατοειδή χιτώνα αρουραίων [150], ο πρώτος παράγοντας που απομονώθηκε από τα ούρα 

αυτών των ασθενών δεκατρία χρόνια αργότερα, το 1994, ήταν ο VEGF [459].

Όπως αναφέραμε και πιο πάνω, για τη μελέτη της έκφρασης του αγγειακού ενδοθηλια- 

κού αυξητικού παράγοντα VEGF χρησιμοποιήσαμε τον υπότυπο VEGF121. Αυτό δεν είναι 

τυχαίο, αφού έχει βρεθεί σε διάφορες μοριακές μελέτες ότι ο υπότυπος αυτός αποτελεί το 

75% του συνόλου του VEGF που εκφράζεται στα καρκινώματα της ουροδόχου κύστης. 

[126,154,185,228].

Κατά τη μελέτη του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (VEGF) βρήκαμε 

στατιστικώς σημαντική αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ των σταδίων της νόσου pTa και ρΤΙ 

(ρ=0,042), καθώς επίσης και μεταξύ των pTa και ρΤ2-4 (ρ=0,044). Ποσοτικές μελέτες που 

έχουν γίνει με το mRNA του VEGF έδειξαν μεγαλύτερη έκφραση στο στάδιο ρΤΙ από ότι 

στο στάδιο ρΤ2-4, και πολύ μικρότερη έκφραση στο φυσιολογικό ουροθήλιο [154,228]. 

Άλλες μελέτες έδειξαν ότι η έκφραση της πρωτεΐνης ήταν αυξημένη μεν στο στάδιο ρΤ Ι, 

αλλά ελαφρώς μεγαλύτερη στο ρΤ2-4 [460,461], εύρημα που συμφωνεί και με τα δικά μας 

αποτελέσματα. Κατά άλλους, τα επίπεδα της πρωτεΐνης VEGF είναι κατά μέσο όρο στα ίδια 

επίπεδα σε επιφανειακά και διηθητικά καρκινώματα [462]. Η επικρατέστερη προτεινόμενη 

εξήγηση είναι ότι παρατηρείται μεγαλύτερη παραγωγή mRNA στα αρχικά στάδια της 

καρκινογένεσης, αλλά η πρωτεΐνη στα στάδια αυτά δεν είναι σταθεροποιημένη ως μόριο, 

καταστρέφεται δηλαδή με κάποιο μηχανισμό. Ο μηχανισμός αυτός πιθανολογείται ότι 

καταστέλλεται σε προχωρημένο στάδιο της νόσου [154]. Παρόμοιος μηχανισμός φαίνεται να 

ισχύει και για άλλους αγγειογενετικούς παράγοντες, όπως π.χ. ο bFGF [154]. Κατά τον 

O’Brien και συν. υπάρχουν δύο διαφορετικές οδοί αγγειογένεσης στην ουροδόχο κύστη, όπου 

το σημείο απενεργοποίησης της πρώτης και ενεργοποίησης της δεύτερης είναι η διήθηση του 

μυϊκού χιτώνα από το καρκίνωμα. Βέβαια και στις δύο οδούς εμπλέκεται ο VEGF και άλλοι 

αγγειογενετικοί παράγοντες με διαφορετικό ρόλο σε κάθε περίπτωση [228]. Παρατήρηση που 

ακολούθησε τη θεωρία αυτή είναι η εύρεση διαφορετικών μεταλλάξεων χρωμοσωμάτων σε 

επιφανειακό ή διηθητικό καρκίνωμα αντίστοιχα. Βρέθηκε ότι τα επιφανειακά ουροθηλιακά
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καρκινώματα έχουν την μετάλλαξη 9ρ ή 9q στο χρωμόσωμα 9, ενώ τα διηθητικά, όπως και τα 

in situ, έχουν την 17ρ [228,463,464]. Άλλη μία παρατήρηση που πρέπει να επισημάνουμε, 

είναι η μειωμένη έκφραση του mRNA του VEGF σε περιοχές γειτνιάζουσες νέκρωσης, όπου 

ως γνωστόν ενεργοποιούνται άλλοι αγγειογενετικοί παράγοντες, όπως ο HIF. Αυτή είναι μια 

παρατήρηση που μάλλον έρχεται να στηρίξει ακόμη περισσότερο τη θεωρία του O’Brien περί 

διαφορετικών οδών αγγειογένεσης. Τόσο τα δικά μας αποτελέσματα, όσο και αυτά άλλων 

ερευνητών που ασχολήθηκαν με την αγγειογένεση στην ουροδόχο κύστη, έρχονται σε 

αντίθεση με την σχέση του VEGF σε άλλα συμπαγή νεοπλάσματα. Ενώ σε άλλους 

νεοπλασματικούς ιστούς ο VEGF φαίνεται να παίζει πρωτεύοντα ρόλο. Στο μηχανισμό της 

αγγειογένεσης στην ουροδόχο κύστη πιθανώς αυτό να μην ισχύει. Το πλέον μελετημένο 

όργανο αποτελεί ο μαστός, όπου η έκφραση του VEGF βρέθηκε να αποτελεί ανεξάρτητο 

προγνωστικό παράγοντα σε καρκινώματα μαστού με λεμφαδενικές μεταστάσεις [465]. Είναι 

γεγονός ότι δεν βρήκαμε συσχέτιση της πρωτεΐνης VEGF με την MVD, τον ιστολογικό 

βαθμό διαφοροποίησης, την υποτροπή αλλά και την εξέλιξη της νόσου, σε αντίθεση με άλλες 

μοριακές μελέτες, στις οποίες παρατηρήθηκε στατιστικώς λίαν σημαντική συσχέτιση του 

mRNA του VEGF με αυτές τις παραμέτρους [185]. Πάντως, ενώ υπάρχουν αρκετές μελέτες 

με τον παράγοντα VEGF στη ουροδόχο κύστη, σε καμία δεν αναφέρεται συσχέτισή του με 

την MVD.

Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της μελέτης των διηθητικών καρκινωμάτων της ουρο­

δόχου κύστης, κατά την εκτίμηση των 127 επιφανειακών καρκινωμάτων διαπιστώθηκε στα- 

τιστικώς σημαντική συσχέτιση μεταξύ του παράγοντα VEGF και της MVD. Το αποτέλεσμα 

αυτό, εκτός του γεγονότος ότι μας δείχνει ότι ο παράγοντας VEGF δρα ως επαγωγέας της 

αγγειογένεσης στο καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης, στηρίζει ακόμη περισσότερο τη 

θεωρία του O ’Brien περί διαφορετικών οδών αγγειογένεσης. Η απουσία συσχέτισης με την 

πολυεστιακότητα της νόσου και τον ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης μας βρίσκει 

σύμφωνους με άλλους συγγραφείς [30,126,186].

Σε πειράματα με αρουραίους διαπιστώθηκε ότι απώλεια του γονιδίου HIF οδηγεί σε 

μείωση της έκφρασης του παράγοντα VEGF, με αποτέλεσμα το πειραματόζωο να οδηγείται 

σε εμβρυϊκό θάνατο [ 188]. Η σχέση του HIF με τον παράγοντα VEGF έχει αποδειχθεί και σε 

μοριακό επίπεδο. Βρέθηκε ότι ο παράγοντας HIF ενεργοποιεί το γονίδιο του VEGF μέσω του 

HRE (Hypoxia response element) [155,157]. Παρ'όλα αυτά στην δική μας μελέτη δεν 

διαπιστώθηκε κάποια συσχέτιση μεταξύ των παραγόντων αυτών. Τα αποτελέσματα αυτά τα 

αποδίδουμε περισσότερο στον δευτερεύοντα ρόλο που φαίνεται να παίζει ο VEGF στην
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αγγειογένεση του ουροθηλιακού καρκινώματος με αποτέλεσμα η μικρή επίδραση που έχει 

στον πολύπλοκο μηχανισμό της αγγειογένεσης να συγκαλύπτεται από τους άλλους 

παράγοντες.

Σε καρκινώματα μαστού, διαπιστώθηκε ότι τόσο ο VEGF όσο και ο PD-ECGF/TP απο­

τελούν ανεξάρτητους προγνωστικούς παράγοντες, χωρίς να συσχετίζονται μεταξύ τους [466]. 

Ωστόσο υπάρχουν μελέτες στις οποίες βρέθηκε συσχέτιση μεταξύ των παραγόντων αυτών σε 

διάφορους καρκινωματώδεις ιστούς, όπως στα καρκινώματα ενδομήτριου, τραχήλου μήτρας 

και στομάχου [467,468,469]. Στη δική μας μελέτη βρέθηκε στατιστικώς σημαντική 

συσχέτιση μεταξύ VEGF και PD-ECGF/TPstr· Σε γυναικολογικούς καρκίνους (ενδομήτριου 

και ωοθηκών) ο συνδυασμός των δύο αυτών αγγειογενετικών παραγόντων παρατηρήθηκε να 

έχει συνεργικό αποτέλεσμα στην αγγειογένεση των νεοπλασμάτων αυτών, σε αντίθεση με τα 

υπόλοιπα νεοπλάσματα, τα οποία εξέφραζαν ένα ή κανένα από αυτούς [467]. Επίσης τα 

νεοπλάσματα αυτά είχαν καλή ανταπόκριση στη θεραπεία με τους αντιμεταβολίτες 5- φλου- 

οροουρακίλη και μεθοτρεξάτη (CMF), αφού τα φάρμακα αυτά καταστέλλουν την παραγωγή 

PD-ECGF/TP. Τα φάρμακα αυτά είναι ομόλογα των νουκλεϊνικών οξέων και 

χρησιμοποιούνται στη χημειοθεραπεία [244,465]. Σε άλλη μελέτη με καρκινώματα μαστού, 

περιστατικά με χαμηλά επίπεδα VEGF και υψηλά επίπεδα PD-ECGF/TP είχαν καλύτερη 

ανταπόκριση στη χημειοθεραπεία με CMF [466], ενώ ο συνδυασμός υψηλών επιπέδων 

VEGF και PD-ECGF/TP σε πολυπαραγοντική ανάλυση φαίνεται να σχετίζεται με μικρό 

χρόνο υποτροπής της νόσου [470]. Δεν είναι γνωστό εάν αυτοί οι δύο παράγοντες 

ρυθμίζονται από κάποιο κοινό τρίτο παράγοντα, ή ο ένας επηρεάζει τον άλλο, δηλαδή ο 

VEGF την PD-ECGF/TP ή αντίστροφα. Ελάχιστες είναι οι μελέτες που έχουν γίνει για τη 

διερεύνηση της συσχέτισης των εν λόγω παραγόντων. Το μόνο που βρέθηκε όσον αφορά τη 

συσχέτιση αυτών είναι από μία έρευνα που έγινε πρόσφατα με καλλιέργειες κυττάρων, όπου 

παρατηρήθηκε η PD-ECGF/TP να επάγει την έκκριση του VEGF [234]. Αυτό επιβεβαιώθηκε 

αργότερα και σε μία δεύτερη μελέτη. Σε μια μελέτη με τεχνική PCR σε καρκινώματα 

ουροδόχου κύστης, δεν βρέθηκε συσχέτιση της PD-ECGF/TP με τον παράγοντα VEGF, 

παρότι βρήκαν και τους δυο παράγοντες να αυξάνονται σε διηθητικά καρκινώματα [471].

Αναμενόμενη είναι η συσχέτιση του VEGF με το αυξητικό δυναμικό (αυξητική δρα­

στηριότητα) του καρκινώματος, όπως φαίνεται από την σχέση του με τον δείκτη πολλαπλα­

σιασμού PCNA (ρ=0,002), αφού πρόκειται για επαγωγέα της αγγειογένεσης, παρότι στην ου­

ροδόχο κύστη φαίνεται ότι ο μηχανισμός δράσης του VEGF είναι πολύπλοκος. Ο μηχανισμός 

με τον οποίο το αυξητικό δυναμικό του νεοπλάσματος συσχετίζεται με την αγγειογένεση
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είναι άγνωστος. Στη βιβλιογραφία συναντούμε σπάνιες μελέτες που να αναφέρονται στη συ- |

σχέτιση των δυο αυτών δεικτών πολλαπλασιασμού με κάποιο αγγειογενετικό παράγοντα. |
)

Εντούτοις σχεδόν πάντα υπάρχει συσχέτιση [457]. Η πιο απλή εξήγηση που προτείνεται είναι I 

ότι τα νεοπλάσματα με μεγάλο αυξητικό δυναμικό υπερπαράγουν αγγειογενετικούς 

παράγοντες, ως εκ τούτου έχουν και αυξημένη MVD. Βέβαια εύλογος είναι ο 

προβληματισμός μας, εάν τα νεοπλάσματα με υψηλό αυξητικό δυναμικό έχουν αυξημένη ;

παραγωγή αγγειογενετικών παραγόντων, ή η υπερπαραγωγή αγγειογενετικών παραγόντων i
. 1

έχει σαν αποτέλεσμα την αυξημένη μιτωτική δραστηριότητα από το νεόπλασμα.

HIF-la

Η μελέτη του παράγοντα H IF-la αποτέλεσε ιδιαίτερη πρόκληση για εμάς, αφού μόνο 

τρεις δημοσιεύσεις υπάρχουν στη διεθνή βιβλιογραφία για την έκφραση αυτού του παράγο­

ντα σε ουροθηλιακό καρκίνωμα εκ μεταβατικού επιθηλίου, αλλά καμία με τον κλώνο που 

χρησιμοποιήσαμε εμείς [209,451,453]. Να επισημάνουμε ότι μόνο οι δύο από αυτές ήταν με 

ανοσοϊστοχημική αναγνώριση του παράγοντα, ενώ η άλλη με RNA ανάλυση, ενώ υπάρχει 

και μία τέταρτη μελέτη που έγινε σε αδενοκαρκινώματα ουροδόχου κύστης [187]. Ο 

παράγοντας αυτός έχει μελετηθεί σε διάφορους νεοπλασματικούς ιστούς, μεταξύ των οποίων 

τα καρκινώματα του μαστού, του ήπατος, του πνεύμονα, του προστάτη, του παχέος εντέρου, 

του στομάχου, του οισοφάγου κ.α. [187,193,448]. Στο καρκίνωμα εκ μεταβατικού επιθηλίου, 

στις μελέτες των Theodoropoulos και συν. [451,453], καθώς και στη δική μας, έκφραση 

αναγνωρίστηκε μόνο από τους πυρήνες των νεοπλασματικών κυττάρων, ενώ παρατηρήθηκε 

επίταση της έκφρασης σε περιοχές υποξίας, χαρακτηριστικό και του παράγοντα HIF-2a. 

Μικρή έκφραση, αλλά όχι σταθερή (για άγνωστο λόγο) είχαμε από τα μακροφάγα/ 

ιστιοκύτταρα τα οποία συνόδευαν το νεόπλασμα. Η έκφραση από τα μακροφάγα ήταν 

σταθερό εύρημα για τον παράγοντα HIF-2a, όχι όμως και για τον HIF-la [187,477]. 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία υπάρχει στατιστική συσχέτιση της έκφρασης του HIF-la με τον 

παράγοντα VEGF σε διάφορους καρκινωματώδεις ιστούς. Όπως έχει αποδειχτεί από τον 

Forsythe το 1996, αλλά και από άλλους, ο παράγοντας HIF-la εμπλέκεται στη μεταγραφή 

του VEGF [187,189,208,209,472]. Συσχέτιση του με την πρόγνωση της νόσου και την MVD 

βρέθηκε στη μελέτη του καρκινώματος του ενδομητρίου και της ουροδόχου κύστης 

[451,453,454]. Στη δική μας μελέτη βρέθηκε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση μεταξύ των 

ιστολογικών βαθμών κακοηθείας I και II. Παρατηρήθηκε αυξημένη έκφραση στα 

νεοπλάσματα βαθμού κακοηθείας I σε σχέση με τα βαθμού κακοηθείας II αλλά και αύξηση
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της έκφρασης στα νεοπλάσματα βαθμού κακοηθείας III σε σχέση με τα βαθμού κακοηθείας 

II. Βέβαιη είναι η εμπλοκή του παράγοντα αυτού στην αγγειογένεση και μάλιστα ως 

επαγωγέα αυτής, αφού η συσχέτιση με την MVD είναι στατιστικώς σημαντική, εύρημα που 

μας βρίσκει σύμφωνους με την ομάδα του Theodoropoulos και συν. [453]. Σ’ αυτή τη μελέτη 

παρατηρήθηκε στατιστική συσχέτιση του παράγοντα HIF-la τόσο με την MVD, όσο και με 

τον παράγοντα VEGF αλλά και το δείκτη πολλαπλασιασμού Ki-67 σε 140 επιφανειακά 

καρκινωμάτα ουροδόχου κύστης. Στατιστική συσχέτιση του HIF-la με την MVD βρέθηκε 

σε μελέτες άλλων νεοπλασματικών ιστών όπως καρκίνωμα ωοθήκης, παχέος εντέρου και 

ηπατοκυτταρικό καρκινώμα. Σε αυτές τις μελέτες ο παράγοντας HIF-la συσχετίστηκε και με 

τον παράγοντα VEGF [473,474,475]. Το γεγονός ότι στη δική μας μελέτη δεν βρήκαμε 

συσχέτιση με τον παράγοντα VEGF, όπως έχει γίνει σε άλλα καρκινώματα, ίσως 

συσχετίζεται με τον ιδιόμορφο τρόπο έκφρασης του παράγοντα αυτού σε ουροθηλιακά 

καρκινώματα. Ο O’Brien πρότεινε με την θεωρία του για δυο διαφορετικές οδούς 

αγγειογένεσης, όπου εξηγεί ότι ο ρόλος του VEGF στα διηθητικά ουροθηλιακά καρκινώματα 

είναι διαφορετικός από ότι στα επιφανειακά, μηχανισμός δηλαδή διαφορετικός από εκείνους 

σε άλλους καρκινωματώδεις ιστούς. Να σημειώσουμε εδώ ότι η ομάδα του Theodoropoulos 

βρήκε θετική στατιστική συσχέτιση μεταξύ του παράγοντα VEGF και της MVD, μόνο στην 

πρώτη μελέτη το 2004 όπου περιελάμβανε και διηθητικά καρκινώματα [451] ενώ την 

επόμενη χρονιά, 2005, η μελέτη στα επιφανειακά καρκινώματα δεν έδειξε κάποια συσχέτιση 

[453]. Αυξημένη έκφραση του HIF-la παρατηρήθηκε και στα περιστατικά που συνυπήρχε in 

situ καρκίνωμα, εύρημα που ίσως εξηγείται από το γεγονός ότι αποτελούν μια ξεχωριστή 

οντότητα αφού είναι γνωστό ότι προέρχονται από διαφορετική μετάλλαξη. Η μετάλλαξη 17ρ 

παρατηρείται τόσο στα in situ όσο και στα διηθητικά καρκινώματα, ενώ, όπως προαναφέρα- 

με, τα επιφανειακά καρκινώματα εμφανίζουν τη μετάλλαξη 9ρ ή 9q στο χρωμόσωμα 9 

[228,463,464]. Στο σημείο αυτό θα ήθελα να αναφέρω ότι συσχέτιση παρατηρήθηκε και με 

τα καρκινώματα τα οποία εξελίχθηκαν σε διηθητικά, γεγονός που υποστηρίζει την άποψη ότι 

η έκφραση του HIF-la στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης θα μπορούσε να αποτελέσει 

δείκτη επιθετικότερης βιολογικής συμπεριφοράς του νεοπλάσματος.

Να σημειώσουμε εδώ ότι συσχέτιση με την παρουσία in situ καρκινώματος βρέθηκε και 

με τον παράγοντα PD-ECGF/TP (βλέπε πιο κάτω). Συνέχεια αυτής της συσχέτισης ίσως 

αποτελεί η συσχέτιση της έκφρασης του παράγοντα HIF-la με τον PD-ECGF/TP. Πολύτιμες 

γνώσεις σχετικές με την συσχέτιση αυτή μας δίνει μια σχετικά πρόσφατη μελέτη από την 

Ιαπωνία, όπου σε πειράματα με καλλιέργειες κυττάρων HL-60 έγινε παρατήρηση διαφόρων
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παραγόντων που εμπλέκονται τόσο σε μηχανισμούς απόπτωσης όσο και αγγειογένεσης. |  

Μεταξύ αυτών μελετήθηκε η σχέση του παράγοντα ΗΠΜα με τον μεταβολίτη του PD- 

ECGF/TP, τη 2-δεοξυριβόζη-1-φωσφατάση (2-dR-l-P). Έτσι κάτω από συνθήκες υποξίας : 

βρήκαν μια άμεση συσχέτιση αυτών, αφού η χορήγηση 2-dR-l-P υπό συνθήκες υποξίας και 

μόνο προκαλούσε μείωση των επιπέδων ΗΠΜα [476]. Στην ίδια μελέτη παρατηρήθηκε ότι η 

2-dR-l-P επηρεάζει τα επίπεδα της πρωτεΐνης και όχι του mRNA του ΗΠΜα. Παρότι ο 

μηχανισμός που συνδέει τους δυο αυτούς παράγοντες είναι άγνωστος, εντούτοις αποτελεί μια 

ένδειξη της σχέσης που έχουν στο μηχανισμό της αγγειογένεσης, αφού όπως αποδείχθηκε σε
S

άλλο πείραμα, ο παράγοντας 2-dR-l-P είναι καταστολέας του PD-ECGF/TP [243]. Σε άλλη j 

μελέτη με καλλιέργεια κυττάρων από τον Richard βρέθηκε επαγωγή του παράγοντα ΗΠΜα | 

από διάφορους επαγωγείς της αγγειογένεσης, μεταξύ άλλων και της PD-ECGF/TP [193].
ί

Βάσει αυτών, η στατιστικώς σημαντική συσχέτιση που βρήκαμε μεταξύ των παραγόντων PD- ί
>

ECGF/TPstr και ΗΠΜα (ρ=0,029) οφείλεται σε επαγωγική δράση που έχει ο πρώτος στον 

δεύτερο. Συσχέτιση των παραγόντων αυτών βρέθηκε και σε μη μικροκοτταρικά καρκινώματα 

πνεύμονα, όπου συσχέτιση διαπιστώθηκε μεταξύ του ΗΠΜα, του ΗΠΜα και του PD- 

ECGF/TP [477]. Σε αντίθεση με τα δικά μας αποτελέσματα έρχεται μια μελέτη 

καρκινωμάτων ενδομήτριου, όπου βρέθηκε συσχέτιση του ΗΠΜα με τον παράγοντα VEGF, 

αλλά όχι με τον PD-ECGF/TP [454]. Τέλος ο ΗΠΜα φαίνεται να αποτελεί δείκτη δυσμενούς 

βιολογικής συμπεριφοράς, αφού συσχετίζεται με το αυξητικό δυναμικό του νεοπλάσματος.

HlF-2a

Λίγες μελέτες υπάρχουν με τον παράγοντα ΗΠΜα στο καρκίνωμα της ουροδόχου κύ­

στης, όσες περίπου και με τον ΗΠΜα. Σχετικά με το μηχανισμό δράσης του γνωρίζουμε 

πολύ λιγότερα από ότι για τον παράγοντα ΗΠΜα . Από ότι αναφέρεται στη βιβλιογραφία 

είναι χαρακτηριστική η έκφραση του παράγοντα αυτού σε περιοχές υποξίας-νέκρωσης, ενώ 

εκφράζεται τόσο από τα νεοπλασματικά κύτταρα όσο και από το υποκείμενο στρώμα 

[187,210,478], ενώ κατά άλλους εκφράζεται μόνο από το υποκείμενο στρώμα, τα μακροφάγα 

κύτταρα και σε περιοχές γειτνιάζουσες νέκρωσης, όπου έχουμε επίταση της ιστικής υποξίας

[188,210]. Εσωτερικός μάρτυρας, από ό,τι αναφέρεται, είναι τα μακροφάγα που συνοδεύουν 

το  νεόπλασμα, σε αντίθεση με τον παράγοντα HIF-la. Επισημαίνεται ότι η έκφραση στα 

μακροφάγα και ουδετερόφιλα πολυμορφοπύρηνα είναι κυτταροπλασματική και πολύ πιο 

έντονη από ότι στα νεοπλασματικά κύτταρα [187,188,478). Να σημειωθεί ότι έχουν γίνει
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μελέτες οι οποίες ασχολήθηκαν ειδικά με την έκφραση του παράγοντα αυτού από τα 

μακροφάγα και με τον πιθανό ρόλο που έχουν στο μηχανισμό της αγγειογένεσης, αλλά και 

στην πρόγνωση του νεοπλάσματος. Ως γνωστό, ένα κεφάλαιο που απασχολεί αρκετούς 

ερευνητές είναι ο ρόλος της φλεγμονώδους διήθησης στο νεόπλασμα [187,188]. Από ό,τι 

φαίνεται σε διάφορες μελέτες, υπάρχει συσχέτιση της έκφρασης του HIF-2a παράγοντα με 

τον παράγοντα VEGF [187,188,205-208]. Σε πειράματα στην ουροδόχο κύστη, κατά άλλους 

οι παράγοντες, αυτοί φαίνεται να έχουν θετική [188] και κατ’ άλλους αντίστροφη συσχέτιση 

[210]. Μελέτες σε καρκινώματα ουροδόχου κύστης έδειξαν στατιστική συσχέτιση του 

παράγοντα με τον βαθμό διαφοροποίησης του νεοπλάσματος [188,210], το στάδιο της νόσου

[188.210] , περιοχές νέκρωσης [188,210], όπως διαπιστώθηκε και με την MVD [210]. Σε μία 

εργασία φαίνεται να έχει μεγαλύτερη έκφραση στα επιφανειακά καρκινώματα από ό,τι στα 

διηθητικά [209], και σε μια άλλη δεν φαίνεται να έχει συσχέτιση με τη MVD [188]. Τέλος 

υπάρχουν μελέτες που έδειξαν ότι η έκφραση του HIF-2a δεν συσχετίζεται με κλινικές 

παραμέτρους, την έκφραση του VEGF ή την MVD, παρά μόνο μεταξύ επιφανειακών και 

διηθητικών καρκινωμάτων [478]. Η εν λόγω μελέτη έρχεται από το Τόκυο, από τους Guang- 

bin και συνεργάτες, οι οποίοι από ότι φαίνεται έχουν μελετήσει αρκετά τον παράγοντα αυτόν, 

αφού έχουν άλλες 10 δημοσιεύσεις τουλάχιστον με αυτό τον παράγοντα σε διάφορους 

καρκινωματώδεις ιστούς.

.Στη δική μας μελέτη, η κυτταροπλασματική έκφραση του παράγοντα fflF-2ac δεν συ­

σχετίστηκε με καμία από τις κλινικές παραμέτρους της μελέτης αυτής, γεγονός που έρχεται 

σε αντίθεση με τα λίγα βιβλιογραφικά δεδομένα που έχουμε, ενώ μας βρίσκει σύμφωνους μό­

νο με τους Guangbin και συν. [478], οι οποίοι δεν βρήκαν συσχέτιση με καμία από τις 

κλινικές παραμέτρους. Επίσης δεν βρήκαμε συσχέτιση με τα κλινικά και παθολογοανατομικά 

δεδομένα στην έκφραση του παράγοντα από το στρώμα, πλην μίας οριακής συσχέτισης 

μεταξύ των σταδίων της νόσου ρΤΙ και ρΤ2-4. Η αδυναμία συσχέτισής του με τον VEGF μας 

βρίσκει σύμφωνους με τον Jones και συν. [209]. Παρόλα αυτά η σχέση μεταξύ των δύο 

μορφών έκφρασης του παράγοντα HIF-2a, από το κυτταρόπλασμα των νεοπλασματικών 

κυττάρων και από τα κύτταρα του στρώματος, ήταν στατιστικώς λίαν σημαντική. 

Παρατηρήσαμε ότι η χαμηλή κυτταροπλασματική έκφραση συσχετίστηκε με πρώιμη 

υποτροπή της νόσου. Σε άλλες μελέτες παρατηρήθηκε συσχέτιση της έκφρασης του 

παράγοντα HIF-2a από τα κύτταρα του στρώματος, με προχωρημένο στάδιο της νόσου

[188.210] . Λαμβάνοντας υπόψη την παρατήρηση αυτή, μπορούμε να υποθέσουμε ότι στο 

ουροθηλιακό καρκίνωμα η πρωτεΐνη που παράγεται από τα νεοπλασματικά κύτταρα μετέχει
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διαφορετικά στο μηχανισμό της αγγειογένεσης από την πρωτεΐνη του στρώματος. 

Παρατηρήσαμε συσχέτιση της έκφρασης της πρωτεΐνης fflF-2ac με την MVD (ρ=0,052) 

όπου, όπως αναφέραμε πιο πάνω, τα αποτελέσματα άλλων ερευνητών έρχονται σε συμφωνία 

με τα δικά μας [210], ενώ άλλοι διαφωνούν [188,478]. Ενδιαφέρον εύρημα ήταν η συσχέτιση 

της έκφρασης του παράγοντα FHF-2astr από το στρώμα, με την έκφραση του παράγοντα PD- 

ECGF/TPstr απο το υποκείμενο στρώμα. Η κυτταροπλασματική έκφραση του παράγοντα ΗΠ7- 

2ac συσχετίστηκε με όλες τις μορφές έκφρασης του παράγοντα PD-ECGF/TP, κοτταροπλα- 

σματική, πυρηνική και από το στρώμα. Η σχέση φαίνεται να είναι πολύ σημαντική και με 

αυτήν συμφωνούν και άλλοι μελετητές. Παρόμοια αποτελέσματα βρέθηκαν σε μελέτη 

καρκινωμάτων ενδομήτριου, όπου βρέθηκε συσχέτιση μεταξύ των παραγόντων HIF-2a με 

τον PD-ECGF/TP και HIF-Ια  με τον παράγοντα VEGF, αλλά όχι μεταξύ του ΗΠΜα και του 

PD-ECGF/TP [454]. Στην εν λόγω μελέτη, λαμβάνοντας υπόψη άλλη μια παρατήρηση, ότι 

στο φυσιολογικό ενδομήτριο οι παράγοντες H IF-la και HIF-2a επάγονται σε διαφορετικές 

φάσεις του κύκλου, κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι οι παράγοντες αυτοί εμπλέκονται στην 

αγγειογένεση μέσω διαφορετικών μηχανισμών [454]. Συσχέτιση των παραγόντων HIF και 

PD-ECGF/TP βρέθηκε και σε μία μελέτη σε μη μικροκυτταρικά καρκινώματα πνεύμονα 

[477]. Δεν υπάρχουν μελέτες που να φαίνεται ποιος παράγοντας επάγει ποιόν, εντούτοις όλα 

αυτά έρχονται σε συμφωνία με τα δικά μας αποτελέσματα, ότι δηλαδή υπάρχει μία σχέση με­

ταξύ των HIF-2a και PD-ECGF/TP. Τέλος, στατιστικώς σημαντική ήταν η συσχέτιση του 

HIF-2a με την TSP-1C (ρ=0,034), η οποία σχολιάζεται πιο κάτω.

Να αναφέρουμε ότι, ο παράγοντας HIF2a δεν συσχετίστηκε με το αυξητικό δυναμικό 

του νεοπλάσματος παρότι είναι επαγωγέας της αγγειογένεσης.
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PD-ECGF/TP
Σε δύο μελέτες που έχει κάνει ο O’Brien, με διαφορετική τεχνική κάθε φορά, για τη 

σχέση της PD-ECGF/TP με το καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης, έχει βρει αύξηση της έκ­

φρασής της σε σχέση με το φυσιολογικό ουροθήλιο χ8 έως και χ40 στα επιφανειακά καρκι­

νώματα και χ ί 5 έως και χ260 στα διηθητικά καρκινώματα [228,229]. Η επίταση της 

έκφρασης του PD-ECGF/TP κατά τη διήθηση του μυϊκού χιτώνα έχει βρεθεί και σε άλλους 

καρκινωματώδεις ιστούς, όπως στο καρκίνωμα εκ πλακωδών επιθηλίων του οισοφάγου και 

στο αδενοκαρκίνωμα παχέος εντέρου [225,247]. Η έκφρασή της σε ουροθηλιακά 

καρκινώματα συσχετίστηκε με επιθετικό φαινότυπο του νεοπλάσματος, δηλαδή με τον 

ιστολογικό βαθμό κακοηθείας, το στάδιο της νόσου, τη διηθητική ανάπτυξη του 

νεοπλάσματος, τη συνύπαρξη λεμφαδενικών μεταστάσεων αλλά και την τάση υποτροπής 

[227,229,246,247,471]. Ο παράγοντας αυτός αποτελεί προγνωστικό παράγοντα σε άλλους 

καρκινωματώδεις ιστούς, όπως στο καρκίνωμα μαστού, που είναι το πλέον μελετημένο 

όργανο. Εκεί βρέθηκε ότι ασθενείς με αυξημένη έκφραση του παράγοντα αυτού έχουν 

καλύτερη ανταπόκριση στη χημειοθεραπεία με 5-φλουοροουρακίλη και μεθοτρεξάτη (CMF) 

[466]. Όπως αναφέραμε στο γενικό μέρος, ο παράγοντας PD-ECGF/TP αποτελεί στόχο 

κυτταροτοξικών αντιμεταβολικών φαρμάκων, όπως τα ανάλογα της 5-φλουοροουρακίλης και 

η μεθοτρεξάτη [244].

.Τα δικά μας αποτελέσματα έρχονται σε συμφωνία με τη βιβλιογραφία. Δηλαδή 

στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της κυτταροπλασματικής, της πυρηνικής αλλά και της 

στρωματικής έκφρασης του PD-ECGF/TP με τον ιστολογικό βαθμό κακοηθείας II και III, 

μεταξύ των διαφορετικών σταδίων της νόσου όπως pTa με ρΤ2-4 αλλά και ρΤΙ με ρΤ2-4, με 

το μέγεθος του όγκου όπως αναφέραμε και πιο πάνω, αλλά και με επιθετικό φαινότυπο. 

Δηλαδή έχουμε αύξηση της έκφρασης, της παραγωγής και δράσης του παράγοντα PD- 

ECGF/TP από την αρχή της καρκινογένεσης (in situ καρκίνωμα) η οποία επιτείνεται όσο το 

νεόπλασμα διηθεί, αλλά και όσο πιο χαμηλής διαφοροποίησης είναι. Με την υποτροπή της 

νόσου βρέθηκε στατιστική συσχέτιση με την πυρηνική έκφραση του παράγοντα, γεγονός 

αλληλένδετο, κατά την άποψή μας, με τα προαναφερθέντα περί της σχέσης της με επιθετικού 

φαινοτύπου νεοπλάσματα. Πολύ σημαντικό εύρημα κατά την μελέτη των επιφανειακών 

καρκινωμάτων που περιλαμβάνονταν στο υλικό μας, με μονοπαραγοντική και 

πολυπαραγοντική ανάλυση, αποτέλεσε το ότι η πυρηνική έκφραση της πρωτεΐνης PD- 

ECGF/TPn αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για την έκβαση της νόσου 

(υποτροπή νόσου), όπως φαίνεται στην καμπύλη Kaplan-Meier του σχήματος Β13, με λίαν
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στατισηκώς σημαντική συσχέτιση (ρ=0,0001). Η στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της 

έκφρασης του PD-ECGF/TPn με την συνύπαρξη καρκινώματος in situ, ίσως μπορεί να 

εξηγηθεί με τα ευρήματα που διαπιστώθηκαν κατά τη διερεύνηση των μεταλλάξεων του 

DNA, που αναφέρονται και mo πάνω. Δηλαδή ότι τα καρκινώματα in situ έχουν κοινή 

μετάλλαξη με τα διηθητικά καρκινώματα, ενώ έχουν διαφορετική από τα επιφανειακά 

καρκινώματα [228,463,464].

Στατιστικώς λίαν σημαντική ήταν η συσχέτιση όλων των μορφών έκφρασης του με την 

μικροαγγειακή πυκνότητα MVD. Αυτό το εύρημα μας, απ’ ό,τι γνωρίζουμε, αναφέρεται για 

πρώτη φορά στη διεθνή βιβλιογραφία. Δύο άλλες μελέτες έχουν ασχοληθεί με το 

συγκεκριμένο θέμα, των οποίων τα αποτελέσματα δεν συμφωνούν με τα δικά μας [248]. Οι 

O’Brien και συν. βρήκαν αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ του παράγοντα PD-ECGF/TP και της 

MVD [229], ενώ οι Li και συν. δεν βρήκαν καμία συσχέτιση [248]. Σημαντικό είναι να 

γνωρίζουμε ότι σε πολλές άλλες μελέτες που ασχολήθηκαν με την έκφραση αυτού του 

παράγοντα σε άλλους νεοπλασματικούς ιστούς όπως στο μαστό, τον οισοφάγο, την ωοθήκη 

και το νεφρό βρέθηκε θετική στατιστική συσχέτιση της έκφρασής του με την MVD [ 

225,479,480,481], Είναι γνωστό ότι ο PD-ECGF/TP είναι ένας αγγεισγενετικός παράγοντας, 

ο οποίος συσχετίστηκε από άλλους συγγραφείς με την MVD σε άλλα όργανα, γεγονός το 

οποίο μας κάνει να υποθέτουμε ότι η διαφορά στα αποτελέσματα με τους συγγραφείς που 

ασχολήθηκαν με την ουροδόχο κύστη ίσως οφείλεται σε θέμα τεχνικής της καταμέτρησης 

των αγγείων. Από τα αποτελέσματα μας φαίνεται ότι ο παράγοντας αυτός συνδέεται με την 

αγγειακή πυκνότητα αλλά και γενικότερα με την αγγειογένεση στο ουροθηλιακό καρκίνωμα.

Η στατιστική συσχέτισή του με διάφορους δυσμενείς προγνωστικούς δείκτες, όπως τον 

ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης και το μέγεθος του νεοπλάσματος, το στάδιο και την υπο­

τροπή της νόσου, υποδηλώνουν μια σχέση του παράγοντα αυτού με επιθετική συμπεριφορά. 

Λογικό επακόλουθο φαίνεται να είναι και το εύρημα μας, της στατιστικής σημαντικής 

συσχέτισης του ποράγοντα PD-ECGF/TP από το κυτταρόπλασμα των νεόπλασματικών 

κυττάρων αλλά και από το στρώμα με τους δείκτες πολλαπλασιασμού Ki-67 και PCNA. 

Παρόμοια συσχέτιση μεταξύ PD-ECGF/TP και Ki-67 βρέθηκε σε μια μελέτη με 

καρκινώματα τραχήλου μήτρας [482].

Όπως αναφέραμε εκτενώς πιο πάνω, διαπιστώθηκε συσχέτιση του παράγοντα PD- 

ECGF/TP και με τους δύο παράγοντες τους επάγοντες την υποξία, Ια και 2α. Σαφώς mo 

σημαντική είναι η συσχέτισή του με τον HIF-2a ( PD-ECGF/TPar- HlF-la, PD-ECGF/TPc- 

HIF-2ac, PD-ECGF/TPn- HIF-2oc και PD-ECGF/TPstr- HIF-2oc).
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Η έκφραση του PD-ECGF/TPstr συσχετίστηκε επίσης με τον παράγοντα VEGF, το οποίο 

σχολιάστηκε πιο πάνω.

Η στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της PD-ECGF/TPc με την TSP-lstr σχολιάζεται πιο

κάτω.

TSP-1 .

Εάν ανατρέξουμε στη βιβλιογραφία θα βρούμε μόνο τρεις δημοσιεύσεις για την έκφρα­

ση της TSP-1 στην ουροδόχο κύστη, δύο από τον Grossfeld και συνεργάτες και μία από τον 

Goddard και συνεργάτες [79,276,483]. Από αυτές η του Grossfeld και συν. το 1996, 

αναφέρουν απλώς ότι κατάφεραν να δουν έκφραση της πρωτεΐνης TSP-1 σε ουροθηλιακό 

καρκίνωμα [483], ενώ το 1997 είχαν εντυπωσιακά αποτελέσματα σε μελέτη 163 

περιπτώσεων ολικής κυστεκτομής [79]. Στην τελευταία αναφέρεται ότι η TSP-1 αποτελεί 

καταστολέα της αγγειογένεσης αλλά και ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για την έκβαση 

της νόσου, αφού, όπου διαπιστώθηκε μικρή έκφραση, οι ασθενείς είχαν πολύ χειρότερη 

πορεία, με συχνότερες υποτροπές αλλά και μικρότερο μέσο χρόνο επιβίωσης. Το 2002 όμως 

ο Goddard και συνεργάτες έκαναν μια μελέτη σε 220 περιπτώσεις καρκινώματος ουροδόχου 

κύστης [276]. Στη μελέτη αυτή διαπιστώθηκε στατιστική συσχέτιση της έκφρασης της TSP-1 

με την ηλικία, το στάδιο της νόσου, τον ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης του 

νεοπλάσματος, την υποτροπή και την μείωση του μέσου χρόνου επιβίωσης, ενώ χαμηλά 

επίπεδα πρωτεΐνης συσχετίστηκαν με αυξημένη μικροαγγειακή πυκνότητα. Να τονίσουμε ότι 

στην εν λόγω μελέτη τα αποτελέσματα αυτά βρέθηκαν εκτιμώντας μόνο την περιαγγειακή 

έκφραση της πρωτεΐνης. [276]. Σε δύο παλαιότερες μελέτες από τους Nicosia και Ben Ezra σε 

καλλιέργειες κυττάρων αρουραίων και κερατοειδείς χιτώνες κουνελιών, η πρωτεΐνη αυτή 

φαίνεται να συσχετίζεται με την επαγωγή της αγγειογένεσης [455,456]. Σε πρόσφατες 

μελέτες με μοριακές τεχνικές δεν παρατηρείται καμία αλλαγή στα επίπεδα της TSP-1 σε 

ουροθηλιακό καρκίνωμα, παρά μόνο αύξηση του παράγοντα VEGF [484].

Κατά τη μελέτη της έκφρασης της TSP-1 από το κυτταρόπλασμα των νεοπλασματικών 

κυττάρων (TSP-1C), στη δική μας μελέτη, είδαμε μια μικρή συσχέτιση της TSP-1C από τα χα­

μηλής και μέτριας διαφοροποίησης καρκινώματα (ιστολογικού βαθμού διαφοροποίησης Π 

και III). Παρόμοια αποτελέσματα βρέθηκαν τόσο σε μελέτες με καρκινώματα ουροδόχου 

κύστης αλλά και με άλλα καρκινώματα όπως θυρεοειδούς αδένα κ.α [79,485]. Παρατηρήθηκε
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μια μείωση της έκφρασής της κατά το στάδιο ρΤΙ, το οποίο όμως συνδέθηκε στατιστικώς με 

τα στάδια της νόσου pTa και ρΤ2-4. Ακόμα πιο ενδιαφέροντα είναι τα αποτελέσματα της 

έκφρασής της από το στρώμα (TSP-lstr) , όπου βρέθηκε σημαντική αντίστροφη συσχέτιση 

στην έκφρασή της μεταξύ των σταδίων pTa με ρΤ2-4 και ρΤΙ με ρΤ2-4. Αντίστροφη 

συσχέτιση της TSP-lstr βρέθηκε επίσης και με το μέγεθος του όγκου. Εάν προσέξουμε τα 

σχεδιαγράμματα Β15 και Β16, θα δούμε ότι κατά τα στάδια της νόσου pTa, ρΤΙ και ρΤ2-4 

έχουμε αρχικά μια αυξημένη έκφραση της TSP-1 τόσο από το νεόπλασμα όσο και από το 

στρώμα, ακολουθεί μείωση της έκφρασης κατά το στάδιο ρΤΙ και τέλος αύξηση κατά τη 

διήθηση του μυϊκού χιτώνα. Σημαντικό είναι ότι όλος αυτός ο μηχανισμός έχει μια σημαντική 

στατιστική συσχέτιση. Αυτά μας δείχνουν μια σχέση της TSP-1C και TSP-lstr με την εξέλιξη 

της νόσου που συμφωνεί με την μελέτη του Goddard, ο οποίος βρήκε συσχέτιση της 

έκφρασης της TSP-1 τόσο με τα ιστολογικά grade, πράγμα που δεν φάνηκε σε εμάς, όσο και 

με τα στάδια της νόσου [276]. Αυτό συσχετίζεται με τον «προστατευτικό» ή 

αγγειοκατασταλτικό ρόλο που φαίνεται να έχει η πρωτεΐνη στην ουροδόχο κόστη. Η 

αντίστροφη συσχέτιση που βρέθηκε όσον αφορά το μέγεθος του όγκου, παρότι δεν 

αναφέρεται από τους άλλους συγγραφείς κάτι παρόμοιο, θα μπορούσε να εξηγηθεί στα 

πλαίσια του προστατευτικού ρόλου της πρωτεΐνης, όπως φαίνεται από τη σχέση της με τις 

προαναφερθείσες ευνοϊκές παραμέτρους.

Σε αντίθεση με τις μελέτες των Grossfeld και Goddard, δεν διαπιστώθηκε κάποια συ­

σχέτιση με την υποτροπή ή την εξέλιξη σε διηθητικό καρκίνωμα (διήθηση του μυϊκού χιτώ­

να). Αυτό μπορεί να οφείλεται σε ποικίλους παράγοντες, όπως χρήση διαφορετικών 

αντισωμάτων, σε δυσκολίες στην εκτίμηση του υλικού, ή άλλους παράγοντες. Η στατιστικώς 

λίαν σημαντική συσχέτιση της έκφρασης της TSP-1 από το κυτταρόπλασμα των 

νεοπλασματικών κυττάρων και η οριακή συσχέτιση της έκφρασης της από το στρώμα με την 

αγγειακή πυκνότητα, αποτελεί στοιχείο που συνηγορεί υπέρ της εμπλοκής της στο μηχανισμό 

της αγγειογένεσης. Για το ρόλο της TSP-1 στην αγγειογένεση, όπως αναφέραμε και στο 

γενικό μέρος, υπάρχουν πολλές απόψεις, με επικρατέστερη την κατασταλτική δράση της στο 

μηχανισμό της αγγειογένεσης [255,258,260-266,276]. Ο Grossfeld και συνεργάτες είχαν βρει 

αντίστροφη συσχέτιση της έκφρασης της TSP-1 με την μικροαγγειακή πυκνότητα [79], όπως 

και ο Goddard. Στην τελευταία μελέτη, όπως αναφέραμε και πιο πάνω έλήφθη υπόψη μόνο η 

περιαγγειακή έκφραση της πρωτεΐνης [276]. Σε δύο παλαιότερες μελέτες από τους Nicosia 

και Ben Ezra σε πειραματόζωα (κουνέλια και αρουραίους) φάνηκε ότι η πρωτεΐνη αυτή 

συσχετίζεται με την επαγωγή της αγγειογένεσης [455,456].

!
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Υπάρχουν μερικές πρόσφατες μελέτες που τα αποτελέσματά τους συνηγορούν για δύο 

τρόπους δράσης της TSP-1 στην αγγειογένεση. Σε αυτές φαίνεται ότι η TSP-1 σε χαμηλά 

επίπεδα έχει επαγωγική δράση, ενώ σε υψηλά επίπεδα κατασταλτική [268,272,275], ή ότι στα 

αρχικά στάδια της ισχαιμίας ο VEGF καταστέλλει την έκφραση της TSP-1, ενώ σε όψιμη 

φάση δρα ακριβώς αντίθετα [486,488].

Στη δική μας μελέτη διαπιστώσαμε στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της TSP-jstr με 

την έκφραση του παράγοντα VEGF. Τα βιβλιογραφικά δεδομένα που υπάρχουν στην διάθεσή 

μας για αυτή χη συσχέτιση είναι περιορισμένα. Οι Tokunaga και Kazuno αναφέρουν έλλειψη 

σχέσης της TSP-1 και -2 με τον VEGF σε νεοπλάσματα γλοιακής προέλευσης [487], ενώ ο 

Bequet-Romeo σε πειράματα με κύτταρα μολυσμένα με τον ιό HPV-16, βρήκε τα επίπεδα της 

TSP-1 να επηρεάζονται από τα επίπεδα των πρωτεϊνών VEGF και FGF-2 [253]. Άλλοι 

ερευνητές, όπως ο Iruela-Arispe και συν., σε πειραματικά μοντέλα βρήκαν την TSP-1 να 

καταστέλλει την αγγειογενετική δράση του VEGF [488]. Σε δυο άλλες πειραματικές μελέτες 

διαπιστώθηκε ότι ο VEGF επάγει τη διφασική έκφραση της TSP-1 με αρνητική παλίνδρομη 

δράση στην TSP-1 στην αρχική φάση, και επαγωγική στην όψιμη φάση, σε in vivo πειράματα 

με κερατοειδείς χιτώνες και εγκεφάλους πειραματόζωων, στους οποίους προκάλεσαν τεχνικά 

ισχαιμία. Σε αυτές τις μελέτες φαίνεται ότι τα επίπεδα της TSP-1 επηρεάζονται άμεσα από 

τον παράγοντα VEGF, θετικά η αρνητικά, ανάλογα με τη φάση της αγγειογένεσης, που στα 

πειράματα αυτά φαίνεται να είναι λίγες ημέρες μετά την ενεργοποίηση του μηχανισμού 

[486,488]. Ίσως η συσχέτιση που βρήκαμε εμείς με τους δύο αυτούς παράγοντες να αποτελεί 

επιβεβαίωση της σχέσης της TSP-1 με τον παράγοντα VEGF. Εάν αποδεχθούμε τη θεωρία 

περί διφασικής δράσης του VEGF στην TSP-1, δεν μπορούμε να πούμε με βεβαιότητα εάν οι 

περιπτώσεις τις δικής μας μελέτης βρίσκονται στην αρχική η στην όψιμη φάση αφού λογικά 

στις κακοήθειες έχουμε μια παρατεινόμενη ισχαιμία τουλάχιστον σε κεντρικές θέσεις του 

νεοπλάσματος.

Στατιστικώς σημαντική συσχέτιση βρέθηκε μεταξύ των TSP-istr και PD-ECGF/TPc. Σε 

διερεύνηση της βιβλιογραφίας βρήκαμε μόνο δύο μελέτες (καμία σε καρκινώματα ουροδόχου 

κύστης), όπου αναφέρονται αυτοί οι δύο παράγοντες. Και στις δύο μελέτες η PD-ECGF/TP 

συσχετίζεται με την επαγωγή της αγγειογένεσης, ενώ η TSP-1 με την καταστολή της 

αγγειογένεσης [487,489]. Από τις δύο αυτές μελέτες μόνο σε μια βρέθηκε συσχέτιση μεταξύ 

των δύο αυτών παραγόντων. Στη μελέτη αυτή που έγινε σε 67 περιπτώσεις 

χολαγγειοκαρκινωμάτων διαπιστώθηκε σαφώς χειρότερη πρόγνωση στους ασθενείς που 

είχαν θετική έκφραση τόσο στην PD-ECGF/TP όσο και στην TSP-1 [489], Όπως φαίνεται
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απο τα μέχρι σήμερα βιβλιογραφικά δεδομένα η δική μας μελέτη είναι η πρώτη που βρίσκει 

στατιστικώς σημαντική συσχέτιση μεταξύ των παραγόντων αυτών.

Από ό,τι γνωρίζουμε, μόνο μια μελέτη υπάρχει έως τώρα που έχει γίνει με τους παράγοντες 

HIF και TSP-1, χρησιμο7ΐοιώντας την τεχνική του in situ υβριδισμού. Σε αυτή τη μελέτη 

βρέθηκε συσχέτιση του παράγοντα VEGF με τον HJF-la, αλλά καμία συσχέτιση μεταξύ HIF 

και TSP-1 [490]. Στη δική μας μελέτη παρατηρήσαμε συσχέτιση μεταξύ TSP-1C KaiHIF-2astr. 

Θα μπορούσαμε να υποθέσουμε ότι τα ευρήματά μας της στατιστικώς σημαντικής 

συσχέτισης της TSP-1 με τους άλλους γνωστούς αγγειογενετικούς παράγοντες που 

περιλαμβάνονταν στη δική μας μελέτη, όπως τον VEGF, την PD-ECGF/TPc και τον HIF-2a 

αλλά και με τον δείκτη πολλαπλασιασμού Κί-67, μπορούν να εξηγηθούν από τις πρόσφατες 

επικρατέστερες θεωρίες. Είτε δηλαδή τη θεωρία για τους δύο τρόπους δράσης της TSP-1, ότι 

σε χαμηλά επίπεδα έχει επαγωγική δράση ενώ σε υψηλά επίπεδα κατασταλτική 

[268,272,275], ή από τη θεωρία ότι στα αρχικά στάδια ισχαιμίας ο VEGF καταστέλλει την 

έκφραση της TSP-1, ενώ σε όψιμη φάση δρα ακριβώς αντίθετα [486,488]. Όπως είδαμε πιο 

πάνω, τόσο και από την δική μας μελέτη όσο και από άλλες, η έκφραση του τιαράγοντα 

VEGF συσχετίζεται με τους άλλους αγγειογενετικούς παράγοντες.

Συμπερασματικά, από τη δική μας μελέτη φαίνεται ότι η TSP-1 δεν αποτελεί δείκτη για 

την πρόβλεψη υποτροπής στο καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης ούτε για τη διήθηση του 

μυϊκού χιτώνα από το νεόπλασμα. Όμως η μείωση της έκφρασης αυτής συσχετίζεται με 

επιθετικό φαινότυπο από το νεόπλασμα. Η στρωματική έκφραση της TSP-1 φαίνεται να 

παίζει κάποιο ρόλο στην αγγειογένεση μαζί με άλλους αγγειογενετικούς παράγοντες, αφού 

φαίνεται να έχει θετική συσχέτιση με αρκετούς από αυτούς.
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5. Συμπεράσματα

01. Η έλλειψη συσχέτισης της MVD με τον παράγοντα VEGF στο καρκίνωμα της ουροδό­

χου κύστης ίσως αποτελεί την πρώτη παρατήρηση και διαπίστωση τόσο άλλων μελετών 

στο καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης, όσο και τις δικής μας, που έρχεται σε αντίθεση 

με τα αποτελέσματα μελετών σε άλλους νεοπλασματικούς ιστούς.

02. Η μη συσχέτιση του VEGF με τη μικροαγγειακή πυκνότητα υποδηλώνει την μη άμεση 

τουλάχιστον εμπλοκή του στη διεργασία της αγγειογένεσης. Τόσο τα δικά μας αποτελέ­

σματα όσο και σχεδόν όλων των άλλων ερευνητών δείχνουν ότι ο παράγοντας VEGF 

δρα διαφορετικά στα επιφανειακά από ό,τι στα διηθητικά ουροθηλιακά καρκινώματα.

03. Από τα ευρήματα της μελέτης μας φαίνεται ότι η έκφραση του VEGF δεν αποτελεί α-

. ξιόπιστο προγνωστικό δείκτη της εξέλιξης και της υποτροπής των καρκινωμάτων της

ουροδόχου κύστης. Ενώ σε άλλους νεοπλασματικούς ιστούς ο VEGF φαίνεται να παίζει 

πρωτεύοντα ρόλο στο μηχανισμό της αγγειογένεσης, στην ουροδόχο κύστη πιθανώς 

αυτό να μην ισχύει. Τόσο τα δικά μας αποτελέσματα, όσο και των άλλων ερευνητών, 

δείχνουν τον παράγοντα VEGF να παίζει δευτερεύοντα ρόλο στην αγγειογένεση του 

ουροθηλιακού καρκινώματος.

04. Η διαφορά του ρόλου που έχει ο παράγοντας VEGF στα επιφανειακά καρκινώματα 

(στατιστικώς σημαντική συσχέτιση με την MVD) και στα διηθητικά (μη συσχέτιση με 

την MVD) συνηγορεί υπέρ της θεωρίας του O’Brien περί διαφορετικών οδών αγγειογέ­

νεσης, μεταξύ των διηθητικών και μη καρκινωμάτων της ουροδόχου κύστης.

05. Συσχέτιση της MVD με τα νεοπλάσματα που είχαν πολυεστιακή εντόπιση. Η 

παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει τη γνώση που έχουμε από μελέτες μοριακής γενετικής 

που βρίσκουν το 99% των πολυεστιακών καρκινωμάτων της ουροδόχου κύστης να είναι 

μονοκλονικής προέλευσης. Μια εξήγηση είναι στα νεοπλάσματα αυτά να έχει 

διασπαρθεί ο πιο επιθετικός κλώνος, οπότε το κοινό στοιχείο που έχουν είναι ότι 

πρόκειται για επιθετικά νεοπλάσματα.

06. Όσον αφορά στη μελέτη της μικροαγγειακής πυκνότητας στα επιφανειακά καρκινώμα­

τα της ουροδόχου κύστης, παρατηρήθηκε σημαντική στατιστική συσχέτιση με την εξέ­

λιξη σε διήθηση του μυϊκού χιτώνα στα νεοπλάσματα που είχαν περισσότερη από το 

μέσο όρο μικροαγγειακή πυκνότητα, ιστολογικού grade ΙΠ. Με αυτή την παρατήρηση 

μπορούμε να προβλέψουμε μια ομάδα ασθενών με αυξημένο κίνδυνο υποτροπής της 

νόσου.
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07. Βέβαιη είναι η εμπλοκή του παράγοντα HIF-Ια  στην αγγειογένεση και μάλιστα ως επα- 

γωγέα αυτής, αφού φάνηκε να έχει στατιστικώς σημαντική συσχέτιση τόσο με την 

MVD όσο και με την PDECGF/TP, γνωστό αγγειογενετικό παράγοντα.

08. Ο παράγοντας HIF-Ια  εμμέσως συσχετίζεται με τα επιθετικά καρκινώματα της ουροδό­

χου κύστης, αφού στην καμπύλη Kaplan-Meier φαίνεται να συσχετίζεται με τα καρκι­

νώματα τα οποία εξελίχθηκαν σε διηθητικά.

09. Παρατηρήθηκε σημαντική στατιστική συσχέτιση του HIF-Ια, του PD-ECGF/TP„ με τη 

συνύπαρξη in situ καρκινώματος. Αυτό ίσως εξηγείται απο το γεγονός ότι τα 

νεοπλάσματα που συνυπάρχει θέση in situ καρκινώματος αποτελούν μια ξεχωριστή 

οντότητα, αφού είναι γνωστό ότι προέρχονται από διαφορετική μετάλλαξη.

10. Στη δική μας μελέτη αποδεικνύεται να ισχόει η παρατήρηση άλλων ερευνητών σε in 

vivo πειράματα, περί επαγωγικής δράσης του παράγοντα PD-ECGF/TP στον ΗΠΜα 

και HIF-2a.

11. Παρατηρήθηκε ότι η χαμηλή κυτταροπλασματική έκφραση HIF-2a συσχετίζεται με 

πρώιμη υποτροπή της νόσου.

12. Λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα μας αναφορικά με την έκφραση του παράγοντα 

HIF-2a, μπορούμε να υποθέσουμε ότι η πρωτεΐνη HIF-2a που παράγεται από τα νεο- 

πλασματικά κύτταρα λειτουργεί διαφορετικά στο μηχανισμό της αγγειογένεσης απ’ ό, τι 

αυτή που παράγεται από το υποκείμενο στρώμα στο ουροθηλιακό καρκίνωμα.

13. Η πυρηνική έκφραση της PD-ECGF/TPn αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα 

για την έκβαση της νόσου.

14. Η στατιστική συσχέτιση του PD-ECGF/TP με διάφορους δυσμενείς προγνωστικούς δεί­

κτες, όπως τον ιστολογικό βαθμό διαφοροποίησης, το μέγεθος του νεοπλάσματος, το 

στάδιο, το αυξητικό δυναμικό του νεοπλάσματος αλλά και με την υποτροπή της νόσου 

και τη συνύπαρξη in situ καρκινώματος, υποδηλώνουν μια σχέση του παράγοντα αυτού 

με επιθετική συμπεριφορά

15. Η στατιστικώς σημαντική αντίστροφη συσχέτιση της TSP-1 με την εξέλιξη της νόσου 

και το μέγεθος του όγκου αποδίδεται στον «προστατευτικό» ή αγγειοκατασταλτικό ρό­

λο που φαίνεται να έχει η πρωτεΐνη αυτή στην ουροδόχο κύστη σε κάποιο βαθμό.

16. Η στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της TSP-1 με άλλους γνωστούς επαγωγείς της αγ­

γειογένεσης, όπως οι παράγοντες VEGF, PD-ECGF/TPc και HIF-2a, αλλά και το αυξη­

τικό δυναμικό του νεοπλάσματος, συνηγορεί υπέρ της επαγωγικής δράσης της πρωτεΐ­

νης αυτής στην καρκινογένεση. Σε αντίθεση με αυτό είναι η αντίστροφη συσχέτιση της
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I έκφρασης της TSP-1 μεταξύ μη διηθητικών και διηθητικών καρκινωμάτων όπως επίσης
ί
! η αντίστροφη συσχέτιση με το μέγεθος του όγκου. Τα εύρηματα αυτά είναι συμβατά και

με τις δύο θεωρίες που υπάρχουν για τον τρόπο δράσης της TSP-1: Σύμφωνα με την 

πρώτη πιστεύεται ότι η TSP-1 σε χαμηλά επίπεδα έχει επαγωγική δράση ενώ σε υψηλά
ί
| επίπεδα κατασταλτική. Σύμφωνα με τη δεύτερη θεωρία πιστεύεται ότι υπάρχει διφασική

δράση του παράγοντα VEGF στην TSP-1. Κατά αυτήν στα αρχικά στάδια ισχαιμίας ο 

VEGF καταστέλλει την έκφραση της TSP-1 ενώ σε όψιμη φάση δρα ακριβώς αντίθετα.

17. Στη δική μας μελέτη η TSP-1 φαίνεται να μην αποτελεί δείκτη για την πρόβλεψη υπο­

τροπής στο καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης ούτε για την εξέλιξή του σε διηθητικό με 

διήθηση του μυϊκού χιτώνα. Όμως η μείωση της έκφρασης αυτής συσχετίζεται με 

επιθετικό φαινότυπο από το νεόπλασμα. Η στρωματική έκφραση της TSP-1 φαίνεται να

. παίζει κάποιο ρόλο στην αγγειογένεση μαζί με άλλους αγγειογενετικούς παράγοντες.

18. Τέλος τα ευρήματα της παρούσας μελέτης, τα οποία συνηγορούν υπέρ της διαφορετικής 

προέλευσης του επιφανειακού από το διηθητικό και το in situ ουροθηλιακό καρκίνωμα 

(διαφορετικές μεταλλάξεις), είναι:

I. Η διαφορά σχέσης MVD και VEGF στα επιφανειακά και διηθητικά καρκινώματα. 

Π. Η συσχέτιση του H3F-1 α με τη συνύπαρξη in situ καρκινώματος.

ΙΠ. Η διαφορά της σχέσης PD-ECGF/TP στα επιφανειακά και διηθητικά καρκινώματα 

, όπως και η συσχέτιση του με παρουσία ή όχι in situ καρκινώματος.

i

I

II
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6. Περίληψη

Το υλικό μας αποτέλεσαν 149 καρκινώματα ουροδόχου κύστης εκ μεταβατικού επιθη­

λίου. Αυτά σολλέχθηκαν από το Παθολογοανατομικό εργαστήριο του Γενικού Νοσοκομείου 

Χατζηκώνστα κατά τη χρονική περίοδο 1997-2000. Υπήρξε τακτική κλινική παρακολούθηση 

στους 3, 6, 9 και 12 μήνες κατά το πρώτο έτος και κάθε 6 μήνες τα επόμενα έτη, με μέσο όρο 

παρακολούθησης 38,6 μήνες.

Κάθε παρασκεύασμα μονιμοποιήθηκε σε διάλυμα φορμόλης 10%. Ελήφθησαν τομές 

από κύβους παραφίνης, έγινε χρώση αιματοξυλίνης ηωσίνης και διαγνώσθηκαν με βάση την 

ταξινόμηση WHO 1999. Η σταδιοποίηση έγινε κατά το σύστημα ΤΝΜ, όπως προσδιορίστηκε 

το 1997 από την AJCC/UICC (American Joint Commission on Cancer /International Union 

Against Cancer).

To καρκίνωμα εκ μεταβατικού επιθηλίου είναι πέμπτο σε συχνότητα στις Η.Π.Α. Τόσο 

η ανάπτυξη όσο και η μετάσταση του νεοπλάσματος εξαρτώνται από την παροχή αίματος, η 

οποία επιτυγχάνεται με τον μηχανισμό της αγγειογένεσης. Εάν θα δημιουργηθούν ή όχι νέα 

αγγεία, εξαρτάται από την ισορροπία αγγειογενετικών και αγγειοκατασταλτικών παραγόντων 

στο μικροπεριβάλλον του νεοπλάσματος. Σήμερα μας είναι γνωστοί αρκετοί επαγωγείς και 

καταστολείς της αγγειογένεσης.

Σκοπός της μελέτης ήταν η εκτίμηση της αγγειακής πυκνότητας με ανάδειξη των αγ­

γείων μέσω της ανοσοϊστοχημικής χρώσης CD34. Επίσης η ανοσοϊστοχημική μελέτη των ε- 

παγωγέων της αγγειογένεσης: αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (VEGF), πα­

ράγοντας επάγων την υποξία Ια και 2α (HIF-la/HIF-2a), αιμοπεταλιακός ενδοθηλιακός αυ­

ξητικός παράγοντας/ φωσφορυλάση της θυμιδίνης (PD-ECGF/TP), αλλά και της θρομβο- 

σπονδίνης-1 (TSP-1) η οποία έχει αμφιλεγόμενη δράση στο μηχανισμό της αγγειογένεσης. 

Συσχετίσαμε την έκφραση αυτών με τις κλινικοπαθολογοανατομικές παραμέτρους (βαθμός 

κακοηθείας, στάδιο νόσου, πρώτη εμφάνιση του νεοπλάσματος ή υποτροπή, μονήρης ή πο- 

λυεστιακή εντόπιση, συνύπαρξη ενδοεπιθηλιακού καρκινώματος και εξέλιξη της νόσου με 

διήθηση του μυϊκού χιτώνα

Παρατηρήθηκε έλλειψη συσχέτισης της MVD με τον παράγοντα VEGF που μας βρί­

σκει σύμφωνους με τη διεθνή βιβλιογραφία. Αυτό υποδηλώνει ότι ο παράγοντας VEGF παί­

ζει δευτερεύοντα ρόλο στο μηχανισμό της αγγειογένεσης του ουροθηλιακού καρκινώματος. 

Διαπιστώσαμε διαφορά στην έκφραση επιφανειακών και διθητικών καρκινωμάτων αποτέλε­

σμα που μας βρίσκει σύμφωνους με την θεωρεία του O’Brien περί δύο διαφορετικών οδών
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καρκινογένεσης στο ουροθηλιακό καρκίνωμα. Επίσης διαπιστώθηκε συσχέτιση της MVD με 

τα νεοπλάσματα που είχαν πολυεστιακή εντόπιση. Η παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει τη γνώ­

ση που έχουμε από μελέτες μοριακής γενετικής που βρίσκουν το 99% των πολυεστιακών 

καρκινωμάτων της ουροδόχου κύστης να είναι μονοκλωνικής προέλευσης. Στη μελέτη της 

μικροαγγειακής πυκνότητας στα επιφανειακά καρκινώματα της ουροδόχου κύστης, παρατη­

ρήθηκε σημαντική στατιστική συσχέτιση με την εξέλιξη σε διήθηση του μυϊκού χιτώνα στα

νεοπλάσματα που είχαν περισσότερη από το μέσο όρο μικροαγγειακή πυκνότητα, ιστολογι- • «
κού grade HI* Με αυτή την παρατήρηση μπορούμε να προβλέψουμε μια ομάδα ασθενών με 

αυξημένο κίνδυνο υποτροπής της νόσου. Βέβαιο είναι, τόσο ο παράγοντας HIF-la, όσο και ο 

PD-ECGF/TP αποτελούν σημαντικούς επαγωγείς της αγγειογένεσης στο ουροθηλιακό καρκί­

νωμα λόγω των στατιστικώς σημαντικών συσχετίσεων που βρέθηκαν στη μελέτη αυτή με τον 

τελευταίο να συσχετίζεται με επιθετική συμπεριφορά από το νεόπλασμα. Στη δική μας μελέ­

τη φαίνεται να ισχύει η παρατήρηση άλλων ερευνητών σε in vivo πειράματα, περί επαγωγι­

κής δράσης του παράγοντα PD-ECGF/TP στον HIF-la και HIF-2a.

Παρατηρήθηκε επίσης, ότι η χαμηλή κυτταροπλασματική έκφραση HIF-2a συσχετίζεται με 

πρώιμη υποτροπή της νόσου. Επιπλέον η πυρηνική έκφραση της PD-ECGF/TPn φάνηκε να 

αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό παράγοντα για την έκβαση της νόσου.

Η στατιστικώς σημαντική αντίστροφη συσχέτιση της TSP-1 με την εξέλιξη της νόσου 

και το μέγεθος του όγκου αποδίδεται στον αγγειοκατασταλτικό ρόλο που φαίνεται να έχει η 

πρωτεΐνη αυτή στην ουροδόχο κύστη, ενώ η στατιστικώς σημαντική συσχέτιση της TSP-1 με 

άλλους γνωστούς επαγωγείς της αγγειογένεσης, όπως οι παράγοντες VEGF, PD-ECGF/TPc 

και HIF-2a, αλλά και το αυξητικό δυναμικό του νεοπλάσματος συνηγορούν υπέρ της επαγω­

γικής δράσης της πρωτεΐνης αυτής στην καρκινογένεση. Νεότερες θεωρίες προτείνουν ότι η 

TSP-1 έχει διπλή δράση στο μηχανισμό της αγγειογένεσης, τόσο κατασταλτική όσο και επα­

γωγική, η οποία επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες. Η θεωρία αυτή επιβεβαιώνεται και 

από τα δικά μας αποτελέσματα.



7. Abstract

We studied the tissue from primary bladder tumous, 149 urothelial carcinomas, resected jf
between May 1997 and August 2000. These were collected from the Department of Pathol- ! 

ogy, Hatzikosta General Hospital of Ioannina. Follow-up cystoscopies and biochemical pro­

file, chest radiography, and a physical examination were performed at 3 ,6 ,9 ,9  and 12 months 

after TURBT, for the first year, and every 6 months thereafter. The mean time of follow up j 

was 38,6 months.

Immediately after excision, specimens were fixed in 10% neutral formalin, embedded in
i

paraffin wax, cut at 4 pm, and stained with heamatoxilin and eosin for routine light micros- | 

copy. Histological grading and staging were performed in accordance with the guidelines of j
i
i

the AJCC/UICC (American Joint Commission on Cancer /International Union Against Can- j 

cer). i
T
4

Transitional cell carcinoma (TCC) is the fifth most common carcinoma in U.S.A Tumor \
·$

growth and metastasis depend on the development of a local blood supply during the process 

o f angiogenesis. Whether or not vessels develop, is determined by the balance between inhibi-
s

tors o f angiogenesis and angiogenic stimuli present within a given tissue microenvironment 

There are too many angiogenic, stimulators and inhibitors involved in human tumor angio- |  

genesis.

The purpose o f the present study was to investigate the immunohistochemical expres­

sion o f the most known angiogenic factors and to elucidate their role in tumor growth. The 

most known factors involved in human bladder carcinogenesis include vascular endothelial 

growth factor (VEGF), hypoxia-inducible factors (HIF-Ια and HEF-2a), platelet-derived j 

growth factor (PD-ECGF/TP) as well as angiogenic inhibitors like thrombospondin-1 

(TSP-1). We compared their expression with clinicopathological features (grade, stage, con­

current in situ carcinoma, multifocality, recurrence rate, progression to muscle infiltrating dis­

ease), in an attempt to clarify their prognostic value. We also assessed the possible relation of 

their expression with microvessel density (MVD), assessed by CD34 immunostaining. I

The results o f the present study showed no relationship between MVD and VEGF ex- f 

pression. We suggest that there is a different pathway of VEGF activation in bladder cancer 

than in other neoplastic tissues, where VEGF is a major stimulator. We found differences in 

the expression o f VEGF between superficial and infiltrating bladder carcinomas, findings 

consistent with the theory o f O ’Brien about two different ways of urothelial carcinogenesis.
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We also found a relationship between MVD and multifocality being known that 99% of mul­

tifocal carcinomas have monoclonal origin. Progression free survival curves o f categorized 

microvessel density (up to and higher than median value) differed significantly only in grade 

ΠΙ patients. HEF-Ια correlated with MVD and PDECGF/TP. Higher HIF-Ια expression was 

noted in cases with concurrent in situ component as well as in the cases that progressed to 

muscle infiltrate disease. All these correlations indicate that H tF-la overexpression could be 

associated with more aggressive behavior of bladder cancer. A positive relationship o f HIF-la 

expression with PD-ECGF/TP was observed, according to the previous studies. Nuclear PD­

ECGF/TP expression was correlated with a recurrence-free rate both in univariate and multi­

variate analysis and was found to be as an independent prognostic factor for recurrence.

In addition, a marginal correlation of tumour TSP-1 expression with MVD and a strong 

relationship of stromal TSP-1 expression with tumour VEGF,PD-ECGF/TPc and HIF-2a ex­

pression were noted suggesting its contribution in the regulation o f tumour angiogenesis. Fur­

thermore, an inverse relationship of tumour and stromal TSP-1 with tumour stage was found, 

suggesting the protective effect of TSP-1 expression in bladder cancer. Last theories about 

TSP-1, suggest that it may stimulate or inhibit angiogenesis under different circumstances. 

Our results are in agreement with these theories.
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