
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ 
ΣΧΟΛΗ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΥΓΕΙΑΣ 
ΤΜΗΜΑ ΙΑΤΡΙΚΗΣ

ΝΕΥΡΟΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗ ΚΛΙΝΙΚΗ
Δ/ΝΤΗΣ: ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ ΑΝΤΩΝΙΟΣ ΚΑΡΑΒΕΛΗΣ

DEPARTMENT OF NEUROSURGERY 
SECTION OF MOLECULAR BIOLOGY 
MD ANDERSON CANCER CENTER 
UNIVERSITY OF HOUSTON, TEXAS 
CHAIRMAN: RAYMOND SAWAYA, M.D.
CHIEF: JASTI S. RAO, Ph. D.

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ

« Ο ρόλος του παράγοντα TFPI-2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor-2) 
στη διεισδυτικότητα των γλοιωμάτων — Πειραματική μελέτη »

Υπό

ΑΝΑΣΤΑΣΙΑΣ ΤΑΣΙΟΥ

Λάρισα 2003

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



^m
nu

\^10 (%.
ΙΙΒΛΙΟΘΗΚΗζ

Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

ΥΠΗΡΕΣΙΑ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ & ΠΛΗΡΟΦΟΡΗΣΗΣ
Ειλικη Συλλογή «Γκρίζα Βιβλιογραφία»

Αριθ. Εισ.: 7885/1
Ημερ. Εισ.: 07-12-2009

Δωρεά: Π.Θ.
Ταξιθετικός Κωδικός: Δ

616.993 81
ΤΑΣ

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ
ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ

III ιιιιι III ιιιιι 111
004000083848

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ 
ΣΧΟΛΗ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΥΓΕΙΑΣ 
ΤΜΗΜΑ ΙΑΤΡΙΚΗΣ

ΝΕΥΡΟΧΕΙΡΟΥΡΓΙΚΗ ΚΛΙΝΙΚΗ
Δ/ΝΤΗΣ: ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ ΑΝΤΩΝΙΟΣ ΚΑΡΑΒΕΛΗΣ

DEPARTMENT OF NEUROSURGERY 
SECTION OF MOLECULAR BIOLOGY 
MD ANDERSON CANCER CENTER 
UNIVERSITY OF HOUSTON, TEXAS 
CHAIRMAN: RAYMOND SAWAYA, M.D.
CHIEF: JASTI S. RAO, Ph. D.

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ

« Ο ρόλος του παράγοντα TFPI-2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor-2) 
στη διεισδυτικότητα των γλοιωμάτων - Πειραματική μελέτη »

Υπό

ΑΝΑΣΤΑΣΙΑΣ ΤΑΣΙΟΥ

Λάρισα 2003

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



ΕΠΙΤΡΟΠΗ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗΣ

> Καθηγητής Καραβέλης Αντώνιος

> Καθηγητής Μολυβδάς Πασχάλης-Αδάμ

> Καθηγητής Παπαδημητρίου Αλέξανδρος

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



Ή έγκριση της διατριβής από την Ιατρική Σχολή δεν υποδηλώνει αποδοχή 
των γνωμών του συγγραφέα’ (Νόμος 5343/32. άρθρο 200 παρ. 2)

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



Στην

οικογένειά

μου

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η δημιουργία των όγκων στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ), είναι αποτέλεσμα 

πολύπλοκων παθολογικών διεργασιών, που αφορούν στη συσσώρευση γενετικών 

βλαβών σε γονίδια υπεύθυνα για την ομαλή ανάπτυξη κάθε οργάνου και συστήματος. 

Τα γονίδια αυτά, υπό φυσιολογικές συνθήκες, είναι επιφορτισμένα με την ομαλή 

ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, τον πολλαπλασιασμό, την κυτταρική 

διαφοροποίηση και τον κυτταρικό θάνατο.

Όπως συμβαίνει και με τις κακοήθεις νεοπλασίες σε άλλα όργανα, έτσι και στο 

νευρικό σύστημα ο ρόλος της γενετικής στην ογκογένεση είναι καθοριστικός και για 

αυτό όλο και περισσότερες μελέτες πραγματοποιούνται με στόχο το πέρασμα από το 

γονίδιο στη θεραπεία.

Στα πλαίσια αυτής της προσπάθειας μελετήθηκε τόσο in vitro όσο και in vivo ο ρόλος 

του TFPI-2 στη διεισδυτική συμπεριφορά καθώς και στην απόπτωση των 

ανθρωπίνων γλοιωμάτων.

Η εκπόνηση αυτής της διδακτορικής διατριβής, ανατέθηκε από τους Καθηγητές του 

Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, κ.κ. Π.Α. Μολυβδά, Καθηγητή Φυσιολογίας, Α. 

Παπαδημητρίου, Καθηγητή Νευρολογίας και Α. Καραβέλη Καθηγητή 

Νευροχειρουργικής, που ήταν και ο επιβλέπων Καθηγητής, τους οποίους και 

ευχαριστώ θερμά.

Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή της Νευροχειρουργικής Κλινικής, 

κ. Αντώνιο Καραβέλη και Καθηγητή μου, για τις πολύτιμες συμβουλές του, τον 

πολύτιμο χρόνο που διέθεσε και το ανεξάντλητο ενδιαφέρον του, ώστε να έρθει σε 

πέρας αυτό το έργο.

Βαθειές ευχαριστίες θα ήθελα να εκφράσω στον Καθηγητή της Μοριακής Βιολογίας 

και Διευθυντή του εργαστηρίου Section of Invasive Programm, Department of 

Neurosurgery, MD Anderson Cancer Center, University of Texas, στο Houston, Dr 

Jasti S Rao, Ph.D., για τη συνεχή συμβουλευτική και εποικοδομητική παρέμβασή 

του, χωρίς τη συνεργασία του οποίου, θα ήταν αδύνατη η διεκπεραίωση αυτής της 

διατριβής.

Ευχαριστώ επίσης θερμά τους:

• Dr Santhi D. Konduri, Ph.D., πτυχιούχο της Μοριακής Βιολογίας, για τη συνεχή 

και άοκνη καθοδήγησή της σε θέματα μεθοδολογίας, εκπαίδευση σε τεχνικές
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Μοριακής Βιολογίας και για την ειλικρινή ενθάρρυνσή της στη διεκπεραίωση του 

πειραματικού σταδίου της εργασίας.

• Dr Raymond Sawaya, M.D., Chairman of Department of Neurosurgery, MD 

Anderson Cancer Center, για τη διαρκή υποστήριξη του τεχνικού τμήματος αυτής 

της μελέτης.

Στη μελέτη αυτή βοήθησαν και τους ευχαριστώ:

Ο Διευθυντής Χειρουργικής του Γενικού Νομαρχιακού Νοσοκομείου Βόλου κ. Α. 

Λιούπης, ο Αναπληρωτής Καθηγητής Χειρουργικής του Λαϊκού Γενικού 

Νοσοκομείου Αθηνών κ. Γ. Κουράκλης, ο Καθηγητής Νευρολογίας του 

Πανεπιστημίου Ιωαννίνων κ. Α. Κυρίτσης, ο Επιμελητής Β' της Νευροχειρουργικής 

ΕΣΥ του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Λάρισας κ. Κ. Πατεράκης, καθώς 

και ο Ειδικευόμενος της ΩΡΛ του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Λάρισας 

κ. Γ. Μπέης.

Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω προσωπικά την οικογένειά μου και τον κ. Γ. 

Γιοξάρη, Γραμματέα της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας για την 

εμπιστοσύνη και την υποστήρηξη που μου έδειξαν.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ο TFPI-2 (human Tissue Factor Pathway Inhibitor-2), είναι μια πρωτεάση σερίνης, 

αναστολέας τύπου kunitz, που αναστέλλει την πλασμίνη, την τρυψίνη, τη 

χυμοτρυψίνη, την καθεψίνη G και την καλλικρεΐνη αλλά όχι τον ενεργοποιητή του 

πλασμινογόνου τύπου ουροκινάσης (uPA), τον ενεργοποιητή του ιστικού 

πλασμινογόνου (tPA) και τη θρομβίνη. Από έρευνες που έγιναν στο εργαστήριό μας, 

προτάθηκε ότι, η έκφραση του TFPI-2 ελαττώνεται ή απουσιάζει, κατά την ανάπτυξη 

των γλοιωμάτων στον άνθρωπο. Για να ερευνήσουμε το ρόλο του TFPI-2 στη 

διεισδυτικότητα των όγκων εγκεφάλου, χρησιμοποιήσαμε 2 κυτταρικές σειρές: 1) 

κύτταρα πολύμορφου γλοιοβλαστώματος (SNB-19) και 2) κύτταρα γλοιώματος 

χαμηλού βαθμού κακοήθειας (Hs683), στις οποίες ενσωματώσαμε vector ικανό να 

εκφράζει συμπληρωματικό αντίγραφο του ολικού μήκους mRNA του TFPI-2, είτε 

σε sense (0.7 kb) ή σε antisense (1 kb) προσανατολισμό. Τα Hs683, είναι κύτταρα 

που παράγουν αυξημένες ποσότητες TFPI-2 πρωτεΐνης και mRNA, με μειωμένη 

διεισδυτική ικανότητα. Εν αντιθέσει, τα SNB-19 κύτταρα παρουσιάζουν έντονη 

διεισδυτική συμπεριφορά και αυξημένη ικανότητα ανάπτυξης όγκου αλλά παράγουν 

μικρές εώς αμελητέες ποσότητες TFPI-2 πρωτεΐνης και mRNA. Έχει βρεθεί ότι, η 

έκφραση του TFPI-2 είναι αντιστρόφως ανάλογη του βαθμού κακοήθειας άρα και 

διεισδυτικότητας του όγκου. Αυτό ισχύει για διάφορους όγκους και όχι αποκλειστικά 

και μόνο για τα γλοιώματα. Τόσο in vitro, με διάφορες τεχνικές, που αναλύονται στη 

συνέχεια σε κυτταρικό επίπεδο, όσο και in vivo, μετά από ενδοεγκεφαλική ένεση σε 

ποντίκια (nude mice), η μελέτη του παράγοντα TFPI-2, οδήγησε στο ίδιο 

αποτέλεσμα-συμπέρασμα. Αυτή είναι η πρώτη αναφορά, βάσει της οποίας η down και 

up regulation του TFPI-2, παίζει σημαντικό ρόλο στη διεισδυτική συμπεριφορά των 

ανθρωπίνων γλοιωμάτων, καθώς και στην κυτταρική επιβίωση αυτών (απόπτωση).
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Οι κακοήθεις όγκοι του εγκεφάλου, χαρακτηρίζονται για τη διεισδυτικότητά τους και 

την αποδόμηση του περιβάλλοντος φυσιολογικού εγκεφαλικού ιστού. Η διεισδυτική 

συμπεριφορά τους, φαίνεται να εξαρτάται, εν μέρει, από μια πληθώρα 

πρωτεολυτικών ενζύμων, συμπεριλαμβανομένων των πρωτεασών της σερίνης, της 

κυστεΐνης και των μεταλλοπρωτεασών (1). Παρά τις διάφορες στρατηγικές που 

χρησιμοποιήθηκαν στην αντιμετώπιση των γλοιοβλαστωμάτων, το προσδόκιμο 

επιβίωσης δεν έχει αυξηθεί. Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι, ο TFPI-2 είναι 

σημαντικός παράγων ρύθμισης του εξωγενούς συστήματος πηκτικότητας του 

αίματος, μέσω της ικανότητας του να αναστέλλει την ενεργοποίηση ιστικών 

παραγόντων (Χα και Vila). Η έκφραση του uPA (urokinase-type Plasminogen 

Activator) και του υποδοχέα του uPAR (Reseptor), εν μέρει, σχετίζεται άμεσα με τη 

διεισδυτικότητα των γλοιωμάτων (2,3). Η σύνδεση του uPA με τον υποδοχέα του 

uPAR, μετατρέπει το ζυμογόνο-πλασμινογόνο σε πλασμίνη, μια πρωτεάση σερίνης, η 

οποία προάγει τη λύση και διάλυση της εξωκυττάριας μεμβράνης (ECM) και άρα και 

τη διείσδυση των νεοπλασματικών κύτταρων (4-8). Οι αναστολείς της πλασμίνης, 

πιθανότατα παίζουν κάποιο ρόλο στη ρύθμιση της διεισδυτικότητας και της 

κακοήθους συμπεριφοράς των γλοιωμάτων (7,8).

Ο TFPI-2 είναι επίσης γνωστός και ως MSPI (Matrix-assosiated Serine Protease 

Inhibitor) ή, ως PP-S (Placental Protein). Είναι ένας αναστολέας-πρωτεάση σερίνης, 

32-33 kDa, που αποτελείται από τρεις τύπου kunitz περιοχές, ομόλογες του TFPI (9- 

11). Κατά κύριο λόγο το 75-90% της τριάδας αυτής, είναι συνδεδεμένο με την ECM 

(12). Αυτή η τριάδα, συντίθεται από μια 25 kDa μη γλυκοσιλιωμένη πρωτεΐνη, η 

οποία επιδέχεται διαφόρου βαθμού γλυκοσιλίωση (10). Ο TFPI-2 αναστέλλει την 

τρυψίνη, την πλασμίνη, τη χυμοτρυψίνη, την καθεψίνη G, την καλλικρεΐνη του 

πλάσματος, καθώς και τον ιστικό παράγοντα Vila , αλλά όχι το uPA, tPA (tissue 

Plasminogen Activator) και τη θρομβίνη (9,13-16). Το γονίδιο του TFPI-2, έχει 

εντοπιστεί στο 7q22 χρωμόσωμα με φθορίζοντα υβριδισμό in situ (17). 

Ανασυνδυασμένος TFPI-2 αναστέλλει τη γένεση της πλασμίνης, άσχετα με το αν το 

ένζυμο συνδέεται με τα νεοπλασματικά κύτταρα ή, με την ECM και, αναστέλλει την

4

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



αποσύνθεση της μεμβράνης και τη δοκιμασία διεισδυτικότητας σε επιφάνεια matrigel 

(matrigel invasion) στα ΗΤ-1080 καρκινικά κύτταρα ινοσαρκώματος (18).

Σύμφωνα με τις έρευνες μας, η έκφραση του TFPI-2 διαφέρει μεταξύ των 

γλοιωμάτων, βάσει του βαθμού διαφοροποίησης (grade). Δηλαδή, σε υψηλού βαθμού 

κακοήθειας όγκους, έχουμε μικρότερη έκφραση του TFPI-2. Έχει επίσης αποδειχθεί 

ότι, ο TFPI-2 εξαφανίζεται κατά το σχηματισμό νεοπλάσματος. Στη συγκεκριμένη 

μελέτη, επιλέξαμε μια υψηλού και μια χαμηλού βαθμού κακοήθειας κυτταρική σειρά 

γλοιώματος (SNB-19 και Hs683 αντίστοιχα), στις οποίες ενσωματώσαμε σταθερά 

vector control, ικανό να εκφράζει ένα συμπληρωματικό αντίγραφο του ολικού 

μήκους του mRNA του TFPI-2 σε sense (0.7 kb) και antisense (1 kb) 

προσανατολισμό. Έπειτα επιλέξαμε sense (SNB-19) κλώνους, οι οποίοι εκφράζουν 

υψηλά επίπεδα πρωτεΐνης και mRNA και, antisense (Hs683) κλώνους, που 

εκφράζουν χαμηλά επίπεδα πρωτεΐνης και mRNA, συγκριτικά με τα γονικά τους 

κύτταρα και τους vector controls. Όπως παρατηρήθηκε, τόσο in vitro όσο και in vivo, 

η upregulation ή η downregnlation του TFPI-2 προκαλεί μείωση ή αύξηση της 

διεισδυτικής συμπεριφοράς αυτών των κλώνων, συγκριτικά με τα γονικά κύτταρα και 

τους vector controls.

Ορμώμενοι από αυτά, το ενδιαφέρον μας στράφηκε στο ρόλο του TFPI-2 στην 

απόπτωση των κυττάρων του γλοιώματος. Απόπτωση δε σημαίνει τίποτα άλλο, παρά 

κυτταρική αυτοκτονία. Το κοινό σημείο των κυττάρων που υφίστανται απόπτωση, 

είναι η ενεργοποίηση μιας σειράς πρωτεασών, που είναι γνωστές ως caspases (19). 

Στην απόπτωση όμως, εμπλέκονται και άλλοι παράγοντες όπως, ο PARP [Poly 

(ADP-Ribose) Polymerase], ένα συστατικό του πυρήνα που αποτελεί στόχο των 

caspases και το σύμπλεγμα Apaf-l_cytochrome-c, που παίζει το ρόλο του 

ενεργοποιητή μερικών από τις caspases, όπως η caspase-9 (20,21). To cyt-c 

απελευθερώνεται από τα μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα, όπου συναντά και 

συνδέεται με τον Apaf-1 (Apoptosis Protease Activating Factor-1). Στην όλη 

διαδικασία, εμπλέκονται παράγοντες που προάγουν την κυτταρική επιβίωση, όπως ο 

Bcl-2 που εδράζεται στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων και εμποδίζει τη 

μετανάστευση του cyt-c στο κυτταρόπλασμα, καθώς και παράγοντες που 

ανταγωνίζονται τη δράση του Bcl-2, όπως ο ΒΑΧ (22-27). Επίσης, οδοί μεταφοράς 

σήματος, όπως οι MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases), περιλαμβανομένου
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των ERKs (Extracellular signal-Regulated Kinases), φαίνεται να επηρεάζουν τις 

οδούς προαγωγής και αντίστασης στην απόπτωση (28). Έτσι, σε αυτή τη μελέτη 

ενδιαφερθήκαμε να αναφέρουμε την έκφραση των προ- και αντι-αποπτωτικών 

συστατικών, όπως οι ΒΑΧ, Bcl-2, caspases (9,8,7,3), cyt-c, Apaf-1 και ERKs.
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ

Τα γλοιώματα, αποτελούν τη μεγαλύτερη υποκατηγορία πρωτοπαθών όγκων του 

ΚΝΣ. Η αιτιολογία τους όμως συγκριτικά με τα μηνιγγιώματα και τα νευρινώματα, 

είναι η λιγότερο καλά κατανοητή.

Στις ΗΠΑ, από τους 17000 πολίτες στους οποίους διαγιγνώσκεται πρωτοπαθής όγκος 

του εγκεφάλου, οι 11500 πεθαίνουν (29). Η πλειοψηφία των όγκων αυτών αφορά τα 

γλοιώματα. Στο 97%, τα γλοιώματα παρουσιάζουν ενδοκρανιακή εντόπιση. Σύμφωνα 

με μια μελέτη που έγινε στην πολιτεία του Los Angeles, για το χρονικό διάστημα 

1972-1991, από τα 6950 διαγνωσμένα πρωτοπαθή γλοιώματα, μόνο τα 187 (2,8%) 

εντοπίστηκαν στο σπονδυλικό σωλήνα, (0,14/100000 άνδρες/έτος - 0,11/100000 

γυναίκες/έτος), εκ των οποίων το 54% ήταν επενδυμώματα, το 40% αστροκυτώματα 

και μόλις το 6% άλλοι τύποι γλοιωμάτων (30,31).

Όσον αφορά τα ενδοκρανιακά γλοιώματα, για τα οποία θα γίνεται λόγος από εδώ και 

στο εξής, η καμπύλη επίπτωσης με βάση την ηλικία φαίνεται στην εικ. 1:

Females

0-4 10-14 20-24 30-34 40-44 50-54 00-64 70-74 30-84
5-9 15-19 25-29 35-39 45-19 55-59 55-09 75-79 85+

Εικ. 1 Καμπύλη επίπτωσης των ενδοκρανιακών γλοιωμάτων με βάση την ηλικία σε άνδρες και 
γυναίκες ανά 100.000 πληθυσμό (Preston - Martin S: Epidemiology. Berger & Wilson. The Gliomas. 
Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 2-11).

Η καμπύλη αυτή, μετά από μία άνοδο (peak) που παρουσιάζει σε ηλικία μικρότερη 

των 10 ετών, αρχίζει να ανέρχεται και πάλι μετά την ηλικία των 25 ετών,
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παρουσιάζοντας δεύτερο peak στη δεκαετία των 70 (32). Η επίπτωση των 

γλοιωμάτων σε άτομα ηλικίας άνω των 75 ετών, έχει διπλασιαστεί από το 1968 έως 

το 1985 ενώ, παρόμοια αύξηση παρατηρείται και στη θνητότητα, σε άτομα ηλικίας 

άνω των 65 ετών, παγκοσμίως (33-35). Αυτή όμως η αύξηση είναι μάλλον εικονική 

και για αυτό ευθύνονται τρεις παράγοντες: α) η βελτίωση των απεικονιστικών 

μεθόδων, β) η αλλαγή συμπεριφοράς στη φροντίδα των ηλικιωμένων ατόμων και γ) η 

σύσταση και εφαρμογή διαφόρων προγραμμάτων στους ηλικιωμένους (36).

Οι άνδρες ασχέτου εθνικότητας, προσβάλλονται σε μεγαλύτερη συχνότητα από τις 

γυναίκες, εικ. 2:

7 :-------

I 2,843

Other White Black Japanese Korean
Latino Chinese Filipino Other

Εικ. 2 Μέση ετήσια επίπτωση των ενδοκρανιακών γλοιωμάτων με βάση το φύλο και την εθνικότητα 
ανά 100.000 πληθυσμό (Preston - Martin S: Epidemiology. Berger & Wilson. The Gliomas. 
Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 2-11).

Η καλούμενη αναλογία ως προς το φύλο (sex ratio, SR) ποικίλει ανάλογα με την 

ηλικία, τον τύπο του γλοιώματος και την γεωγραφική περιοχή. Ανάλογα με τον τύπο 

του γλοιώματος, το SR είναι μεγαλύτερο για τα επενδυμώματα (2,1), ακολουθούν τα 

ολιγοδενδρογλοιώματα (1,6) και τα πολύμορφα γλοιοβλαστώματα (1,6), όπως 

προκύπτει από μελέτη που έγινε σε 9 γεωγραφικές περιοχές στις ΗΠΑ (37). Οι 

αναλογίες ως προς το φύλο, διαφέρουν μόνο στους ασιατικούς πληθυσμούς, οι οποίες 

είναι μικρότερες. Τα υψηλότερα ποσοστά αφορούν στη λευκή φυλή ενώ, έχει 

διαπιστωθεί ότι οι μετανάστες παρουσιάζουν υψηλότερο ποσοστό από τους ιθαγενείς.
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Για αυτό έχουν ενοχοποιηθεί, οι αλλαγές στον τρόπο ζωής. Επίσης από μελέτες έχει 

βρεθεί ότι η επίπτωση των γλοιωμάτων, αυξάνει στους άνδρες που ανήκουν στις 

ανώτερες κοινωνικές τάξεις ενώ, κάτι τέτοιο δε διαπιστώθηκε αντίστοιχα στις 

γυναίκες. Διάφορες μελέτες συσχετίζουν την επίπτωση και θνητότητα των 

γλοιωμάτων με την εργασία του ασθενούς (38-48). Αυτές όμως οι συσχετίσεις είναι 

πιθανές και απλώς, αιτιολογούν την ανδρική υπεροχή στα γλοιώματα.

Το προσδόκιμο επιβίωσης των ατόμων που πάσχουν από γλοίωμα, είναι άμεσα 

συνυφασμένο με τον ιστολογικό τύπο και την ηλικία. Για παιδιά ηλικίας 0-14 ετών, η 

πενταετής επιβίωση ανέρχεται στο 60% (49). Συγκεκριμένα, για ασθενείς με 

επενδύμωμα είναι 65%, 60% για αυτούς με ολιγοδενρογλοίωμα, 43% για ΡΝΕΤ 

(Primitive Neuroectodermal Tumors) και 44% για το αστροκύτωμα.

ΑΙΤΙΟΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ

Από διάφορες μελέτες, τόσο στο παρελθόν όσο και πρόσφατα, έχει παρατηρηθεί 

συσχέτιση μεταξύ γλοιωμάτων και χρόνιων παθήσεων, όπως ο σακχαρώδης διαβήτης 

και οι αλλεργικές αντιδράσεις (50,51). Ο ρόλος όμως, της ιονίζουσας ακτινοβολίας 

στην αιτιοπαθογένεια των όγκων του ΚΝΣ, είναι αναμφισβήτητος. Παιδιά που 

ακτινοβολήθηκαν στο ΚΝΣ στα πλαίσια θεραπείας της λευχαιμίας, παρουσίασαν 

υπεροχή στα γλοιώματα (52,53). Σύμφωνα με μια πρόσφατη μελέτη στη Σουηδία, η 

ακτινογραφία κοιλίας κατά τη διάρκεια εγκυμοσύνης, συνηγορεί υπέρ της αύξησης 

των όγκων του ΚΝΣ (54).

Μερικά γλοιώματα εμφανίζουν γενετικό χαρακτήρα, ιδίως αυτά που εμφανίζονται 

στα πλαίσια των φακωματώσεων, όπως η νευροϊνωμάτωση. Επίσης, διερευνάται ο 

οικογενής χαρακτήρας των γλοιωμάτων. Τα ΡΝΕΤ και τα γλοιώματα, εμφανίζονται 

κυρίως σε παιδιά, με συγγενείς που είχαν όγκο του ΚΝΣ. Πάντως η εμφάνιση 

γλοιώματος σε σχέση με την κληρονομικότητα δεν ξεπερνά το 4% (55-57).

Σε πειραματικό στάδιο βρίσκεται, η συσχέτιση μεταξύ όγκων του ΚΝΣ και νιτρωδών 

παραγώγων (NOCs) σε διάφορα είδη και κυρίως στους πιθήκους (58). Μάλιστα τα 

έμβρυα είναι 50 φορές πιο ευαίσθητα από τα μεγαλύτερα ζώα. Το μοντέλο αυτό,
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αναπτύχθηκε στη δεκαετία του ’70. Ως προδιαθεσικοί παράγοντες παρουσιάζονται οι 

εξής:

• Δίαιτα και μάλιστα αυτό υποστηρίζει την προαναφερθείσα υπόθεση

• Επαγγελματικοί παράγοντες (59)

• Λοιμογόνοι παράγοντες, όπως το Toxoplasma gontii, ο ιός της γρίπης κατά την 

εγκυμοσύνη (60-62) κτλ

• Ομάδα αίματος, σύμφωνα με το σύστημα ΑΒΟ ενοχοποιείται η ομάδα A (63-66)

• Φάρμακα όπως βαρβιτουρικά, διουρητικά, αντισταμινικά, αντιεμετικά (67,68)

• Κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις (67,69,70)

• Αλκοόλ (67,68,70)

• Κάπνισμα, παθητικό και ενεργητικό (67,70-72)

• Ηλεκτρικό και μαγνητικό πεδίο (73,74)

Οικογενή γλοιώματα

Η ανίχνευση ειδικών χρωμοσωμικών ανωμαλιών στους πρωτοπαθείς όγκους 

εγκεφάλου και, η συσχέτιση αυτών με κληρονομικώς μεταδιδόμενα νοσήματα, π.χ. 

οζώδης σκλήρυνση, νευροϊνωμάτωση, οικογενής πολυποδίαση, σύνδρομο Li 

Frammeni, οδήγησαν τους ερευνητές στη μελέτη αυτής της κακοήθειας (75-79). Ο 

Von Motz και οι συν. (80), ανέφεραν 3 αδελφές με αστροκύτωμα grade III και, οι 

Heunch και Blom (81), ανέφεραν δύο αδέλφια και μια θεία με πολύμορφο 

γλοιοβλάστωμα. Σύμφωνα με την National Familial Brain Tumor Registry, του 

ογκολογικού κέντρου John Hopkins στη Βαλτιμόρη, αναφέρονται 127 περιστατικά 

από 59 οικογένειες (82,83). Τα δείγματα, συλλέχθηκαν από 27 πολιτείες, την 

Κολομβία και τον Καναδά. Μέσος όρος ηλικίας ήταν τα 49 έτη και μέσος χρόνος 

ενασχόλησης με την εκπαίδευση, τα 12,9 χρόνια. Οι περισσότεροι ζούσαν σε αστικές 

ή ημιαστικές περιοχές, με πιο συχνή απασχόληση αυτή του αγρότη, δασκάλου και 

ηλεκτρολόγου σε τηλεφωνικές γραμμές. Πάνω από το 50% των ασθενών εμφάνισαν 

υψηλού βαθμού κακοήθειας (high grade) αστροκύτωμα.

Πέραν της κληρονομικότητας όμως, βασικό ρόλο παίζει και η έκθεση σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες. Η αναγνώριση προδιαθεσικών παραγόντων, η
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απόκτηση αναλυτικού οικογενειακού ιστορικού και η προώθηση εγγραφής των 

ασθενών αυτών σε ειδικές κοινότητες, θα βοηθήσουν επιδημιολογικά, γενετικά και σε 

έδαφος μοριακής βιολογίας τη διερεύνηση της αιτιολογίας-αιτιοπαθογένειας των 

όγκων του εγκεφάλου.

ΚΥΤΤΑΡΟΓΕΝΕΤΙΚΗ

Η ανάλυση των νεοπλασμάτων σε επίπεδο χρωματοσωμάτων, έπαιξε σημαντικό ρόλο 

στην κατανόηση της βιολογίας των όγκων καθώς και στη διάγνωση, ταξινόμηση και 

πρόγνωση αυτών. Δύο είναι οι κύριοι τύποι γονιδίων που πρωταγωνιστούν στην 

ανάπτυξη του όγκου, τα ογκογονίδια και τα κατασταλτικά γονίδια του όγκου.

Οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες που συμβάλλουν στην ογκογένεση είναι:

Α) Η μετάθεση, η προσθήκη και η αναστροφή, που αφορούν κυρίως τα ογκογονίδια 

Β) Η απόσπαση και η μονοσωμία, συσχετίζονται με τους καταστολείς 

Γ) Η τρισωμία, η ισοχρωμοσωμία, και τα ζεύγη μικρών έκκεντρων τμημάτων 

χρωματίνης (double minute χρωματοσώματα), αφορούν κυρίως τα ογκογονίδια.

Κυτογενετικά χαρακτηριστικά των γλοιωμάτων 

Πολύμορφο γλοιοβλάστωμα

Αναλύθηκε ο καρυότυπος από περίπου 200 γλοιοβλαστώματα, συμπεριλαμ

βανομένων 10 παιδιατρικών περιστατικών (84-93). Οι συνήθεις χρωμοσωμικές 

ανωμαλίες ήταν αριθμητικές και αφορούσαν τρισωμία 7, η οποία παρατηρήθηκε στο 

45% των περιπτώσεων, ενώ μονοσωμία στα χρωματόσωμα 10 και 22 παρατηρήθηκε 

στο 35% και 17% αντίστοιχα. Δομικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες, παρατηρήθηκαν 

στο 60% των περιπτώσεων που αναλύθηκαν και συγκεκριμένα, απόσπαση ή 

μετάθεση, ιδία του βαρέως σκέλους του χρωματοσώματος 9, εικ. 3 και 4:
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Bello MJ: Cytogenetics. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: W. B. Saunders Co 1999, 25-
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Εικ. 4 Δομικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες στον καρυότυπο πολύμορφου γλοιοβλαστιόματος (Rey JA, 
Bello MJ, de Compos, et al. On trisomy of chromosome 7 in human gliomas. Cancer Genet Cytogenet 
1987;29:323).

Επίσης παρατηρήθηκαν και ανωμαλίες του τύπου double minute (12-40% των 

περιπτώσεων).

Παρόμοια ευρήματα έχουμε και στο γλοιοσάρκωμα (75,86,94).

Αναπλαστικό αστροκύτωμα

Ελέγχθηκε ο καρυότυπος από 43 περιστατικά (75,84-87,90,92,95). Τα μισά ήταν 

κατά φύση ή 45,ΧΟ και τα υπόλοιπα μισά εμφάνισαν εικόνα παραπλήσια με αυτή του 

πολύμορφου γλοιοβλαστώματος.

12

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



Low grade αστροκύτωμα

Αναλύθηκαν 70 περιπτώσεις, συμπεριλαμβανομένων και 31 παιδιατρικών 

περιστατικών (86,87,90,92,93,95-97,98). Μόνο στις 26 (50%) περιπτώσεις ενηλίκων, 

παρατηρήθηκαν χρωμοσωμικές ανωμαλίες , ιδία τρισωμία 7 και double minute 

χρωματοσώματα, εικ. 5:
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Εικ. 5 Δομικές χρωμοσωμικές ανωμαλίες στον καρυότυπο low grade αστροκυτώματος - Τρισωμία 7 
(Rey JA, Bello MJ: Cytogenetics. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: W. B. Saunders Co 
1999, 25-37).

Μονοσωμία 10, 13, 15, 20 και 22, καθώς και δομικές αλλοιώσεις στα 

χρωματοσώματα 4, 11, 12, 13, 16, 18 και 21 εμφάνισαν μεμονωμένες περιπτώσεις. 

Είναι σημαντικό πάντως να σημειωθεί ότι, στα 15 από τα 26 προαναφερθέντα 

περιστατικά, η έλλειψη ενός φυλετικού χρωματοσώματος ήταν η μόνη ανωμαλία που 

παρατηρήθηκε.

Επενδυμώματα

Οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες, αφορούν κατά κύριο λόγο στο χρωματόσωμα 22 ενώ, 

έχει παρατηρηθεί και μονοσωμία 10 ή αποσπάσεις τμήματος του 10.

Ολιγοδενδρογλοιώματα

Τα δείγματα παρουσιάστηκαν είτε ως νορμοκαρυοτικά ή με καρυότυπο 45.ΧΟ. Οι
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περιπτώσεις με ανωμαλίες αφορούσαν το χρωματόσωμα 7, τρισωμία ή αλλοιώσεις 

στο μακρύ σκέλος, απόσπαση του βραχέως σκέλους του χρωματοσώματος 1 και 

μονοσωμία ή απόσπαση του 22 χρωματοσώματος.

Έχει παρατηρηθεί ότι, τα νεοπλάσματα που συνοδεύονται από χρωμοσωμικές 

ανωμαλίες υποτροπιάζουν και οι ασθενείς τελικά πεθαίνουν ενώ, στις περιπτώσεις 

που δεν ανιχνεύονται ανωμαλίες οι ασθενείς, παραμένουν εν ζωή και χωρίς υποτροπή 

του όγκου (99).

ΜΟΡΙΑΚΗ ΓΕΝΕΤΙΚΗ

Η δραστηριότητα των ογκογονιδίων και η έλλειψη ή μεταλλαγή της λειτουργικότητας 

των κατασταλτικών γονιδίων, φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στην εμφάνιση των 

γλοιωμάτων.

Κατασταλτικά γονίδια των όγκων (tumor suppressor genes): Αποτελούν τους 

ρυθμιστές της κυτταρικής διαίρεσης. Αναστολή της δράσης τους, συνεπάγεται 

ανεξέλεγκτη κυτταρική διαίρεση και άρα, δημιουργία όγκου (two hit theory’), εικ. 6:

Εικ. 6 Two hit theory της ογκογένεσης λόγω αναστολής της δράσης των κατασταλτικών γονιδίων 
(Rnudson AG: Mutation and cancer: Statistical study of retinoblastoma. Proc Natl Acad Sci USA 
1971 ;68:820).
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Οι παθολογικές καταστάσεις, που σχετίζονται με αναστολή της δράσης των γονιδίων 

αυτών και συνδυάζονται με όγκους του ΚΝΣ είναι:

• Η Νευροϊνωμάτωση τύπου I και II, όπου παρατηρούνται αστροκυτώματα και 

επενδυμώματα στον εγκέφαλο και το ΝΜ

• Η Οζώδης Σκλήρυνση (Νόσος του Boumeville), που συνδυάζεται με την 

ανάπτυξη υποεπενδυματικών γιγαντοκυτταρικών επενδυμωμάτων

a Το Σύνδρομο Li Frammeni, μια σπάνια δυσλειτουργία, όπου συνυπάρχουν 

σαρκώματα των μαλακών ιστών, καρκίνος του μαστού και όγκοι του ΚΝΣ, 

οικογενούς χαρακτήρα

• Η Νόσος Von Hippel Lindau, στην οποία παρατηρούνται αιμαγγειοβλαστώματα 

της παρεγκεφαλίδας, σε συνδυασμό με καρκίνωμα του μαστού και,

• Το Σύνδρομο Turcot, στο οποίο αστροκυτώματα και ΡΝΕΤ, συνδυάζονται με 

πολυποδίαση του παχέως εντέρου.

Κύριος εκπρόσωπος της κατηγορίας αυτής γονιδίων, είναι το γονίδιο ρ53, 

μεταλλάξεις ή ελλείψεις του οποίου παρατηρούνται σε πολλά είδη όγκων, καθώς και 

στα γλοιώματα (αστροκυτώματα, αναπλαστικά αστροκυτώματα και γλοιοβλα- 

στώματα). Το ρ53 γονίδιο εντοπίζεται στο 17ρ χρωματόσωμα και κωδικοποιεί μια 

πρωτεΐνη 53 kDa, γνωστή ως ρ53. Έχει βρεθεί ότι η ρ53 πρωτεΐνη, επηρεάζει τον 

κυτταρικό μεταβολισμό με πολλούς τρόπους, συμμετέχοντας στον έλεγχο του 

κυτταρικού κύκλου, στην επιδιόρθωση βλάβης του DNA μετά από ακτινοβολία, στην 

σταθεροποίηση του γονιδιώματος και στην απόπτωση δηλαδή, στον προγραμ

ματισμένο κυτταρικό θάνατο (100-111).

Αλλά τέτοια γονίδια είναι το NF1, που σχετίζεται με τη Νευροϊνωμάτωση τύπου I 

(νόσος του Von Recklinghausen), το NF2, με τη Νευροϊνωμάτωση τύπου II 

(πολλαπλά μηνιγγιώματα και ακουστικά νευρινώματα άμφω), το RB1, υπεύθυνο για 

το ρετινοβλάστωμα, το APC, που συνδέεται με το σύνδρομο Turcot και το ρ16, του 

οποίου η δράση παρομοιάζεται με αυτή του ρ53.

Ογκογονίδια {oncogenes): Εκτός όμως από τα γονίδια-καταστολείς του όγκου, 

σημαντικό ρόλο στην ογκογένεση, παίζουν και τα ογκογονίδια.
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Τα ογκογονίδια, δεν είναι τίποτα άλλο παρά, ενεργοποιημένα πρωτοογκογονίδια 

(proto-oncogenes). Πολλά πρωτοογκογονίδια, δρουν ως υποδοχείς των διάφορων 

παραγόντων ανάπτυξης. Μετάλλαξη, πολλαπλασιασμός ή υπερέκφραση των γονίδιων 

αυτών, συνεπάγεται συνεχές σήμα για κυτταρική ανάπτυξη. Σημαντικό ρόλο στη 

δημιουργία του γλοιοβλαστώματος, φαίνεται να παίζει το γονίδιο που κωδικοποιεί 

τον παράγοντα EGFR (Epidermal Growth Factor-Receptor), ο οποίος απομονώνεται 

στο 36% αυτών ενώ, παρατηρείται μόλις στο 7% και 3% στα αναπλαστικά και λοιπά 

αστροκυτώματα αντίστοιχα (112). Πρόκειται για μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη, 

μοριακού βάρους 170 kDa, που περιλαμβάνει ένα εξωκυττάριο τμήμα, που δεσμεύει 

τον EGF ή τον TGFa (Transforming Growth Factor alpha) παράγοντα, ένα 

διαμεμβρανικό τμήμα και ένα ενδοκυττάριο τμήμα, με δραστηριότητα τυροσίνης- 

κινάσης. Συνεπώς, ο υποδοχέας αυτός είναι κοινός τόσο για τον EGF παράγοντα, όσο 

και για τον TGFa. Παριστά μια απλή πρωτεΐνη, η έκφραση της οποίας μπορεί να είναι 

η κατάληξη των γενετικών μεταβολών των κυττάρων του γλοιώματος, σε ένα 

πρωιμότερο στάδιο της εξέλιξης. Αυξημένα επίπεδα TGFa, έχουν βρεθεί στα ούρα 

ασθενών με γλοίωμα, σε ποσά συγκρινόμενα με το βαθμό κακοήθειας. Παρόμοιο με 

το EGFR γονίδιο, είναι και το c-erbB-2, το οποίο αν και παρουσιάζει υπερέκφραση 

στα αστροκυτώματα, παρά ταύτα δε φαίνεται να πολλαπλασιάζεται στα γλοιώματα 

και αυτή του η υπερέκφραση δεν έχει εξακριβωθεί πλήρως αν σχετίζεται με την 

πρόγνωση (113).

Ο ΤΰΓβ (Transforming Growth Factor beta), συμβάλλει στην κυτταρική 

γονιμοποίηση και διαφοροποίηση και φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στην 

παθογένεση των γλοιωμάτων. Πιο συγκεκριμένα, παρουσιάζει ισχυρές 

ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες, δηλαδή καταστέλλει τα λεμφοκύτταρα που διηθούν 

το γλοίωμα και μεσολαβούν με την Ιντερλευκίνη-2 (IL-2), (114-116). Επίσης, η 

αλληλεπίδραση του ΤϋΡβ με το αγγειακό σύστημα, προκαλεί καταρράκτη από 

ανοσοαντιδράσεις (χημικές μεταβολές), που λαμβάνουν χώρα κατά την πηκτικότητα 

του αίματος.

Άλλα τέτοια γονίδια είναι, ο PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Receptor), o 

οποίος παίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της νευρογλοίας και εμφανίζεται σε
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δυο τύπους, PDGFRA (παρουσιάζεται να έχει υψηλότερα επίπεδα έκφρασης) και 

PDGFRB, ο FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor), με μιτογόνο και αγγειογενή 

δραστηριότητα, ο IGF1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor), που φαίνεται να 

σχετίζεται με την γένεση και την εξέλιξη των γλοιωμάτων, καθώς και άλλα όπως c- 

myc, N-myc, N-ras, c-ros κλπ.

Συμπερασματικά λοιπόν, θα λέγαμε ότι η ογκογένεση, σχηματικά τουλάχιστον, θα 

μπορούσε να παρασταθεί ως εξής, εικ. 7:

Oncogenes 
Gain of Function

MALIGNANT

Εικ. 7 Σχηματική παράσταση της ογκογένεσης (Morrison RS: Growth Factor - Mediated Signaling 
Pathways. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 52-64).

και πολύ απλουστευμένα θα μπορούσε να περιγράφει ως:

• Αδρανοποίηση (inactivation) των γονιδίων-καταστολείς των όγκων, ή

• Ενεργοποίηση (activation) των ογκογονιδίων,

η οποία πραγματοποιείται μέσα από ειδικά μονοπάτια-οδούς ενδιάμεσου σήματος, 

που δεν είναι άλλα από αυτά της γονιμοποίησης, της διείσδυσης, της αγγειογένεσης 

και της μετανάστευσης (proliferation, invasiveness, angiogenesis and migration), εικ. 

8:
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Astrocytoma Cells© fumor-Derived

Εικ. 8 Ενεργοποίηση των ογκογονιδίων μέσα από ειδικά μονοπάτια - οδούς ενδιάμεσου σήματος 
(Morrison RS: Growth Factor - Mediated Signaling Pathways. Berger & Wilson. The Gliomas. 
Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 52-64).

ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΓΛΟΙΩΜΑΤΩΝ

Έχει αποδειχθεί ότι, οι ασθενείς των οποίων οι όγκοι αυξάνουν το μεταβολισμό της 

γλυκόζης μετά από χημειοθεραπεία, ως απάντηση σε αυτή, παρουσιάζουν και τη 

μικρότερη επιβίωση. Ο έλεγχος γίνεται με ποζιτρονιακό τομογράφο (ΡΕΤ), προ και 

μετά τη θεραπεία (117-118).

Όσον αφορά στην ανταπόκριση στην ακτινοθεραπεία, τα αποτελέσματα ποικίλλουν 

και για αυτό απαιτείται περισσότερη μελέτη επί του θέματος.

Η γλυκόζη αποτελεί την βασικότερη πηγή ενέργειας και ο μεταβολισμός της φαίνεται 

στην εικόνα που ακολουθεί, εικ. 9:

GLUCOSE

Embden
Meverhof

Pyruvate— 
I^NADH
k^NAD+

Lactate

Acetyl-CoA+
|CQ2 from C-3, C-T~

602

TCA - 
Cycle

RNA & DNA 

GSSG GSH
Fatly Acids & Cholesterol
H202 Detoxification
Neuro transmitter Hvdroxvlation

C()2 
from C-2 or C-5

after 125 turns
from C-l or C-6

after 2.5 turns

Εικ. 9 Ο μεταβολισμός της γλυκόζης (Spense AM: Glioma Metabolism. Berger & Wilson. The 
Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 65-75).
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Σε αντίθεση με τη γλυκόζη, ο μεταβολισμός του οξυγόνου στα κακοήθη γλοιώματα, 

μειώνεται συγκριτικά με το φυσιολογικό εγκεφαλικό ιστό (MRCh), δεδομένου ότι η 

ροή του αίματος είναι η ίδια και στις δύο περιπτώσεις (119,120).

Επίσης έχει παρατηρηθεί ότι, η πρωτεϊνοσύνθεση αυξάνεται στα κακοήθη 

νεοπλάσματα και μάλιστα, ανάλογα με το βαθμό κακοήθειας (121-124). Για τον 

προσδιορισμό της πρωτεϊνοσύνθεσης, το mo πολλά υποσχόμενο αμινοξύ, είναι η 

λεύκινη, γιατί διαπερνά τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό (ΑΕΦ) και εισέρχεται στον 

εγκεφαλικό ιστό, δια μέσου του φυσιολογικού μηχανισμού των αμινοξέων. Σύμφωνα 

με τον Mineura και συν. (125), η έκπτωση της πρωτεϊνοσύνθεσης μετά από 

ακτινοθεραπεία, σχετίζεται με βελτίωση της νευρολογικής εικόνας για περισσότερο 

χρονικό διάστημα, καθώς και βελτίωση της απεικόνισης της βλάβης μετά από CT 

έλεγχο (125).

Πάντως, τουλάχιστον ακόμη, δε μπορούμε να πούμε αν, η προσφορά του 

προσδιορισμού των παραγόντων μεταβολισμού, συγκριτικά με την CT και τον MRI, 

είναι περισσότερο ή λιγότερο αξιόπιστη και κλινικά χρήσιμη. Χρειάζεται για αυτό 

περαιτέρω έλεγχος στη διάθεσή μας.

ΔΙΕΙΣΔΥΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ΓΑΟΙΩΜΑΤΩΝ

Η διεισδυτικότητα, αποτελεί την πρωταρχική αιτία υποτροπής των κακοήθων 

γλοιωμάτων, κατόπιν τοπικής θεραπείας αυτών και οφείλεται στη μικροσκοπική 

διήθηση του περιβάλλοντα φυσιολογικού ιστού από νεοπλασματικά κύτταρα. Αυτή 

τους η ιδιότητα, είναι και το σημαντικότερο εμπόδιο ανταπόκρισης στη θεραπεία.

Οι μηχανισμοί ανάπτυξης και διείσδυσης των γλοιωμάτων, περιλαμβάνουν μεταβολές 

στην κυτταρική προσκόλληση, τη διακίνηση και την πρωτεόλυση των συστατικών 

της κυτταρικής μεμβράνης. Η έκφραση πολλών πρωτεολυτικών ενζύμων όπως, οι 

πρωτεάσες κυστεΐνης, η καθεψίνη Β και οι μεταλλοπρωτεάσες της μεμβράνης 

(ΜΜΡ), φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο στην διεισδυτικότητα των γλοιωμάτων.

Παθολογική Ανατομία: Τα γλοιώματα και ιδιαίτερα τα αναπλαστικά, διηθούν και 

εξαπλώνονται καταλαμβάνοντας μεγάλη έκταση στον εγκέφαλο.
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Σε ιστολογικά παρασκευάσματα, τα περισσότερα γλοιοβλαστώματα περιλαμβάνουν 

μια κεντρική περιοχή νέκρωσης, που περιβάλλεται από πυκνό δακτύλιο 

νεοπλασματικών κυττάρων και μια περιφερική ζώνη διήθησης. Η διήθηση αυτή, 

επιτυγχάνεται κατά μήκος των οδών της λευκής ουσίας, γύρω από τα νευρικά 

κύτταρα, κατά μήκος των αγγείων και κάτω από τη χοριοειδή μήνιγγα (126,127). Σε 

αυτή ακριβώς, οφείλεται και η τάση τους να υποτροπιάζουν. Η κατανόηση της 

βιολογίας της διεισδυτικότητας των γλοιωμάτων, θα δώσει φως στη θεραπευτική τους 

αντιμετώπιση.

Σε περίπτωση τοπικής θεραπείας του όγκου (χειρουργείο, ακτινοβολία) και 

υποτροπής αυτού, ο νέος όγκος εμφανίζεται στην ίδια θέση και μάλιστα σε ποσοστό 

μεγαλύτερο από το 90% των περιπτώσεων (128-131), εικ. 10:

Εικ. 10 ΤΙ ακολουθίες μετά από έγχυση σκιαγραφικής ουσίας κακοήθους γλοιώματος στους 0 (Α), 3 
(Β) και 6 (C) μήνες μετά την διάγνωση του όγκου. Είναι σαφής η προοδευτική επιδείνωση της εικόνας 
(Mikkelsen Τ, Rosenblum ML: Tumor Invasiveness. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: 
W.B. Saunders Co 1999, 76-86).

Από μελέτες έχει αποδειχθεί ότι, η διείσδυση των νεοπλασματικών κυττάρων γίνεται 

κατά μήκος της μυέλινης, δια μέσου του μεσολοβίου, μέσω του ΕΝΥ και κατά μήκος 

των βασικών μεμβρανών. Οι πιο συχνές οδοί διασποράς των κακοήθων 

αστροκυτωμάτων, είναι κατά συνέχεια ιστών και κατά μήκος της μυέλινης.

Η in vitro καταγραφή της διεισδυτικότητας, επιτυγχάνεται με τη μέθοδο matrigel και 

με αυτή των σφαιροειδών (132-134). Σύμφωνα με την τελευταία αποδεικνύεται ότι, 

σφαιροειδή μεταστατικών όγκων δε διηθούν συσσωρεύσεις (aggregates) κυττάρων 

εγκεφαλικού παρεγχύματος, ενώ αντίθετα τα κύτταρα γλοιώματος διηθούν, αλλά δε 

διηθούν συσσωματώματα από κύτταρα λεπτής μήνιγγας, τα οποία διηθούνται και 

μάλιστα επιθετικότατα από τα μεταστατικά κύτταρα, όπως κύτταρα από καρκίνο του 

μαστού ή του πνεύμονα (αιματογενής διασπορά) (135).
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Μηχανισμοί διήθησης των νεοπλασματικών κυττάρων:

• Πρωτεολυτικά ένζυμα: είναι σημαντικός ο ρόλος τους, τόσο στην ανάπτυξη- 

επέκταση του νεοπλάσματος, όσο και στην αγγειογένεση. Αυτός είναι και ο 

λόγος της έντονης αγγειοβρίθειας των όγκων, η οποία μάλιστα σχετίζεται με το 

βαθμό κακοήθειας. Τα ένζυμα αυτά δεν είναι άλλα από τις πρωτεάσες της 

σερίνης και τις μεταλλοπρωτεάσες της κυστεΐνης και του ασπαρτικού οξέος. 

Πολύ σημαντικός είναι ο έλεγχος των μεταλλοπρωτεασών. Έχει αποδειχθεί ότι, 

πρόκειται για σημαντικούς παράγοντες, που μεσολαβούν στη μετανάστευση 

κατά συνεχεία ιστών. Η έκκριση αυτών από τα αστροκύτταρα, φαίνεται να 

συμβάλλει στην ανάπτυξη, την επέκταση, καθώς και στη φλεγμονή και την 

τοπική διήθηση των αστροκυτωμάτων (136). Αναφέρεται ότι οι 

μεταλλοπρωτεάσες, προκαλούν διάσπαση των ιστών και έτσι συμβάλλουν στην 

επέκταση του όγκου (137-139). Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί, το 

σύμπλεγμα uPA-uPAR και ο αναστολέας ΡΑΙ (Plasminogen Activator 

Inhibitor). Ο ΡΑ είναι ένα ένζυμο, η ενεργοποίηση του οποίου πιστεύεται ότι, 

αποτελεί έναν από τους μηχανισμούς με τους οποίους τα νεοπλασματικά 

κύτταρα, προκαλούν λύση των κυτταρικών δομών που περιβάλλουν τον όγκο 

και επιτυγχάνουν έτσι την επέκταση αυτού (140,141). Άλλα παραδείγματα 

αποτελούν, η καθεψίνη Β, μια πρωτεάση κυστεΐνης, η μεταλλοπρωτεάση 

ΜΜΡ-2, η κολλαγενάση τύπου IV και η α2 μακροσφαιρίνη, ένζυμα τα οποία 

ανιχνεύονται στις κακοήθειες, όπως και στα γλοιώματα και φαίνεται να 

παίζουν ρόλο στην αύξηση και την επέκταση των όγκων αυτών (142).

• Μόρια προσκόλλησης: Πρόκειται για πρωτεΐνες, συστατικά της κυτταρικής 

μεμβράνης, οι οποίες συμβάλλουν στη στεγανοποίηση των κυτταρικών 

μεμβρανών, καθώς και στη στερεά πρόσφυση και συνένωση των κύτταρων 

μεταξύ τους, έτσι ώστε η απουσία τους οδηγεί σε αύξηση της μεταστατικής 

ικανότητας των κυττάρων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η NCAM 

(Neural Cell Adhesion Molecule), η οποία παίζει σημαντικό ρόλο στην 

κυτταρική ακεραιότητα (143).

• Παράγοντες ανάπτυξης: Μελέτες δείχνουν ότι, οι EGF και FGF ενεργοποιούν 

το μηχανισμό της κυτταρικής διαίρεσης, ενώ ο PDGF (ΑΑ και ΒΒ), όχι μόνο
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δεν παρουσιάζει καμία τέτοια δράση αλλά αντιθέτως, ενεργοποιεί την 

παραγωγή κυττάρων που μοιάζουν με τα ολιγοδενδροκύτταρα (144-146). Η 

γένεση, η διείσδυση και η μετάσταση κυττάρων είναι βιολογικές ιδιότητες, που 

διαφέρουν μεταξύ τους και δεν είναι απαραίτητο να σχετίζονται η μία με την 

άλλη. Έτσι εξηγείται, γιατί οι διάφοροι όγκοι ανταποκρίνονται διαφορετικά 

στους παράγοντες ανάπτυξης.

• Παράγοντες μετανάστευσης·. Ένας τέτοιος παράγοντας που έχει απομονωθεί, 

είναι γνωστός ως GMF (Glioma-derived Motility Factor). Ουσιαστικά 

πρόκειται για δύο μοριακά είδη, GMF I και GMF Π. Ο παράγοντας αυτός 

παίζει ρόλο, ιδιαίτερα όταν τα νεοπλασματικά κύτταρα αποχωρίζονται και 

μεταναστεύουν μακριά από την πρωτοπαθή εστία, προάγοντας έτσι την 

διεισδυτικότητα. Έχει αποδειχθεί όμως ότι, για να δράσει ο GMF απαιτείται η 

φυσιολογική δομή και οργάνωση του κυτταρικού σκελετού, όπως αυτή των 

ινιδίων ακτίνης. Επώαση των κύτταρων με κυτοχαλασίνη Β, η οποία διακόπτει 

το δίκτυο των ινιδίων ακτίνης, συνεπάγεται αναστολή της δράσης του GMF και 

επομένως και της μετανάστευσης (147). Παρόμοια δράση, λέγεται ότι 

παρουσιάζουν και οι πρωτεάσες κυστεΐνης, όπως οι καθεψίνες Β και L (148).

ΑΓΓΕΙΟΓΕΝΕΣΗ

Διακρίνονται τρεις κατηγορίες αγγειογένεσης:

A) Tumor-associated angiogenesis, διασπορά νέων μικροαγγείων, από προϋπάρ- 

χοντα μικροαγγεία του εγκεφάλου προς το νεόπλασμα.

Β) Tumor-induced vascular modification, τα νεοπλασματικά κύτταρα, διηθούν τα 

φυσιολογικά αγγεία του εγκεφάλου, μεταβάλλοντας τη μορφολογία και τη 

λειτουργικότητα τους.

Γ) Vascular expansion, προϋπάρχοντα φυσιολογικά αγγεία επιμηκύνονται και 

τροποποιούνται, ώστε να αντεπεξέλθουν στις αυξημένες ανάγκες παροχής αίματος, 

λόγω ανάπτυξης του όγκου ή εμφάνισης αρτηριοφλεβικής επικοινωνίας.

Στα low grade γλοιώματα, η μικροκυκλοφορία υφίσταται από προϋπάρχοντα αγγεία.
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που περιβάλλονται από νεοπλασματικά κύτταρα ενώ, στην αρχιτεκτονική δομή των 

high grade, απαντώνται και οι τρεις προαναφερθείσες υποκατηγορίες αγγειογένεσης. 

Η αγγειογένεση λαμβάνει χώρα μέσω ενός καταρράκτη γεγονότων, που 

περιλαμβάνουν βασικά 3 φάσεις, την αρχική, την παραγωγική και την τελική φάση. 

Αυτές οι τρεις φάσεις απαρτίζονται από δέκα βήματα:

• Τα νέα μικροαγγεία προέρχονται από τα μετατριχοειδικά φλεβίδια.

• Η αρχική φάση λαμβάνει χώρα όταν, καταστρέφεται η κυτταρική μεμβράνη 

του φλεβιδίου στο σημείο, όπου ενεργοποιείται ο αγγειογενετικός παράγων.

• Τα ενδοθηλιακά κύτταρα επιμηκύνονται και μεταναστεύουν.

» Ενδοθηλιακά κύτταρα ακολουθούν τα κύτταρα οδηγούς και στοιχίζονται ώστε, 

να σχηματιστεί η αρχική εστία.

• Σχηματίζεται το κανάλι και ο αυλός.

• Τα κύτταρα οδηγοί δε διαιρούνται. Τα υπόλοιπα ενδοθηλιακά κύτταρα όμως, 

διαιρούνται και η παραγωγική φάση αρχίζει. Έτσι σιγά-σιγά εμφανίζονται τα 

πρώτα μικροαγγεία.

• Στην τελική φάση τα μικροαγγεία συνενώνονται ή αναστομώνονται, 

σχηματίζοντας μεγαλύτερα αγγεία.

• Εμφανίζεται ενδοαγγειακή ροή.

• Κύτταρα περιβάλλουν τα νέα αγγεία.

β Νέες κυτταρικές μεμβράνες σχηματίζονται γύρω από τα ενδοθηλιακά κύτταρα. 

Η τελική φάση έχει πλέον ολοκληρωθεί και μπορούμε να μιλάμε για μια νέα 

κυκλοφορία άκρως λειτουργική.

ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΚΑΙ ΔΙΑΒΑΘΜΙΣΑ ΤΩΝ ΓΛΟΙΩΜΑΤΩΝ

Μέχρι σήμερα, έχουν γίνει πολλές προσπάθειες ταξινόμησης των γλοιωμάτων, 

λαμβάνοντας υπόψη την ιστολογική τους εικόνα, την ακτινολογική τους απεικόνιση, 

τη θέση εντόπισης και την κυτταροκινητική τους. Όμως, η αιτιολογική τους 

ταξινόμηση γίνεται με βάση την ιστογένεση και την κυτταρική διαφοροποίηση που 

εμφανίζουν. Η ιστογένεση προσδιορίζεται από την προέλευση των κυττάρων, το
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αρχικό στάδιο διαφοροποίησης και τις μεταβολές, που υφίσταται ο φαινότυπος και ο 

γονότυπος όταν αναπτύσσεται το νεόπλασμα.

Η Παγκόσμια Οργάνωση Υγείας (WHO=World Health Organization), πρότεινε μια 

ιστολογική ταξινόμηση των νεοπλασμάτων του ΚΝΣ και κατά επέκταση και των 

γλοιωμάτων, η οποία γίνεται βάσει της διαφοροποίησης.

Έτσι τα γλοιώματα διακρίνονται σε:

Α) Αστροκυτταρικούς όγκους 

Β) Ολιγοδενδρογλοιακούς όγκους 

Γ) Επενδυματικούς όγκους και,

Δ) Μικτά γλοιώματα

Α) Αστροκυτταρικοί όγκοι

Διακρίνονται σε 2 μεγάλες υποκατηγορίες:

1) Αστροκυτώματα, πρόκειται για διάχυτους διηθητικούς αστροκυτταρικούς 

όγκους, που διακρίνονται σε:

® Α στροκύτωμα (WHΟ grade II)

• Αναπλαστικό αστροκύτωμα (WHO grade III) και,

• Πολύμορφο γλοιοβλάστωμα (WHO grade IV)

2) Ειδικοί τύποι αστροκυτταρικών όγκων:

• Πιλοκυτταρικό αστροκύτωμα (WHO grade (149,150)

• Πλειομορφικό ξανθοαστροκύτωμα και,

• Υποεπενδυματικό γιγαντοκυτταρικό αστροκύτωμα (απαντάται στην οζώδη 

σκλήρυνση)

Μια άλλη κατάταξη βάσει της ιστό λογικής εικόνας είναι σε:

• Ινώδες (Fibrillary), που είναι και το πιο συχνό, εικ.11

• Γεμιστοκυτταρικό (Gemistocytic), το δεύτερο κατά σειρά συχνότητας, εικ. 12 

και,

• Πρωτοπλασμικό (Protoplasmic), απαντάται σπάνια, λιγότερο από το 1% των

αστροκυτωμάτων, εικ. 13
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Εικ. 11 Ινώδες αστρόκύτωμα (WHO grade II) (Vandenberg SR, Lopes MBS: Classification. Berger & 
Wilson. The Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 172-191).

Εικ. 12 Γεμιστοκυτταρικό αστρόκύτωμα (WHO grade II) (Vandenberg SR, Lopes MBS: 
Classification. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 172-191).

Εικ. 13 Πρωτοπλασμικό αστρόκύτωμα (WHO grade II) (Vandenberg SR, Lopes MBS: Classification. 
Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 172-191).
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Το γεμιστοκυτταρικό, είναι το δεύτερο πιο συχνό αστροκύτωμα, 10-20% όλων των 

αστροκυτωμάτων. Για να χαρακτηριστεί ένα αστροκύτωμα ως γεμιστοκυτταρικό, θα 

πρέπει το 60% των κυττάρων του και άνω, να είναι γεμιστοκύτταρα. Είναι 

αποδεδειγμένο ότι, όγκοι που έχουν πάνω από 20% γεμιστοκύτταρα, έχουν πιο 

επιθετική βιολογική συμπεριφορά, από όγκους του ιδίου βαθμού διαφοροποίησης, 

που απαρτίζονται από περισσότερα ινώδη κύτταρα (152).

• Σύμφωνα με μια άλλη κλίμακα ταξινόμησης, το St Anne-Mayo system, τα 

αστροκυτώματα βαθμονομούνται ανάλογα με το αν υπάρχει ή όχι ατυπία, μίτωση, 

ενδοθηλιακή γονιμοποίηση και νέκρωση. Η ταξινόμηση κατά WHO, ουσιαστικά 

αποτελεί μια απλοποιημένη μορφή της ταξινόμησης κατά St Anne-Mayo. Η 

αντιστοιχία έχει ως εξής:

» Grade 2, όπου δεν παρατηρείται κανένα από τα προαναφερθέντα μορφολογικά 

κριτήρια, (WHO grade I).

• Grade 2, παρατηρείται μόνο ατυπία, 1, (WHO grade Π).

• Grade 3, υπάρχει ατυπία και μίτωση, 2, (WHO grade III).

• Grade 4, εμφανίζονται τρεις ή τέσσερις από τις παραπάνω παραμέτρους, όπου 

εκτός από ατυπία και μίτωση, υπάρχει επιπλέον ενδοθηλιακή γονιμοποίηση ή 

και νέκρωση, 3 ή 4, (WHO grade IV).

Το αστροκύτωμα 1 σύμφωνα με το St Anne-Mayo system, είναι τόσο σπάνιο, ~1%, 

που θεωρείται ουσιαστικά ανύπαρκτο.

Σε υποτροπή του όγκου, στο 50-75%, ο επανεμφανιζόμενος όγκος, είναι υψηλότερου 

βαθμού κακοήθειας, από τον αρχικό (151).

Τα πολύμορφα γλοιοβλαστώματα, αντιπροσωπεύουν το 15-20% όλων των 

ενδοκρανιακών όγκων και περίπου το 50% όλων των γλοιωμάτων, στους ενήλικες. 

Τα περισσότερα από αυτά, προκύπτουν από αστροκυτώματα grade II και III. 

Σπανιότερα, εμφανίζονται de novo, χωρίς να προϋπάρχει χαμηλότερου βαθμού 

κακοήθειας βλάβη. Μια κλινικοπαθολογική μελέτη των γλοιωμάτων, με μέγιστη 

διάσταση μικρότερη από 2 cm, αποκάλυψε ότι το 20% αυτών, ήταν πολύμορφα 

γλοιοβλαστώματα, ακόμη και σε πρώιμα στάδια (153-157).

Τα πολύμορφα γλοιοβλαστώματα, είναι εξαιρετικά επιθετικοί όγκοι. Το μέγεθος τους 

ποικίλει από λίγα mm, έως πολλά cm. Η διασπορά του όγκου μπορεί να είναι τόσο
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μεγάλη, ώστε να επεκτείνονται, δια του μεσολοβίου, στο αντίθετο ημισφαίριο 

(‘'butterfly" pattern).

Σύμφωνα με τη WHO, διακρίνουμε δύο ιστοπαθολογικές υποκατηγορίες 

πολύμορφων γλοιοβλαστωμάτων:

• Το γιγαντοκυτταρικό γλοιοβλάατωμα, που εντοπίζεται κυρίως στον κροταφικό 

λοβό, έχει καλύτερη πρόγνωση από το τυπικό γλοιοβλάστωμα και μοιάζει πολύ 

με καρκίνωμα και,

• Το γλοιοσάρκωμα, που η συχνότητα του σαρκωματώδους στοιχείου, κυμαίνεται 

από 2-8% (158,159).

Β) Ολιγοδενδρογλοιακοί όγκοι

1) Ολιγοδενδρογλοίωματα: αποτελούν το 5% όλων των ενδοκρανιακών όγκων και 

το 10-17% όλων των γλοιωμάτων (160-162).

2) Αναπλαστικά ολιγοδενδρογλοιώματα: αντιπροσωπεύουν λιγότερο από το 5% 

των γλοιωμάτων και αντιστοιχούν στα υψηλού βαθμού κακοήθειας νεοπλάσματα 

(163).

Γ) Επενδυματικοί όγκοι

Διακρίνονται σε:

1) Επενδυμώματα και,

2) Υποεπενδυμώματα, τα οποία περιέχουν επενδυματικά κύτταρα και 

αστροκύτταρα.

Τα επενδυμώματα, αποτελούν το 10% των όγκων του εγκεφάλου και το 6% των 

ενδοκρανιακών γλοιωμάτων, με μεγαλύτερη συχνότητα στην παιδική και νεανική 

ηλικία (151,164). Οι όγκοι αυτοί, αναπτύσσονται κατά προτίμηση στο κοιλιακό 

σύστημα και ιδία στην 4η κοιλία και ακολουθούν ο υδραγωγός και ο νωτιαίος μυελός.
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Εν αντιθέσει με τα παιδιά, στους ενήλικες, τα επενδυμώματα αντιστοιχούν στο 60% 

των γλοιωμάτων του νωτιαίου μυελού (165).

Σύμφωνα με την WHO διακρίνονται 3 ιστολογικές υποκατηγορίες:

• Το κυτταρικό (cellular)

• Το παπιλλώδες (papillary) και,

• Των αμιγών κύτταρων (clear cell)

Το αναπλαστικό επενδύμωμα, αποτελεί την κακοήθη εξέλιξη του επενδυμώματος και 

μπορεί να συμβεί στα περισσότερα σημεία εντόπισης του όγκου, αλλά είναι ασύνηθες 

στα επενδυμώματα του νωτιαίου μυελού (151). Εδώ, αξίζει να τονιστεί η 

διαφοροποίηση μεταξύ επενδυμοβλαστώματος και αναπλαστικού επενδυμώματος. Το 

επενδυμοβλάστωμα, αντιπροσωπεύει εμβρυονικό όγκο, εξαιρετικά κακοήθη, συχνά 

γιγαντιαίο, που εμφανίζεται υπερσκηνιδιακά σε νεογνά και παιδιά ηλικίας κάτω των 5 

ετών. Είναι όγκος που επιθετικά διηθεί τις γύρω δομές και έχει την τάση να δίνει 

πολύ σύντομα σταγονοειδείς μεταστάσεις κατά μήκος του ΚΝΣ.

Το μυξοπαπιλλώδες (mixopapillary) επενδύμωμα, αποτελεί μια κλινικοπαθολογική 

διάκριση του επενδυμώματος. Πρόκειται για ένα βραδέως εξελισσόμενο όγκο, που 

εντοπίζεται συνήθως στην ιππούριδα των ενηλίκων (166,167).

Δ) Μικτά γλοιώματα

Στην προσπάθεια να τεθούν κανόνες ορισμού, έχει ορισθεί ότι, μικτοί όγκοι 

χαρακτηρίζονται τα γλοιώματα στα οποία ο μικρότερος ποσοτικά, κυτταρικός τύπος, 

ξεπερνά το 30% (168).

Διακρίνουμε:

1) Τα μικτά ολιγοαστροκυτώματα, τα οποία αποτελούν μίγμα ολιγοδενδρο- 

κυττάρων και ποικίλου αριθμού νεόπλαστων αστροκυττάρων, με όχι και τόσο 

καλή πρόγνωση (163,169).

2) Το κακοήθες ολιγοαστροκύτωμα, είναι γενικώς αποδεκτό ότι, το 

αστροκυτταρικό στοιχείο είναι το πλέον υπεύθυνο για την αναπλαστική 

μεταλλαγή του όγκου (151,154).
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ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ

Γενικώς οι ταχέως εξελισσόμενοι όγκοι, προκαλούν έντονη νευρολογική 

συμπτωματολογία, ενώ αντίθετα, οι βραδέως αναπτυσσόμενοι, παρουσιάζουν πτωχή 

συμπτωματολογία, επειδή δίνουν χρόνο στον εγκέφαλο να προσαρμοστεί. Όπως 

έχουμε ήδη αναφέρει, στο 97%, τα γλοιώματα παρουσιάζουν ενδοκρανιακή εντόπιση. 

Η πιο συνηθισμένη εκδήλωση των όγκων του εγκέφαλου, είναι η προοδευτική 

εμφάνιση παρετικής σημειολογίας. Η κεφαλαλγία, που είναι σύμπτωμα πολλών 

παθήσεων, εμφανίζεται στο 54% των όγκων του εγκέφαλου, ενώ οι επιληπτικές 

κρίσεις, που δίνουν ελπίδες καλύτερης πρόγνωσης, στο 26%.

Επειδή η συμπτωματολογία εξαρτάται από την εντόπιση του όγκου, για το λόγο αυτό 

θα αναφερθούμε ξεχωριστά στην κλινική εκδήλωση των υπερσκηνιδίων και 

υποσκηνιδίων όγκων αντίστοιχα.

» Υπερσκηνίδιοι όγκοι

1. Ενδοκράνια υπέρταση, από την πίεση που εξασκεί στον εγκέφαλο ο όγκος, το 

περιεστιακό οίδημα ή και τα δύο

2. Εστιακή νευρολογική σημειολογία βλάβης του παρεγχύματος, εξαιτίας της 

διήθησης από τον όγκο, της πίεσης που εξασκείται από τη μάζα, το οίδημα ή την 

αιμορραγία που μπορεί να προκληθεί εντός του όγκου και της πίεσης που 

δέχονται οι εγκεφαλικές συζυγίες

3. Επιληπτικές κρίσεις

4. Ψυχικές διαταραχές, σύγχυση, κατάθλιψη, απάθεια, λήθαργος και,

5. Εικόνα παροδικού ισχαιμικού επεισοδίου

« Υποσκηνίδιοι όγκοι

1. Ενδοκράνια υπέρταση λόγω υδροκεφαλίας και,

2. Σημειολογία ανάλογα με την υποσκηνίδια δομή που υφίσταται την πίεση:

> Ημισφαίρια της παρεγκεφαλίδας: αταξία των άκρων, δυσμετρία, τρόμος 

τελικού σκοπού.

> Σκώλικας: βάδισμα με ευρεία βάση, παραπαίον βάδισμα (βάδισμα

μεθυσμένου), αταξία κορμού.
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> Εγκεφαλικό στέλεχος: κατάληψη των κρανιακών συζυγιών, διαταραχές από 

τις μακρές ίνες και περιστροφικός ή κάθετος νυσταγμός.

ΠΑΡΑΚΛΙΝΙΚΗ ΕΚΤΙΜΗΣΗ

> Αξονική τομογραφία (CT)

> Μαγνητική τομογραφία (MRI)

> Μονοφωτονική τομογραφία (SPECT) και,

> Ποζιτρονιακή τομογραφία (ΡΕΤ)

Η κλινική εικόνα, η θεραπεία και η πρόγνωση των ενδοκρανιακών όγκων και 

ειδικότερα των γλοιωμάτων, έχουν αλλάξει ριζικά μετά την ανακάλυψη και την 

ευρεία εφαρμογή των μοντέρνων απεικονιστικών εξετάσεων (CT και MRI), οι οποίες 

μάλιστα είναι ατραυματικές, παρουσιάζουν με μεγάλη ευκρίνεια την ανατομία των 

δομών και επαναλαμβάνονται χωρίς ιδιαίτερες επιπτώσεις. Οι εξετάσεις αυτές έχουν 

εκτοπίσει τελείως, όλες τις παλιές και επικίνδυνες νευροαπεικονιστικές μεθόδους 

διερεύνησης του ΚΝΣ, όπως την κοιλιογραφία, την πνευμοεγκεφαλογραφία και σε 

μικρότερο βαθμό την αγγειογραφία.

Επιπλέον οι πρόοδοι στην πυρηνική ιατρική, με την ανακάλυψη ραδιοϊσοτόπων που 

διέρχονται τον ΑΕΦ, έδωσε νέες δυνατότητες στη διερεύνηση της αιματικής ροής και 

του μεταβολισμού του εγκεφάλου και των νεοπλασμάτων του, επιτυγχάνοντας 

μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα (SPECT και ΡΕΤ).

Η πρώιμη όμως διάγνωση, έχει δημιουργήσει και πολλά νέα προβλήματα και ηθικά 

διλήμματα τόσο στην πρόγνωση και θεραπεία, όσο και στην ποιότητα ζωής των 

ασθενών αλλά και του περιβάλλοντος αυτών.

ΑΞΟΝΙΚΗ ΤΟΜΟΓΡΑΦΙΑ 

Αστροκύτωμα

Τα low grade αστροκυτώματα, αντιπροσωπεύουν το 9% όλων των ενδοκρανιακών 

όγκων και το 25-30% των ενδοκρανιακών αστροκυτωμάτων και συνήθως
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παρατηρούνται σε παιδιά και άτομα νεαρής ηλικίας.

Από τη CT χαρακτηριστική είναι, η μη επιθετική βιολογία του όγκου αυτού. 

Απεικονίζεται είτε ως ισόπυκνη, χωρίς σαφώς διακριτά όρια, ή ως σαφώς αφορισμένη 

υπόπυκνη βλάβη, χωρίς ή με μικρή χωροκατακτητική δράση, εικ. 14:

Εικ. 14 Low grade αστροκύτωμα χωρίς (Α) και με (Β) χορήγηση σκιαγραφικής ουσίας ενδοφλεβίως 
(Blake LC, Maravilla KR: Computed Tomography. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: 
W.B. Saunders Co 1999, 242-274).

Υπάρχει ελάχιστο αγγειογενές οίδημα και εμπλουτισμός, γεγονός που αποδεικνύει, 

την ακεραιότητα του ΑΕΦ. Κυστικοί σχηματισμοί ή νέκρωση, είναι εξαιρετικά 

ασύνηθες φαινόμενο. Περί τα 10-20% των ενδοκρανιακών γλοιωμάτων, 

παρουσιάζουν επασβεστώσεις. Αυτό ισχύει κυρίως για τις low grade κακοήθειες, 

αλλά μπορεί περιστασιακά να ισχύει και για τους high grade όγκους.

Αναπλαστικό αστροκύτωμα

Αντιπροσωπεύουν το 25-30% των αστροκυτωμάτων και εμφανίζονται σε σχετικά 

μεγαλύτερης ηλικίας πληθυσμό. Πολλές φορές η CT απεικόνιση είναι παρόμοια με 

αυτή των low grade νεοπλασμάτων, ενώ μερικά χαρακτηριστικά υποδηλώνουν μια 

πιο επιθετική συμπεριφορά και τότε είναι δύσκολη η διαφοροδιάγνωση από τα high 

grade γλοιώματα, εικ. 15:
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Εικ. 15 Αναπλαστικό αστροκύτωμα χωρίς (Α) και με (Β) χορήγηση σκιαγραφικής ουσίας ενδο
φλεβίως - Υποτροπή όγκου (Blake LC, Maravilla KR: Computed Tomography. Berger & Wilson. The 
Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 242-274).

Γενικότερα, τα όρια δεν είναι και τόσο σαφή, το οίδημα μεγαλύτερο, εμφανίζουν 

χωροκατακτητικότητα και περισσότερο εμπλουτισμό συγκριτικά με τα low grade. Η 

διαφορική διάγνωση πρέπει να γίνει από βλάβες απομυελινωτικής νόσου και 

μεταστάσεις.

Πολύμορφο γλοιοβλάστωμα

Είναι ο πιο κοινός πρωτοπαθής υπερσκηνιδιακός όγκος σε μεγαλύτερης ηλικίας 

άτομα. Αντιπροσωπεύει το 15-20% όλων των ενδοκρανιακών όγκων, και το 50% των 

γλοιωμάτων. Εμφανίζεται κυρίως κατά την 5η-7η δεκαετία της ζωής, είναι σπάνιο σε 

ασθενείς κάτω των 30 ετών και παρουσιάζει μεγαλύτερη συχνότητα στους άνδρες 

(3:2) (170). Η πρόγνωση είναι πολύ κακή με μέσο όρο επιβίωσης τους 6-9 μήνες.

Τα γλοιοβλαστώματα, όταν εκδηλωθούν, είναι πλέον μεγάλου μεγέθους και στη CT 

απεικονίζονται ως βλάβες ετερογενείς χωρίς σαφή όρια. Το επίκεντρο του όγκου 

εντοπίζεται χαρακτηριστικά βαθιά στη λευκή ουσία. Εντοπίζονται κυρίως στα 

ημισφαίρια και κατά προτίμηση στον κροταφικό και μετωπιαίο λοβό. Συχνά διηθούν 

το μεσολόβιο και το φλοιό, ενώ περιστασιακά, εμπλέκονται και οι μήνιγγες. 

Χαρακτηριστική είναι η διασπορά στην υποεπενδυματική κοιλιακή επιφάνεια και η 

επινέμηση στους υπαραχνοειδείς χώρους. Μεταστάσεις απομακρυσμένες εκτός του 

ΚΝΣ είναι σπάνιες.

Οι υπέρπυκνες εστίες στη CT αντιστοιχούν είτε σε εστιακές αιμορραγίες ή σε 

συσσωρευμένα νεοπλασματικά κύτταρα, εικ. 16:
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Εικ. 16 Αξονική τομογραφία πολύμορφου γλοιοβλαστώματος χωρίς (Α) και με (Β) χορήγηση 
σκιαγραφικής ουσίας ενδοφλεβίως. Χαρακτηριστική είναι η έντονη πρόσληψη σκιαγραφικού, τυπική 
στα κακοήθη γλοιώματα (Blake LC, Maravilla KR: Computed Tomography. Berger & Wilson. The 
Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 242-274).

Η αιμορραγία και η νέκρωση είναι χαρακτηριστικά του γλοιοβλαστώματος. Οι 

επασβεστώσεις είναι σπάνιες, αλλά μπορεί να παρατηρηθούν, ιδία σε όγκους που από 

low grade, εξελίχθηκαν σε γλοιοβλαστώματα. Σπανιότερα εμφανίζεται ως 

ενδοεγκεφαλικό αιμάτωμα, αγνώστου αιτιολογίας και, είναι δύσκολο να 

διαφοροδιαγνωσθεί από αιμορραγία, οφειλόμενη σε αρτηριακή υπέρταση, έμφρακτο 

ή ρήξη αγγειακής δυσπλασίας (171,172), εικ. 17:

Εικ. 17 Αξονική τομογραφία πολύμορφου γλοιοβλαστώματος που υποδύεται εικόνα ενδοεγκε- 
φαλικής αιμορραγίας (Blake LC, Maravilla KR: Computed Tomography. Berger & Wilson. The 
Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 242-274).
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Τεράστιο οίδημα, εστίες με εμπλουτισμό και μεγάλη χωροκατακτητικότητα, 

συνηγορούν υπέρ του όγκου. Πολλές φορές ο διαχωρισμός όγκου-οιδήματος είναι 

αδύνατος. Ο εμπλουτισμός εκδηλώνεται κυρίως με τη μορφή δακτυλίου, συχνά 

παχέως και ετερογενούς, που περιβάλλει νεκρωτικές εστίες ή κυστικούς 

σχηματισμούς. Συχνά οι όγκοι αυτοί επεκτείνονται και στο άλλο ημισφαίριο, 

παίρνοντας τη χαρακτηριστική μορφή «πεταλούδας», “butterfly”pattern, εικ. 18:

Εικ. 18 Αξονική τομογραφία χωρίς (Α) και με (Β) χορήγηση σκιαγραφικής ουσίας ενδοφλεβίως - 
πολύμορφο γλοιοβλάστωμα υπό μορφή ‘πεταλούδας’ (Blake LC, Maravilla KR: Computed 
Tomography. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: W.B. Saunders Co 1999, 242-274).

Σε γενικές γραμμές, παρόμοια εικόνα παρουσιάζουν και οι άλλες, λιγότερο συχνές, 

μορφές γλοιωμάτων, ανάλογα με το βαθμό διαφοροποίησης και με εξαίρεση κάποιες 

ιδιαιτερότητες, οι οποίες είναι χαρακτηριστικές για κάθε όγκο χωριστά.

ΜΑΓΝΗΤΙΚΗ ΤΟΜΟΓΡΑΦΙΑ

Μιλώντας γενικότερα για τον MRI και για το πώς απεικονίζονται οι διάφορες δομές 

και βλάβες στις δύο πιο βασικές ακολουθίες, ΤΙ και Τ2, θα λέγαμε ότι διακρίνουμε 2 

ειδών απεικονίσεις:
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Υψηλής έντασης σήμα 

ΤΙ: Οίδημα

Χαμηλής έντασης σήμα 

ΤΙ: Λίπος

Κύστη

Αιμοσιδηρίνη 

Ταχέως ρέον αίμα 

Όγκος

Επασβέστωση

Υποξύ Υποσκληρίδιο Αιμάτωμα 

Μελανίνη 

Αυξημένο λεύκωμα 

Χορήγηση γαδολινίου

Τ2: Επασβέστωση

Οξύ Υποσκληρίδιο Αιμάτωμα

Λέμφωμα

Ταχέως ρέον αίμα

Τ2: Οίδημα 

Κύστη

Χρόνιο Υποσκληρίδιο Αιμάτωμα 

Όγκος

Αυξημένο λεύκωμα

Αστροκύτωμα

Στον MRI, απεικονίζεται ως σαφώς αφοριζόμενη ομοιογενής βλάβη, χαμηλού 

σήματος στις ΤΙ και αυξημένου στις Τ2 ακολουθίες, με ελάχιστο οίδημα και 

χωροκατακτητικότητα. Συνήθως εντοπίζονται στην επιφάνεια. Μπορεί να υπάρχουν 

επασβεστώσεις, ενώ η ενίσχυση μετά χορήγηση σκιαγραφικού, κυμαίνεται από 

ελάχιστη έως καθόλου (173).

Αναπλαστικό αστροκύτωμα

Απεικονίζεται ως, χωροκατακτητική ετερογενής μάζα, με λιγότερο σαφή όρια, 

μεγαλύτερο οίδημα και εντονότερη ενίσχυση. Κύστεις και επασβεστώσεις μπορεί να 

υπάρχουν. Στις ΤΙ και Τ2 απλές ακολουθίες εκδηλώνεται ως ετερογένεια σήματος. Η 

εικόνα αυτή είναι κατά προσέγγιση. Δεν είναι λίγες οι περιπτώσεις, όπου βλάβη με 

εικόνα παρόμοια αστροκυτώματος, αποδείχθηκε, βάσει βιοψίας, αναπλαστικό 

αστροκύτωμα (174).

Πολύμορφο γλοιοβλάστωμα

Απεικονίζεται ως ετερογενής βλάβη και στις 2 ακολουθίες (ΤΙ και Τ2). Αυτή η

ετερογένεια χαρακτηρίζεται από συνδυασμό κύστεων, αιμορραγίας και νέκρωσης. Η
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βλάβη παρουσιάζεται εξαιρετικά χωροκατακτητική, με ασαφή όρια και μεγάλο 

οίδημα. Η αιμορραγία είναι συχνή και μάλιστα μερικοί υποστηρίζουν ότι, η 

εναπόθεση αιμοσιδηρίνης υποβοηθά στη διάκριση μεταξύ γλοιοβλαστώματος και 

αναπλαστικού αστροκυτώματος (174). Η ενίσχυση μετά τη χορήγηση σκιαγραφικής 

ουσίας, είναι πολύ μεγαλύτερη και μάλιστα τις περισσότερες φορές παρουσιάζεται 

ανομοιογενής (173). Σχεδόν πάντα εμφανίζεται ως μεγάλη βλάβη, υψηλού σήματος 

στις Τ2 ακολουθίες. Συχνά είναι αδύνατος ο σαφής διαχωρισμός μεταξύ όγκου, 

οιδήματος και διήθησης της λευκής ουσίας. Πολλές φορές, ο όγκος διηθεί το 

επένδυμα και τις λεπτόμήνιγγες. Ο MRI με ενδοφλέβια έγχυση σκιαγραφικού, είναι 

πιο ευαίσθητος στην ανίχνευση λεπτομηνιγγικής διασποράς σε σχέση με τη CT (175). 

Ένδειξη αυτής αποτελεί η πρόσληψη σκιαγραφικού από τη χοριοειδή μήνιγγα των 

κρανιακών νεύρων και του στελέχους, εικ. 19:

Εικ. 19 Επενδυματική και υπαραχνοειδής διασπορά γλοιοβλαστώματος. Εγκάρσια ΤΙ ακολουθία 
χωρίς (Α) και με (Β) χορήγηση σκιαγραφικής ουσίας ενδοφλεβίως. Οβελιαία ΤΙ ακολουθία με 
σκιαγραφικό της οσφυοϊεράς μοίρας με ενίσχυση τόσο του μυελικού κώνου όσο και της ιππούριδας 
(Gold RL, JR Dillon WP: Magnetic Resonance Imaging. Berger & Wilson. The Gliomas. Philadelphia: 
W.B. Saunders Co 1999, 275-293).
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Για τα υπόλοιπα γλοιώματα και την απεικόνιση τους στις ΤΙ και Τ2 απλές 

ακολουθίες, ισχύουν παρόμοια ευρήματα, ανάλογα με το βαθμό διαφοροποίησής 

τους.

ΡΕΤ και SPECT

Οι νέας τεχνολογίας τομογραφικές γ-κάμερες, για την εκτέλεση της ποζιτρονιακής 

τομογραφίας (PET=Pozitron Emission Tomography) και της μονοφωτονικής 

τομογραφίας (SPECT=Single Photon Emission Computerized Tomography), έχουν 

πολύ μεγάλη διακριτική ικανότητα.

Ο προσδιορισμός της μεταβολικής δραστηριότητας των γλοιωμάτων, με το ΡΕΤ, 

ανάλογα με τη δυνατότητα πρόσληψης της γλυκόζης ή της μεθειονίνης, μπορεί να 

σχετιστεί με την έκταση που καταλαμβάνει το γλοίωμα, το βαθμό της κακοήθειάς του 

και την επιβίωση.

Στο SPECT, με τη βοήθεια του ισοτόπου Θαλλίου205 (201 Thallium), είναι δυνατό να 

εκτιμηθεί η κακοήθεια του νεοπλάσματος και να διαφοροδιαγνωσθεί η μετακτινική 

νέκρωση από την υποτροπή του όγκου.

ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ ΤΩΝ ΓΛΟΙΩΜΑΤΩΝ

Η αναμονή και η στενή παρακολούθηση της εξέλιξης, η χειρουργική αντιμετώπιση 

και οι επικουρικές θεραπείες, με ακτινοβολία και χημειοθεραπευτικά μέσα, 

περιλαμβάνονται στην τακτική για την αντιμετώπιση των γλοιωμάτων.

Χειρουργική θεραπεία

Η πλέον ενδεδειγμένη και διαδεδομένη, είναι η χειρουργική αντιμετώπιση των 

γλοιωμάτων. Γενικότερα η χειρουργική επέμβαση προτείνεται στις εξής περιπτώσεις:

1. Σε συμπαγείς ή κυστικούς ευμεγέθεις όγκους, όπου υπάρχει άμεσος κίνδυνος 

εγκολεασμού.

2. Σε περιπτώσεις απόφραξης της κυκλοφορίας του ΕΝΥ
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3. Στα κυστικά αστροκυτώματα της παρεγκεφαλίδας, στην παιδική ηλικία

4. Σε υπερσκηνίδια πίλο κυτταρικά αστροκυτώματα και,

5. Σε περιπτώσεις ανθεκτικών στα φάρμακα, επιληπτικών κρίσεων.

Στα κακοήθη όμως γλοιώματα η χειρουργική επέμβαση δεν αποτελεί θεραπεία. Σε

αυτές τις περιπτώσεις, η επέμβαση προτείνεται για να υπάρξει ιστολογική

ταξινόμηση και κυρίως ανακούφιση του εγκεφάλου από την πίεση, προκείμενου να

δεχθεί την ακτινοβολία.

Μορφές της χειρουργικής αντιμετώπισης αποτελούν:

1. Η βιοψία. Διενεργείται είτε με ανοικτή μέθοδο ή με στερεοταξία. Διαφορές στη 

θνησιμότητα και θνητότητα μεταξύ των δύο αυτών μεθόδων, δε φαίνεται να 

υπάρχουν. Σε γενικές γραμμές όμως, προτιμάται η στερεοτακτική βιοψία, γιατί 

είναι ακριβής, ασφαλής και ελάχιστα χρονοβόρα. Η μόνη ίσως διαφορά υπέρ της 

ανοικτής μεθόδου είναι ότι, λαμβάνονται μεγαλύτερα τεμάχια υλικού, για 

ιστολογική εξέταση. Πάντοτε μετά τη διενέργεια της στερεοτακτικής βιοψίας, 

είναι απαραίτητος ο έλεγχος με αξονική τομογραφία, ώστε να αποκλεισθεί η 

πιθανότητα αιμορραγίας.

2. Η εσωτερική ανακούφιση του όγκου. Γίνεται είτε με κρανιοτομία (ανοικτή 

μέθοδος) ή στερεοτακτικά. Με τη μέθοδο αυτή αφαιρούνται σχετικά εύκολα οι 

περιοχές νέκρωσης, που είναι εκτεταμένες.

3. Η ολική εκτομή του όγκου. Επιχειρείται με την κλασσική οστεοπλαστική 

κρανιοτομία. Με τη χρήση πλοηγού (neuronavigator), ο προσδιορισμός της θέσης 

της κρανιοτομίας και η εντόπιση της θέσης του όγκου, γίνεται με μεγάλη 

ακρίβεια. Η μέθοδος, χρησιμοποιεί προεγχειρητικά, την αξονική τομογραφία και 

ειδικούς markers, που τοποθετούνται στο κεφάλι του ασθενούς και στη συνέχεια 

ανιχνεύονται από το μηχάνημα. Πρόκειται όμως, για μια υψηλού κόστους μέθοδο, 

η οποία δεν είναι διαθέσιμη σε πολλές κλινικές και δη στην χώρα μας. Άλλες 

νευροφυσιολογικές μέθοδοι, όπως αυτή της χαρτογράφησης ή του 

ηλεκτροφλοιογραφήματος, βοηθούν στον προσδιορισμό του περιγράμματος του 

όγκου.
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Οι ενδείξεις για επέμβαση, έχουν αναθεωρηθεί, μετά την αλματώδη εξέλιξη της 

τεχνολογίας και των μονάδων υποστήριξης. Η όσο το δυνατόν ριζικώτερη εξαίρεση 

των γλοιωμάτων είναι θετικός παράγων επιβίωσης. Η ηλικία δεν αποτελεί πλέον 

ανασταλτικό παράγοντα. Σημαντικό ρόλο παίζει η γενική κατάσταση του ασθενούς, 

όπως αυτή ορίζεται με βάση την κλίμακα Kamofsky (Κλίμακα Kamofsky Score>70), 

(πίνακας 1). Αν η κλίμακα είναι κάτω του 70 και στον απεικονιστικό έλεγχο υπάρχει 

μετάθεση της μέσης γραμμής, η απόφαση για χειρουργική επέμβαση είναι 

συζητήσιμη. Οι διαταραχές του πηκτικού μηχανισμού, η βαριά καρδιοπάθεια και η 

ανεπαρκής λειτουργία των πνευμόνων, μπορεί απλά να καθυστερήσουν ή και να 

αναβάλλουν τη χειρουργική επέμβαση.

Ένδειξη υπάρχει σε όλους τους όγκους της λευκής και της φαιάς ουσίας, ανεξάρτητα 

από το ημισφαίριο στο οποίο εντοπίζονται,. Αντένδειξη αποτελούν, η διήθηση του 

μεσολοβίου και των βασικών γαγγλίων. Προσοχή χρειάζεται στους όγκους που 

επεκτείνονται στην έλικα του προσαγωγίου, γιατί μιμούνται τους όγκους που διηθούν 

το μεσολόβιο. Όταν ο όγκος εντοπίζεται στα βασικά γάγγλια ή στο εγκεφαλικό 

στέλεχος, προτιμάται η στερεοτακτική βιοψία. Πρόβλημα υπάρχει στις περιπτώσεις 

των διηθητικών νεοπλασμάτων, που δεν παρεκτοπίζουν τις δομές του εγκεφάλου. 

Εδώ, η επικρατούσα άποψη είναι η αναμονή και στενή παρακολούθηση, μετά τη 

διενέργεια βιοψίας, γιατί η πλειονότητα των όγκων αυτών, είναι low grade 

γλοιώματα. Αν όμως η βιοψία αποκαλύψει ότι πρόκειται για grade III ή IV 

γλοιώματα, οι γνώμες διχάζονται για το κατά πόσο είναι σκόπιμο να επέμβουμε ή να 

αναμείνουμε, παρακολουθώντας τον ασθενή με διάφορες απεικονιστικές μεθόδους.

Η εγχείρηση προτείνεται υπό την προϋπόθεση ότι, η εκτομή του όγκου θα συμβάλλει 

στην επιμήκυνση του χρόνου επιβίωσης, στη βελτίωση της ποιότητας ζωής και στη 

μείωση της πιθανότητας υποτροπής του όγκου. Τα ευμεγέθη κακοήθη γλοιώματα, 

είναι προτιμότερο να αντιμετωπίζονται με εσωτερική ανακούφιση, γιατί η ολική 

εξαίρεση θέτει σε κίνδυνο τη ζωή του ασθενούς. Σχεδόν σε όλες όμως τις 

περιπτώσεις, η διενέργεια βιοψίας με τον ένα ή τον άλλο τρόπο, είναι απαραίτητη.
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Πίνακας 1

Κλίμακα Karnofsky

100 Φυσιολογική κατάσταση. Δε δίδεται η εντύπωση ύπαρξης νόσου.

90 Φυσιολογική δραστηριότητα. Υπάρχουν ελάχιστα συμπτώματα.

80 Φυσιολογική δραστηριότητα με προσπάθεια. Μερικά συμπτώματα.

70 Αυτοεξυπηρετείται. Αδυνατεί να έχει φυσιολογική δραστηριότητα.

60 Ενίοτε χρειάζεται βοήθεια. Σε γενικές γραμμές αυτοεξυπηρετείται.

50 Χρειάζεται σημαντική βοήθεια.

40 Ανάπηρος. Χρειάζεται ειδική βοήθεια.

30 Βαρειά αναπηρία.

20 Βαρειά κατάσταση. Άμεση ανάγκη έντονης θεραπείας και υποστήριξης.

10 Θάνατος.

Ακτινοθεραπεία

Η ακτινοθεραπεία περιλαμβάνει τις εξής μορφές:

1. Συμβατική (εξωτερική) ακτινοθεραπεία. Καλυτερεύει την πρόγνωση, όταν 

χορηγείται σε υψηλές δόσεις. Ο χρόνος επιβίωσης είναι ευθέως ανάλογος της 

δόσης της ακτινοβολίας. Ο φυσιολογικός όμως, εγκεφαλικός ιστός, μπορεί να 

δεχτεί μέχρι ένα ορισμένο ανώτατο όριο ακτινοβολίας. Το όριο αυτό δεν πρέπει 

να υπερβαίνει τα 60 Gray (Gy), επειδή υπάρχει ο κίνδυνος μετακτινικής βλάβης 

του εγκεφάλου. Εναλλακτικοί τρόποι ακτινοβολίας, είναι η χρησιμοποίηση 

βαρέων ιόντων, νετρονίων, πρωτονίων, ακτινοαισθητήρων και διαφόρων 

σχημάτων κλασματικής ακτινοθεραπείας, που παρά τον αρχικό ενθουσιασμό, δε 

φαίνεται να υπερτερούν της συμβατικής ακτινοθεραπείας.

2. Βραχυθεραπεία (εσωτερική) ή ενδοϊστική ακτινοθεραπεία. Πρόκειται για 

εμφύτευση ραδιενεργών ισοτόπων, εντός της κοιλότητας του όγκου. Θεωρητικά 

φαίνεται να υπερτερεί της συμβατικής ακτινοθεραπείας, γιατί επιτρέπει την 

απελευθέρωση υψηλών δόσεων ακτινοβολίας επί του όγκου, χωρίς να 

επεκτείνεται ιδιαίτερα στους περιβάλλοντες υγιείς ιστούς. Η απελευθέρωση της 

ακτινοβολίας είναι συνεχής και καταστρέφει εκείνα τα κύτταρα, τα οποία
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βρίσκονται στην παραγωγική φάση της μίτωσης δηλαδή, αυτά που έχουν τη 

μεγαλύτερη ευαισθησία στην ακτινοβολία.

3. Ραδιοχειρουργική. Η εφαρμογή της ραδιοχειρουργικής στα κακοήθη γλοιώματα, 

επεκτείνεται όλο και περισσότερο, είτε ως εναλλακτική λύση της βραχυθεραπείας 

ή σε ασθενείς που για οποιοδήποτε λόγο δεν πληρούν τα κριτήρια των 

πρωτοκόλλων της βραχυθεραπείας. Παράγοντες που παίζουν σημαντικό ρόλο 

στην επιτυχία της ραδιοχειρουργικής είναι, η παθολογία του ασθενούς που 

πρόκειται να υποβληθεί σε αυτή, η ηλικία, η κλίμακα Kamofsky, το μέγεθος του 

όγκου και ο αριθμός των εστιών του. Παρά το γεγονός ότι, αποτελεί μια πολύ 

ελκυστική και γενικότερα αποδεκτή τεχνική, δεν είναι ακόμη στατιστικά 

αποδεδειγμένο το αν και κατά πόσο υπερτερεί της βραχυθεραπείας.

Χημειοθεραπεία

Χρησιμοποιείται είτε ως επικουρική θεραπεία της ακτινοβολίας μετεγχειρητικά, ή ως 

αποκλειστική θεραπεία σε περιπτώσεις υποτροπής της νόσου. Η χημειοθεραπεία 

χορηγείται σε ασθενείς κάτω των 70 ετών και με κλίμακα Kamofsky, οπωσδήποτε, 

άνω των 50. Συγκεκριμένα για τα νεοπλάσματα του εγκεφάλου, εναλλακτική οδό 

χορήγησης, αποτελεί η ενδοκαρωτιδική δια μέσου εμφυτευμένου συστήματος, η 

οποία έχει το πλεονέκτημα να αυξάνει τις συγκεντρώσεις του φαρμάκου εντός και 

γύρω από τον όγκο, ελαττώνοντας σε μεγάλο βαθμό τις παρενέργειές του. Επιπλέον 

με τη μέθοδο αυτή δεν απαιτείται η χορήγηση φαρμάκων που να διασπούν τον ΑΕΦ, 

αφού αυτός παρακάμπτεται (176).

Τα χημειοθεραπευτικά φάρμακα, προσβάλλουν τα ταχέως διαιρούμενα κύτταρα του 

όγκου, αλλά παράλληλα και φυσιολογικά κύτταρα, όπως αυτά του μυελού των οστών 

και του γαστρεντερικού συστήματος, προκαλώντας τοξικές παρενέργειες από τα 

αντίστοιχα συστήματα. Πρόσφατα με τη δυνατότητα που υπάρχει για μεταμόσχευση 

του μυελού των οστών, μπορούμε να χορηγήσουμε υψηλές δόσεις τέτοιων 

φαρμάκων.

Βιολογικά παρασκευάσματα, όπως οι κυτοκίνες και οι ιντερφερόνες, μεμονωμένα ή 

σε συνδυασμό, έχουν χρησιμοποιηθεί, αλλά μέχρι στιγμής η αποτελεσματικότητά

τους είναι αμφίβολη.
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Τα νευροτοξικά συμβάματα των χημειοθεραπευτικών φαρμάκων, είτε χορηγούνται 

μεμονωμένα ή σε συνδυασμό είναι:

• Περιφερική νευροπάθεια

• Μυοπάθεια

• Μυελοπάθεια-αραχνοειδίτιδα

• Οξεία ή χρόνια εγκεφαλοπάθεια

• Οξύ παρεγκεφαλιδικό σύνδρομο και,

• Σύνδρομο παράδοξης έκκρισης αντιδιουρητικής ορμόνης.

ΠΡΟΕΓΧΕΙΡΗΤΙΚΗ ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΤΟΥ ΑΣΘΕΝΟΥΣ

Η πλειοψηφία των ασθενών με γλοίωμα, θα υποβληθούν είτε σε ανοικτή ή 

στερεοτακτική βιοψία, προκειμένου να προσδιοριστεί η ιστολογική εικόνα και ο 

βαθμός διαφοροποίησης του όγκου.

Η προεγχειρητική προετοιμασία ασθενών με γλοίωμα περιλαμβάνει εκτός από τον 

συνήθη έλεγχο ρουτίνας και ειδικό έλεγχο για την αντιμετώπιση των επιληπτικών 

κρίσεων, της ενδοκράνιας υπέρτασης και της υδροκεφαλίας.

* Αντιεπιληπτικά. Έχει καθιερωθεί να χρησιμοποιούνται προληπτικά, κυρίως για 

γλοιώματα με εντόπιση πάνω από το σκηνίδιο.

* Θεραπεία του περιεστιακού οιδήματος. Η ανάπτυξη οιδήματος είναι σπάνια 

στα low grade, αλλά πολύ συχνή στα high grade γλοιώματα. Το οίδημα αυτό 

είναι αγγειογενές και οφείλεται στη διάσπαση του ΑΕΦ, με αποτέλεσμα την 

έξοδο υπερλευκωματούχου υγρού στον εξωκυττάριο χώρο. Το οίδημα έχει την 

τάση να καταλαμβάνει, ως επί το πλείστον, τον εξωκυττάριο χώρο της λευκής 

μάλλον παρά της φαιάς ουσίας, πιθανότατα λόγω της μικρότερης αντίστασης 

ροής που συναντά στη λευκή ουσία (177,178). Η αντιμετώπιση του γίνεται 

κυρίως με κορτικοστεροειδή, σε συνδυασμό με Η2-αναστολείς (histamin 

blockers), για την αποφυγή πεπτικών ελκών και αιμορραγίας από το ανώτερο 

γαστρεντερικό, αν και η διαθέσιμη βιβλιογραφία δεν υποστηρίζει οριστικά αυτή 

την εκδοχή. Απαιτείται όμως, ένα μεσοδιάστημα κάποιων ημερών, μέχρι τα

42

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



κορτικοστεροειδή να μειώσουν το οίδημα. Στο χρόνο αυτό άλλα μέτρα μπορεί να 

εφαρμοστούν όπως: α) η θέση του ασθενούς στις 30°, β) η αφαίρεση ΕΝΥ (1- 

1.51t/d), γ) οι ωσμωτικοί παράγοντες, μαννιτόλη, δ) τα διουρητικά, ίδια σε 

συνδυασμό με μαννιτόλη και ε) ο υπεραερισμός.

• Αντιμετώπιση της υδροκεφαλίας. Εμφανίζεται σαν επιπλοκή πιο συχνά σε 

όγκους που εντοπίζονται στον οπίσθιο κρανιακό βόθρο, το εγκεφαλικό στέλεχος, 

τα βασικά γάγγλια και το διεγκέφαλο. Παρά το ότι η χρήση διουρητικών μπορεί 

να βοηθήσει, η οριστική αντιμετώπιση είναι καθαρά χειρουργική, με την 

τοποθέτηση ενδοκοιλιακού καθετήρα εξωτερικής παροχέτευσης ή εν ανάγκη με 

κοιλιοπεριτοναϊκή παροχέτευση.

Το βασικότερο όμως ρόλο στην προετοιμασία αυτών των ασθενών, παίζει η 

συναισθηματική και ψυχολογική υποστήριξή τους.

ΠΡΟΓΝΩΣΗ

Παράγοντες που παίζουν ρόλο στην πρόγνωση των γλοιοιμάτων είναι:

1. Ηλικία. Είναι ο πιο σημαντικός παράγοντας πρόγνωσης. Η βιολογική εξήγηση 

που μπορεί να δοθεί είναι ότι: α) οι κυτταρικές γραμμές ασθενών ηλικίας άνω των 

50 ετών είναι mo ανθεκτικές στα παράγωγα της νιτροζουρίας (BCNU, CCNU), 

από ότι οι αντίστοιχες ασθενών μικρότερης ηλικίας, β) οι ιστολογικές παραλλαγές 

του πολύμορφου γλοιοβλαστώματος είναι πολύ πιο συχνές στις μεγάλες ηλικίες 

και γ) η αντίσταση των ηλικιωμένων είναι ελαττωμένη, με αποτέλεσμα η 

προεγχειρητική και μετεγχειρητική κατάσταση τους να εμφανίζεται τις 

περισσότερες φορές επιδεινωμένη.

2. Ιστολογική εικόνα. Παίζει αναμφίβολα σημαντικό ρόλο στην πρόγνωση, για 

αυτό και όλα τα συστήματα ταξινόμησης των γλοιωμάτων στηρίζονται στα 

ιστολογικά ευρήματα δηλαδή, την πληθώρα των κύτταρων, τη μορφολογία του 

πυρήνα, τα νεοσύστατα αγγεία και τη νέκρωση. Παρά ταύτα όμως ο χρόνος 

επιβίωσης ασθενών με γλοίωμα grade III και IV, δε διαφέρει ή είναι οριακός, 

όταν εφαρμόζεται το ίδιο θεραπευτικό σχήμα.
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3. Λειτουργική κατάσταση του ασθενούς (Performance status). Για την εκτίμηση 

της λειτουργικής ικανότητας του ασθενούς, έχουν επινοηθεί διάφορες κλίμακες, 

με πλέον δημοφιλή την κλίμακα Kamofsky.

4. Εξαιρεσιμότητα του όγκου. Όσο mo εκτεταμένη είναι η εξαίρεση του όγκου, 

τόσο μεγαλύτερη είναι η επιβίωση του ασθενούς, ανεξάρτητα από την 

προεγχειρητική του κατάσταση.

5. Διάρκεια εμφάνισης των συμπτωμάτων. Όγκοι με μικρότερη διάρκεια 

εμφάνισης συμπτωμάτων, χαρακτηρίζονται από επιθετικότερη βιολογική 

συμπεριφορά και ιστολογική κακοήθεια.

6. Ανοσολογική κατάσταση του ασθενούς. Ο ρόλος της στο χρόνο επιβίωσης δεν 

έχει τεκμηριωθεί πλήρως.
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Η μελέτη ολοκληρώθηκε σε 2 στάδια:

1) in vitro και 2) in vivo.

Όσον αφορά στο πρώτο στάδιο, για την εφαρμογή του επιλέξαμε 2 κυτταρικές σειρές: 

1) κύτταρα πολύμορφου γλοιοβλαστώματος (SNB-19) και 2) κύτταρα γλοιώματος 

χαμηλού βαθμού κακοήθειας (Hs683).

Χρησιμοποιήσαμε ως vector control τον PcDNA 3.1 (ευκαριωτικού τύπου) για να 

“μολύνουμε” SNB-19 τα κύτταρα με 0.7 kb sense TFPI-2 cDNA και τα Hs683 

κύτταρα με 1 kb antisense TFPI-2 cDNA. Η επιλογή των σταθερών κλώνων έγινε με 

τη βοήθεια G418, όπως αναλύεται στη συνέχεια.

Οι ECM πρωτεΐνες, απομονώθηκαν από κυτταροκαλλιέργειες με πληρότητα 80- 

90%και αναλύθηκαν για TFPI-2 πρωτεΐνη με τη μέθοδο Western Blotting, χρησι

μοποιώντας πολυκλωνικά ή μονοκλωνικά αντισώματα. Τα αποτελέσματα 

επιβεβαιώθηκαν με την εφαρμογή της μεθόδου Northern Blotting, καθώς και τη 

μέθοδο GAPDH, ως ενδογενή έλεγχο.

Με τη μέθοδο Western Blotting, προσδιορίστηκε η έκφραση και καθορίστηκαν τα 

επίπεδα πολλών πρωτεϊνών, που φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

απόπτωση. Τέτοιες πρωτεΐνες είναι:

• Οι ERK πρωτεΐνες, που χαρακτηρίζονται από φωσφορυλίωση σε ειδικές θέσεις 

τυροσίνης και θρεονίνης, εμφανίζονται με συγκεκριμένο μοτίβο, Thr-Giu-Tyr. Η 

φωσφορυλίωση και στις 2 αυτές θέσεις είναι απαραίτητη για την πλήρη 

ενζυματική ενεργοποίηση (179-181).

• Ο ΒΑΧ παράγοντας, προάγει την απόπτωση ενώ, ο Bcl-2 δρα ως αναστολέας 

αυτής. Και οι δύο αυτοί παράγοντες αποτελούν μέλη της ίδιας οικογένειας, 

γνωστής ως Bcl-2 family (27,182).
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• Οι caspases, διαιρούνται σε initiators (caspase-8,9,10) και effectors (caspase- 

3,6,7), βάσει της θέσης που κατέχουν στον caspase cascade (183-186). Κατά τη 

διάρκεια της απόπτωσης, ο PARP, διασπάται από το μόριο των 116 kDa, σε δύο 

τμήματα των 85 και 25 kDa αντίστοιχα.

• Το κυτόχρωμα, είναι μια πρωτεΐνη-μεταφορέας ηλεκτρονίων. Τα κυτοχρώματα 

είναι γνωστά, ως απαραίτητα συστατικά της μιτοχονδριακής αναπνευστικής 

συσκευής και κατατάσσονται σε 4 ομάδες (a,b,c και d). To cyt-c (M.W. 15 kDa), 

μεταφέρεται από τα μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα (187,188). Ο Apaf-1, 

δεσμεύει το cyt-c στο κυτταρόπλασμα και σχηματίζει ένα σύμπλεγμα γνωστό ως 

iiapoptosome” (21).

Η ενεργοποίηση των πρωτεασών της ICE-οικογένειας, προκαλεί την έναρξη της 

απόπτωσης στα κύτταρα των θηλαστικών. Το “apoptosome ” οδηγεί στη μετατροπή 

του προενζύμου, procaspase-9, σε ένζυμο, caspase-9 και την ενεργοποίησή του, η 

οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί τον caspase cascade (-3 και -7), (21.189).

Η διεισδυτικότητα των κλώνων ελέγχθηκε με τις εξής δοκιμασίες: α) επώαση με 

matrigel και διείσδυση διαμέσου φίλτρων (matrigel assay), β) μετανάστευση 

βασισμένη στα σφαιροειδή του ίδιου κυτταρικού τύπου (migration assay) και γ) 

διείσδυση των σφαιροειδών νεοπλασματικών κυττάρων σε aggregates κυττάρων 

εγκεφάλου από έμβρυα ποντικού (spheroid assay).

Για την ολοκλήρωση της μελέτης χρησιμοποιήσαμε, in vivo, 40 ποντίκια (nude mice), 

τα οποία όλα είχαν υποβληθεί σε εκτομή του θύμου αδένα, “αθυμικά”.

Κατόπιν ενδοεγκεφαλικής ένεσης νεοπλασματικών κυττάρων σε αυτά και 

ακολουθώντας μια διαδικασία όπως αυτή αναλύεται στη πορεία, ελέγξαμε την 

ικανότητα ανάπτυξης όγκου.

Κυτταροκαλλιέργειες:

Υψηλής (SNB-19) και χαμηλής (Hs683) κακοήθειας κύτταρα, τα οποία 

προμηθευτήκαμε από την American Type Culture Collection (Mannasas, VA), 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM (Dulpeco's Modified Eagle's Medium),
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ενισχυμένο με 1% γλουταμίνη, 100 μg/ml στρεπτομυκίνη, 100 U/ml πενικιλλίνη και 

10% Βόιο εμβρυϊκό ορό (pH Ί.2-1 Λ), σε υγρή ατμόσφαιρα με 5% CO: στους 37°C. Η 

υποδιαίρεση των καλλιεργειών γινόταν κάθε 3-5 μέρες.

Προετοιμασία των Constructs'.

1 kb και 0.7 kb τμήματα (fragments) του ανθρώπινου TFPI-2, πολλαπλασιάστηκαν 

με τη μέθοδο της RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction), 

χρησιμοποιώντας ειδικούς primers. To 0.7 kb fragment κλωνοποιήθηκε σε sense 

προσανατολισμό ενώ, το 1 kb fragment σε antisense προσανατολισμό, στον PcDNA 

3.1 vector (Invitrogen San Diego, CA). Ο προσανατολισμός επιβεβαιώθηκε από 

restriction digestion (πέψη υπό περιορισμό) και η επίδειξη της αλληλουχίας 

πραγματοποιήθηκε με αυτόματο μηχάνημα (sequencer, της Applied Biosystems Inc., 

USA), δείχνοντας 100% ομολογία με τη δημοσιευμένη αλληλουχία του TFPI-2 

cDNA (9).

"Μόλυνση" (transfection) των κυττάρων με TFPI-2:

Τα SNB-19 κύτταρα “μολύνθηκαν” με το 0.7 kb sense cDNA construct και τα Hs683 

με το 1 kb antisense construct. Επίσης και στις δύο αυτές κυτταρικές σειρές, 

ενσωματώθηκε PcDNA 3.1 vector μόνος του, ως control, χρησιμοποιώντας 

lipofectamine (Life Technologies, Gaithersburg, MD). Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν 

ολονύκτια (4x105 κύτταρα ανά 60 mm τριβλείο) και αφού πλύθηκαν με PBS 

(Phosphate-Buffered Saline), παρέμειναν σε 100 μΐ serum free medium με l-2μg 

πλασμιδιακού DNA. Η lipofectamine (7μ1 διαλυμένα σε 100 μΐ serum free medium), 

προσετέθη στάγδην στο DNA. 12 ώρες αργότερα, το θρεπτικό αυτό υλικό 

αντικαταστάθηκε από DMEM εμπλουτισμένο με 10% Βόιο εμβρυϊκό ορό. Η επιλογή 

των κλώνων άρχισε 48 ώρες μετά τη “μόλυνση”, αναπτύσσοντας τα κύτταρα αυτά σε 

πλήρες θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με G418 (800μ1/ηι1, Life Technologies). Οι 

καλλιέργειες αυτές συνεχίστηκαν και χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη.
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Μέθοδος Western Blotting:

Οι ECM πρωτεΐνες απομονώθηκαν από τους κλώνους (SNB-19 sense και Hs683 

antisense), τους vector controls και τα γονικά κύτταρα με 200 μΐ SDS-PAGE sample 

buffer. 25 μΐ των δειγμάτων, ελέγχθηκαν για TFPI-2 επίπεδα με τη μέθοδο Western 

Blotting. Όσον αφορά στον έλεγχο της απόπτωσης, η προετοιμασία των δειγμάτων 

πρωτεΐνης ήταν λίγο διαφορετική. Τα κύτταρα, μεγάλωσαν σε τριβλεία των 10 cm, 

μέχρι το 80-90% της πληρότητάς τους αλλά η απομόνωση έγινε με το lysis buffer, 

που περιέχει διάλυμα RIPA pH 7.4 (1% Nonidet Ρ-40, 15 mM NaCl, 0.1 Μ NasVOj 

και 0.5 Μ EDTA), αναμεμειγμένο με 2.5 mg/ml aprotinin και 0.1 Μ PMSF. Για κάθε 

τριβλείο, απαιτείθηκε ποσότητα 1ml από το lysis buffer. Τα τριβλεία δονήθηκαν 

περιστροφικά, για 15 περίπου min σε ειδική πλατφόρμα. Για ομογενοποίηση, τα 

δείγματα διαδοχικά καταψύχθηκαν στους -80°C για 20 min και η τήξη έγινε σε 

θερμοκρασία δωματίου. Η διαδικασία αυτή επαναλήφθηκε 3 φορές. Εν συνεχεία, τα 

δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στους 4°C, για 20 min και το υπερκείμενο τμήμα, 

χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης με τη μέθοδο 

του Lowry (190). 30 μg πρωτεΐνης αναμιγνύονται με 10 μΐ 4x-sample buffer, που 

περιέχει 2% β- mercaptoethanol. Τα ECM δείγματα θερμάνθηκαν στους 100°C για 3 

min και οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν χρησιμοποιώντας gels polyacrilamicle 12% ή 

15% (191). Μετά την ηλεκτροφόρηση, οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε

νιτροκυτταρικές μεμβράνες και ακολούθησε blocking σε 4% άπαχο ξηρό γάλα 

διαλυμένο σε 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl pH 7.4 και 0.1% Tween-20 (TTBS) 

για 2 περίπου ώρες στους 23°C, ή σε 4% άπαχο ξηρό γάλα διαλυμένο σε PBS με 1% 

Tween-20 (PBS-T), για 1 περίπου ώρα, σε θερμοκρασία δωματίου (192). Εν 

συνεχεία, οι μεμβράνες επωάστηκαν ολονύχτια στους 4°C, με anti-TWl-2 αντίσωμα 

διαλυμένο σε 1:3000 TTBS, που περιείχε 1% αλβουμίνη Βόιου ορού (primary 

antibody). Για τον έλεγχο της απόπτωσης, χρησιμοποιήθηκαν πολυκλωνικά 

αντισώματα από κουνέλι, αραιωμένα σε 1:1000 PBS-T με 1% αλβουμίνη Βόιου ορού, 

όπως anti-Bcl-2, anti-ΒΑΧ, anti-caspcise-3, anti-caspase-9 και anti-Apaf-1 (1:2000 

αραίωση), μονοκλωνικά από ποντίκι αντισώματα, όπως anti-caspase-Ί, anti-caspase- 

8, <2«z7-PARP (1:2000 αραίωση), antz'-cytochrome-c και anti-pERK (1:2000 

αραίωση), καθώς και πολυκλωνικό από αίγα anti-ERK-1 αντίσωμα
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(1:2000 αραίωση). Κατόπιν αρκετών πλύσεων, οι μεμβράνες επωάστηκαν με 

αντίστοιχο secondary antibody, a/?h-TFPI-2 (1:3000 αραίωση σε TTBS), anti-mouse 

HRP, anti-rabbit HRP και anti-goat HRP (1:1000 αραίωση σε PBS-T), σε 

θερμοκρασία δωματίου. Οι αντιδρώσες πρωτεΐνες ταυτοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας 

το ECL (Enhanced ChemiLuminescence) reagent system, σύμφωνα με τις οδηγίες 

του κατασκευαστή (Amersham, Pharmacia Biotech, U.K.).

Χρωματομετρική μέθοδος ενεργοποίησης των πρωτεασών caspase-3 και caspase- 

9 :

Κύτταρα, 2-5x103 λύθηκαν με lysis buffer από την εταιρία MBL. Οι συγκεντρώσεις 

των πρωτεϊνών καθορίστηκαν με τα κύτταρα σε τριβλείο 96-θέσεων, στα 405 nm 

απορροφητικότητας, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (MBL, Japan). Η 

ενεργοποίηση των caspase-9 και -3 στους sense και antisense κλώνους μετρήθηκε και 

συγκρίθηκε με την αντίστοιχη στα γονικά κύτταρα και τους vector controls.

Μέθοδος Northern Blotting :

Με τη μέθοδο αυτή, ελέγξαμε τα επίπεδα mRNA του TFPI-2. Το συνολικό κυτταρικό 

RNA (t-RNA), απομονώθηκε και 10 μgr RNA ηλεκτροφορήθηκαν σε gel αγαρόζης- 

φορμαλδεΰδης, μεταφέρθηκαν σε νάιλον μεμβράνη ολονύκτια και κατόπιν 

συνδέθηκαν με τη μεμβράνη με υπεριώδη ακτινοβολία (193). Οι μεμβράνες υβριδο- 

ποιήθηκαν στους 65°C ολονύκτια, με συμπληρωματικό, cDNA TFPI-2 probe, 

σεσημασμένο με 32P-deoxycytidine triphosphate {primer labeling). Κατόπιν, 

πλύθηκαν σε 0.5% SSC και 0.1% SDS για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου, έπειτα 

για 15 min στους 65°C και τέλος εκτέθηκαν σε x-ray film στους -70°C. Οι μεμβράνες 

τελικά, υπέστησαν stripping και επανυβριδοποιήθηκαν με cDNA GAPDFI 

(GlycerAldehyde Phosphate DeHydrogenase), στα πλαίσια ενδογενούς ελέγχου.

Δοκιμασία διεισδυτικότητας σε matrigel (matrigel invasion assay) :

Η διεισδυτικότητα των κλώνων (SNB-19 sense, Hs683 antisense και vector control)
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και των γονικών κυττάρων, δοκιμάστηκε in vitro με matrigel invasion assay. Εν 

περιλήψη, φίλτρο με πόρους διαμέτρου 8 μτη, επωάστηκε με matrigel (1 mg/ml) και 

εν συνεχεία, τα κύτταρα τρυψινίστηκαν και 20 μΐ από το κυτταρικό διάλυμα (3x103 

κύτταρα/ml) προστέθηκαν εις τριπλούν σε 24 wells plate. Μετά από επώαση για 24 

ωρών στους 37°C, τα κύτταρα που πέρασαν δια μέσου του φίλτρου στην κάτω 

επιφάνεια αυτού, υπολογίστηκαν ποσοτικά και εκφράστηκαν ως ποσοστό του 

συνόλου των κυττάρων, στην άνω και κάτω επιφάνεια του φίλτρου. Τα κύτταρα στην 

κάτω επιφάνεια της μεμβράνης μονιμοποιήθηκαν, χρωματίστηκαν με χρώση Hema-3 

και φοτογραφήθηκαν (slides).

Δοκιμασία μετανάστευσης (migration assay) :

Τα γονικά κύτταρα και οι κλώνοι (3χ10ϋ κύτταρα/τριβλείο) καλλιεργήθηκαν για να 

σχηματίσουν σφαιροειδή (spheroids) σε τριβλεία κυτταροκαλλιέργειας των 100 mm2, 

τα οποία είχαν προηγουμένως επωαστεί, με 75% άγαρ (194). Τα σφαιροειδή 

χρωματίστηκαν με φθορίζουσα χρώση Dil. Μετά από 24 ώρες, η περιοχή καλύφθηκε 

από νεοπλασματικά κύτταρα, τα οποία μετανάστευσαν από τα σφαιροειδή. Τα 

κύτταρα μετρήθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν ως δείκτης της κυτταρικής 

μετανάστευσης.

Τρισδιάστατη δοκιμασία διεισδυτικότητας των σφαιροειδών (Three- 

Dimensional Spheroid Invasion Assay):

Η διεισδυτικότητα των σφαιροειδών μετρήθηκε σε ένα τρισδιάστατο μοντέλο, στο 

οποίο τα σφαιροειδή χρωματίστηκαν με Dil και καλλιεργήθηκαν με aggregates 

εγκεφάλου εμβρύων ποντικού, χρωματισμένα με DiO χρώση (195). Σε διάφορες 

φάσεις της καλλιέργειας, μια σειρά από τομές πάχους 1 μηι αποκτήθηκε με τη 

βοήθεια confocal laserscanning microscope. Οι τομές αυτές ελήφθησαν από την 

επιφάνεια προς το κέντρο. Οι χρώσεις Dil και DiO ανιχνεύθηκαν με laser Αργού στα 

520-560 nm (Dil) και με laser Ηλίου/Νέου στα 590 nm (DiO).
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Ενδοεγκεφαλική ένεση :

Με στόχο την εκτίμηση των αποτελεσμάτων του up και downregulcition του TFPI-2, 

ενέσαμε εναιώρημα από κάθε τύπο κυττάρου στον εγκέφαλο αθυμικού ποντικού (in 

vivo). Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 40 ποντίκια, ανά σειρά 5 γονικά, 5 vector control 

και 10 για τον κάθε κλώνο. Τα κύτταρα τρυψινίστηκαν και επαναιωρήθηκαν σε 

θρεπτικό υλικό ελεύθερο ορού (serum free medium), σε συγκέντρωση 2x105 

κύτταρα/μΐ. Τα ποντίκια αναισθητοποιήθηκαν με ενδοπεριτοναϊκή έγχυση 0.35- 

0.45μ1 διαλύματος 0.06 Μ 2,2,2-τριβρωμεθανόλης (Aldich Chemical Co., Milwaukee, 

WI), 1,25 ισομυλαλκοόλης και 98.5% βακτηριοστατικού ορού και ενέθηκαν 

ενδοεγκεφαλικά, με 10 μΐ εναιωρήματος του αντίστοιχου κυτταρικού τύπου, με τη 

βοήθεια στερεοτακτικού πλαισίου (196). Τέσσερις εβδομάδες αργότερα, τα ποντίκια 

θανατώθηκαν με ενδοκαρδιακή διήθηση, αρχικά με PBS και εν συνεχεία με 4% 

παραφορμαλδεϋδης σε NaCl 0.9%. Οι εγκέφαλοι αφαιρέθηκαν και παρέμειναν σε 

διάλυμα 4% παραφορμαλδεϋδης για 4 ώρες και εν συνεχεία, επωάστηκαν για 2 

ημέρες σε διάλυμα 30% σουκρόζης σε PBS στους 4°C. Την επομένη, οι εγκέφαλοι 

τεμαχίστηκαν, τέθηκαν σε μικροσκοπικά slides και καταψύχθηκαν στους -20°C. Οι 

κρυοστατικές τομές, χρωματίστηκαν με χρώση εωσίνης/αιματοξυλίνης για τη μελέτη 

της ανάπτυξης όγκου.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Δεν παρουσιάστηκαν διαφορές στο ρυθμό ανάπτυξης μεταξύ γονικών κυττάρων, 

κυττάρων με vector control μόνο, καθώς και των κλώνων SNB-19 sense και Hs683 

antisense.

Παραγωγή της TFPI-2 πρωτεΐνης και mRNA :

Κατά την Western Blotting ανάλυση για την παραγωγή TFPI-2 πρωτεΐνης, όπως 

αναμενόταν, τριπλές ζώνες TFPI-2 εμφάνισαν οι SNB-19 sense κλώνοι αλλά όχι οι
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γόνοι και οι vector controls. Οι Hs683 antisense κλώνοι, παρήγαγαν κατά 90% 

λιγότερο TFPI-2 από ότι οι αντίστοιχοι γόνοι και vector controls, Εικ. 20 Α-Β:

Ρ V SI S2 Ρ V ΑΛΊ AS2

Εικ. 20 Western Blotting ανάλυση της TFPI-2 πρωτεΐνης των γόνων, vector controls και κλώνων για 
τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19 (A) KaiHs683 (Β), αντίστοιχα.

Η ανάλυση με Northern Blotting των ίδιων κλώνων και vector controls και η GAPDH 

μέθοδος, ως ενδογενής έλεγχος, επιβεβαίωσαν ότι οι SNB-19 sense κλώνοι 

υπερεκφράζουν το μήνυμα TFPI-2, ενώ οι SNB-19 γόνοι και vector controls δεν 

εκφράζουν TFPI-2 mRNA. Οι Hs683 antisense κλώνοι, παράγουν στατιστικά 

σημαντικά λιγότερο TFPI-2 mRNA (ρ<0,01) συγκριτικά με τα γονικά κύτταρα και 

τους vector controls, εικ. 21 Α-Β:

I ’ Γ Λ7 Λ'

-a-tmtr ■<;. in/);;

Εικ. 21 Northern Blotting ανάλυση του TFPI-2 mRNA των γόνων, vector controls και κλώνων για τις 
δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19(A) και Hs683 (Β), αντίστοιχα. Ενδογενής έλεγχος με την GAPDH 
μέθοδο.
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Έκφραση των p-ERK και t-ERK :

Η ενζυματική δράση και ενεργοποίηση των ERK πρωτεϊνών επιτυγχάνεται μετά από 

φωσφορυλίωσή τους (p-ERKs). Στο υλικό μας παρατηρήθηκε ότι, τα επίπεδα p-ERK 

μειώνονται στους SNB-19 sense κλώνους ενώ το αποτέλεσμα είναι αντίστροφο για 

τους Hs683 antisense κλώνους, συγκριτικά με τα γονικά κύτταρα και τους vector 

controls. Παρά ταύτα, δε διαπιστώθηκε σημαντική διαφορά των επιπέδων του t-ERK 

(total ERK) και στα δύο είδη κλώνων sense και antisense, συγκριτικά με τα γονικά 

κύτταρα και τους vector controls, εικ. 22 Α-Β:

p-ERK and L-ERK levels in stable clones

A S.NO-19 H HsGR3

42-44 kit 
|i-KUK

-42-44 kl> 
i ΙΪΚΚ

Εικ. 22 Western Blotting ανάλυση της έκφρασης των επιπέδων της p-ERK και t-ERX πρωτεΐνης των 
γόνων, vector controls και κλώνων για τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19 (Α) και Hs683 (Β), 
αντίστοιχα.

Καθορισμός των επιπέδων ΒΑΧ και Bcl-2 :

Ως γνωστό, η δράση των παραγόντων ΒΑΧ και Bcl-2 είναι ανταγωνιστική. Στο υλικό 

μας διαπιστώθηκε ότι, η έκφραση του ΒΑΧ αυξάνεται στους SNB-19 sense κλώνους, 

αλλά μειώνεται στους Hs683 antisense, συγκριτικά με τους γόνους και τους vector 

controls, όπως επίσης ότι, το επίπεδο του Bcl-2 μειώνεται στα SNB-19 κύτταρα ενώ, 

αυξάνεται στα Hs683, συγκριτικά με τα γονικά και τους vector controls, εικ.23 Α-Β:
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BAX and Bcl-2 levels in stable clones
A SSii-l*

2n fcl) 
!Scl 2

P V,c St si P VIC A*1 As’

Εικ. 23 Western Blotting ανάλυση της έκφρασης των επιπέδων της ΒΑΧ και Bcl-2 πρωτεΐνης των 
γόνων, vector controls και κλώνων για τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19 (Α) και Hs683 (Β), 
αντίστοιχα.

Καθορισμός των επιπέδων των caspases -9,8,7,3 και του παράγοντα PARP :

Για την επίτευξη της απόπτωσης η συμμετοχή των ccispcise cascade και παράγοντα 

PARP, είναι απαραίτητη. Στο υλικό μας παρατηρήσαμε ότι, η έκφραση των caspases- 

9,7,3 καθώς και του παράγοντα PARP, αυξάνεται στους SNB-19 sense κλώνους ενώ, 

μειώνεται στους Hs683 antisense, συγκριτικά με τους γόνους και τους vector 

controls, εικ. 24 Α-Β. Η caspase-8 δεν εκφράζεται, τόσο στους sense όσο και στους 

antisense κλώνους .

Cusp uses anti PARP expression

3!. " 1; |>
CAvpLise y

SN ΙΪ- t<> I f ,*ΛΗ3
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PARP
VC SI S2 VC As 1 As2

Εικ. 24 Western Blotting ανάλυση της έκφρασης των caspases-9, -7, -3 και PARP επιπέδων των 
γόνων, vector controls και κλώνων για τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19 (Α) και Hs683 (Β),
αντίστοιχα.
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Έκφραση των cytochrome-c και Apaf-1 :

Η συμβολή του συμπλέγματος cyt-c_Apaf-l, γνωστού ως “apoptosome”, στην 

απόπτωση είναι καθοριστική. Στα πειράματά μας διαπιστώθηκε ότι, η έκφραση των 

cyt-c και Apaf-Ι αυξάνεται στους SNB-19 sense κλώνους και μειώνεται στους Hs683 

antisense, συγκριτικά με τα γονικά κύτταρα και τους vector controls, εικ. 25 Α-Β:

Cyt.c and Apaf-1 levels in stable clones

A SNB-19 II Hs6S3

POkIJ

Λμ,ιί-ί
iM9—*

Εικ. 25 Western Blotting ανάλυση των cytochrome-c και Apaf-1 επιπέδων των γόνων, vector controls 
και κλώνων για τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19 (Α) και Hs683 (Β), αντίστοιχα.

Μέθοδος ενεργοποίησης των caspases -9 και 3 :

Η ενεργοποίηση των caspases-9 και -3, είναι αυξημένη στους SNB-19 sense κλώνους 

και μειωμένη στους Hs683 antisense, πάντα σε σύγκριση με τους γόνους και τους 

vector controls, εικ. 26 Α-Β:
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Λ β
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Euc. 26 Μέθοδος ενεργοποίησης των caspases -9 και -3 των γόνων, vector controls και κλώνων για 
τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19 (Α) και Hs683 (Β), αντίστοιχα.

Κυτταρική διεισδυτικότητα σε matrigel:

Διαπιστώθηκε ότι, οι SNB-19 sense κλώνοι που διείσδυσαν δια μέσου των φίλτρων, 

αφού προηγουμένως είχαν επωαστεί με matrigel, ήταν κατά πολύ λιγότεροι 

συγκριτικά με τα γονικά κύτταρα και τους vector controls. Η ΜΜΤ μέθοδος έδειξε 

ότι, το 42-45% των SNB-19 κλώνων, διείσδυσαν σε σχέση με το μόλις 13-16% των 

γονικών κύτταρων και των vector controls. Οι Hs683 antisense κλώνοι, που 

διαπέρασαν το matrigel φίλτρο ήταν κατά πολύ περισσότεροι, συγκριτικά με τα 

γονικά κύτταρα και τους vector controls. Η ΜΜΤ μέθοδος έδειξε ότι, το ποσοστό 

διεισδυτικότητας των γόνων και των vector controls ήταν 10-12%, συγκριτικά με το 

30-35% των Hs683 antisense κλώνων, εικ. 27 Α-Β-Γ-Δ:

56

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 02:56:39 EEST - 3.231.207.239



A B

Γ
lfx6S3 f '

Eik. 27 Matrigel invasion assay των γόνων, vector controls και κλώνων για τις δύο κυτταρικές σειρές, 
SNB-19 (Α,Β) KaiHs683 (Γ,Δ), αντίστοιχα.

Δοκιμασία μετανάστευσης (migration assay) :

Μετρώντας τη μετανάστευση των δύο κλώνων και των vector controls τους, 

βασισμένοι στα σφαιροειδή του ίδιου κυτταρικού τύπου, παρατηρήθηκε μικρότερη 

μετανάστευση από τα σφαιροειδή των SNB-19 sense κλώνων, σε σχέση με τα 

σφαιροειδή των SNB-19 γόνων και vector control. Το αντίθετο παρατηρήθηκε στα 

Hs683 κύτταρα δηλαδή, περισσότεροι antisense κλώνοι μετανάστευσαν συγκριτικά 

με τα Hs683 γονικά κύτταρα και τους vector controls, εικ. 28 Α-Β:

Λ Β
S:\B-fV V V

Εικ. 28 Migration assay των γόνων, vector controls και κλώνων για τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB- 
19 (Α) και Hs683 (Β), αντίστοιχα.
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Δοκιμασία διείσδυσης των σφαιροειδών σε aggregates κυττάρων εγκεφάλου από 

εμβρύων ποντικών (spheroid assay) :

Τα σφαιροειδή των SNB-19 TFPI-2 sense κλώνων απέτυχαν να διεισδύσουν στα 

aggregates εμβρυϊκών εγκεφάλων ποντικών, αν και τα σφαιροειδή των γονικών 

κυττάρων και των vector controls διεισδύουν. Εν αντιθέσει, τα σφαιροειδή των 

Hs683 TFPI-2 antisense κλώνων διείσδυσαν στα aggregates, αλλά όχι αυτά των 

γόνων και των vector controls, εικ. 29 Α-Β:

A Β

Εικ. 29 Spheroid assay των γόνων, vector controls και κλώνων για τις δύο κυτταρικές σειρές, SNB-19 
(Α) και Hs683 (Β), αντίστοιχα.

Ενδοεγκεφαλικός σχηματισμός όγκου σε ποντίκια, στα οποία έγινε εκτομή του 

θύμου αδένα:

Όπως αναμενόταν, ποντίκια στα οποία ενέσαμε ενδοεγκεφαλικά SNB-19 γονικά 

κύτταρα ή κύτταρα vector control, σχημάτισαν στη θέση αυτή όγκο ενώ, στα ποντίκια 

που ενέσαμε SNB-19 sense κλώνους, σχηματίστηκαν μικρότεροι όγκοι, εικ. 30. 

Ένεση με Hs683 κύτταρα (γονικά και vector controls) δεν παρήγαγε όγκο, όπως ήταν 

αναμενόμενο της κυτταρικής αυτής σειράς. Πολύ μικροί όμως όγκοι, σχηματίστηκαν 

στα ποντίκια στα οποία ενέσαμε Hs683 TFPI-2 antisense κλώνους.
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SNB-19

Εικ. 30 Σχηματισμός μικρότερου όγκου μετά από ενδοεγκεφαλική ένεση SNB-19 sense κλώνο)ν σε 
ποντίκια (nude mice), συγκριτικά με των γονικών κυττάρων.
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ο ανθρώπινος TFPI-2 παράγοντας, είναι ένας αναστολέας τύπου kunitz 32 kDa, που 

βρίσκεται στην εξωκυττάριο μεμβράνη των ενδοθηλιακών κυττάρων και των 

ινοβλαστών. Επίσης, υπάρχει στον πλακούντα και σε διάφορους ιστούς ενηλίκων 

όπως, ήπαρ, σκελετικοί μύες, καρδιά, νεφροί και πάγκρεας. Γενικότερα, συντίθεται 

και εκκρίνεται από πληθώρα κυττάρων όπως, κύτταρα της κερατίνης στιβάδας του 

δέρματος, ενδοθηλιακά κύτταρα, ινοβλάστες και συγκυτιοτροφοβλάστες (11,12, Μ

Ι 6,197). Επίσης, υπάρχει σοβαρή υπόνοια ότι, ο εν λόγω παράγοντας συμμετέχει 

στον πηκτικό μηχανισμό του αίματος (9-13). Αρκετές κυτταρικές σειρές 

καρκινώματος ωοθηκών και η κυτταρική σειρά T98G, κύτταρα ανθρωπίνου 

γλοιώματος, περιέχουν σημαντική ποσότητα TFPI-2 (11). Εμείς επιλέξαμε τα Hs683 

(low grade glioma cell line) κύτταρα, εξαιτίας της μη διεισδυτικής συμπεριφοράς 

τους και, του ότι παράγουν μεγάλες ποσότητες TFPI-2 πρωτεΐνης και mRNA. 

Παρομοίως, επιλέξαμε τα SNB-19 (multiform glioblastoma cell line) κύτταρα, για τις 

υψηλά διεισδυτικές και ογκογενείς ιδιότητές τους, παρά το γεγονός ότι, η παραγωγή 

της TFPI-2 πρωτεΐνης και του mRNA είναι ελλιπής. Σε αυτή τη μελέτη, μπορέσαμε 

να υπερεκφράσουμε την TFPI-2 πρωτεΐνη και mRNA, ενσωματώνοντας στα SNB-19 

κύτταρα ένα TFPI-2 sense τμήμα (construct) και να μειώσουμε την έκφραση της 

TFPI-2 πρωτεΐνης και mRNA στα Hs683 κύτταρα, στα οποία ενσωματώσαμε 

antisense TFPI-2 τμήμα. Ο μηχανισμός με τον οποίο τα sense και antisense τμήματα 

επηρέασαν την έκφραση του TFPI-2 στα συγκεκριμένα κύτταρα, δεν είναι σαφής. 

Πιθανότατα, να σχετίζεται με μεταφορά mRNA ή με υβριδισμό

κυτταροπλασματικού TFPI-2 mRNA, το οποίο έχει μετατοπιστεί.

Κύτταρα πολλών όγκων εκκρίνουν πολυπεπτίδια όπως, πρωτεάσες και τους 

αναστολείς τους, τα οποία ως γνωστό, εμπλέκονται στην διεισδυτικότητα και την 

ανάπτυξη του όγκου (198-200). Νεοπλασματικά κύτταρα μερικών τύπων καρκίνου 

στον άνθρωπο, εκκρίνουν πρωτεάσες σερίνης όπως τρυψίνη, καθώς και πολλές 

μορφές αναστολέων αυτής (201,202). Ο TFPI-2, ως αναστολέας πρωτεασών σερίνης, 

συνδεόμενων με την επιπολής στιβάδα της εξωκυττάριας μεμβράνης, παίζει 

σημαντικό ρόλο στην αποδόμησή της κατά τη διάρκεια της διείσδυσης και 

μετανάστευσης των νεοπλασματικών κυττάρων, της επούλωσης του τραύματος και
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της αγγειογένεσης (10). Προηγούμενη μελέτη ανασυνδυασμένου TFPI-2, έδειξε ότι 

αυτός αναστέλλει τη γένεση της πλασμίνης στην επιφάνεια της εξωκυττάριας 

μεμβράνης των ΗΤ-1080 κύτταρων ινοσαρκώματος και επομένως, αναστέλλει την 

αποδόμηση και τη διείσδυση της μεμβράνης από αυτά τα κύτταρα (18).

Βάσει άλλων μελετών, σχετικά με τους ΡΑΙ-1 και ΡΑΙ-2 αναστολείς ενεργοποίησης 

του πλασμινογόνου, προτάθηκε ότι, η άμεση αναστολή της πλασμίνης μπορεί να είναι 

περισσότερο αποτελεσματική τακτική για την αναστολή της διεισδυτικότητας του 

όγκου και της δημιουργίας μεταστάσεων, από ότι η αναστολή του uPA ή tPA (203). 

Οι uPA, uPAR, tPA, ΡΑΙ-1 και ΡΑΙ-2, είναι όλοι παράγοντες που υπερπαράγονται 

στους καρκίνους του παχέως εντέρου, στομάχου, εγκεφάλου, μαστού και δέρματος. 

Επιπλέον, η παρουσία ΡΑΙ-1 και ΡΑΙ-2 σχετίζεται θετικά με το βαθμό κακοήθειας 

του όγκου (204,205). Σε πρόσφατη αναφορά, η παρουσία ΡΑΙ-1, ενεργοποιεί μάλλον, 

παρά αναστέλλει τη δημιουργία μεταστάσεων, στο νευροβλάστωμα (206). Η TFPI-2 

και PAIs παράγοντες δρουν σε διάφορα στάδια του συστήματος ενεργοποίησης του 

πλασμινογόνου. Ειδικότερα, ο ΡΑΙ-1 δεσμεύει το σύμπλεγμα uPA-uPAR. Εν 

αντιθέσει, ο TFPI-2 αναστέλλει απευθείας την πλασμίνη, η οποία απελευθερώ

νοντας παράγοντες ανάπτυξης από την εξωκυττάρια μεμβράνη και ενεργοποιώντας 

τον ΤϋΡβ και συγκεκριμένες προ-MMPs από κύτταρα όγκων, προκαλεί την αποδό

μηση της εξωκυττάριας μεμβράνης, η οποία ακολουθείται από διείσδυση του όγκου 

(7.207). Αν και επιδρώντας μέσω συστήματος ενεργοποίησης του πλασμινογόνου στο 

επίπεδο της πλασμίνης, η διείσδυση και μετάσταση του όγκου, αναστέλλεται πολύ 

πιο αποτελεσματικά από ότι αναστέλλοντας τους uPA ή tPA, κανένας φυσικός 

αναστολέας της πλασμίνης δεν έχει ανιχνευθεί, ο οποίος να μπορεί να αναστείλει την 

πλασμίνη που βρίσκεται στην κυτταρική επιφάνεια. Η πλασμίνη που συνδέεται με τα 

ογκοκύτταρα, δε μπορεί να ανασταλεί παρουσία της α2-αντιπλασμίνης, η οποία είναι 

γνωστή και ως αναστολέας πλασμίνης πλάσματος (plasma plasmin inhibitor) 

(203,208-211). Μεταξύ άλλων φυσικών πρωτεασών-αναστολέων σερίνης, η 

πρωτεάση nexin-L αρχικά αναστέλλει την α-θρομβίνη, αλλά δεν αναστέλλει τον uPA 

ή την πλασμίνη της κυτταρικής επιφάνειας (212). Η mapsin (mammary serine 

protease inhibitor), μια πρωτεΐνη καταστολέας όγκου, άλλοτε αναστέλλει τις 

πρωτεάσες και άλλοτε όχι (213). Η υψηλή ομολογία σε σερπίνες (serpins), εκ των
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οποίων μερικές μπορεί να αναστείλουν τις πρωτεάσες (α2-αντιθρυψίνη, ΡΑΙ-1 και 

ΡΑΙ-2) και μερικές όχι (οβαλβουμίνη, αγγειοτενσινογόνο), μπορεί να εξηγήσουν αυτή 

την αντιφατικότητα (214). Μια αναφορά σχετική με την ανασταλτική δράση της 

mapsin, δηλώνει ότι η mapsin αναστέλλει τον tPA αλλά όχι τον uPA και την 

πλασμίνη (215). Οι Seftor και συν. (216) ανακάλυψαν ότι, η mapsin καταστέλλει το 

διεισδυτικό φαινότυπο στα MDA-MB-435 κύτταρα (κύτταρα καρκίνου του μαστού), 

μεταβάλλοντας την ακεραιότητά τους.

Όμως, ο TFPI-2 είναι διαφορετικός από τους ΡΑΙ-1, ΡΑΙ-2, nexin-Ι πρωτεάση και 

mapsin. Σε αντίθεση με αυτές τις πρωτεΐνες (όλες των οποίων είναι σερπίνες), ο 

TFPI-2 (ένας αναστολέας τύπου kunitz), αναστέλλει απευθείας την πλασμίνη, η οποία 

ενεργοποιώντας προ-MMPs διευκολύνει την αποδόμηση της εξωκυττάριας 

μεμβράνης και τη διεισδυτικότητα των ογκοκυττάρων. Ο TFPI-2, είναι επίσης στενά 

συνδεδεμένος με την εξωκυττάρια μεμβράνη.

Στην παρούσα μελέτη, τα SNB-19 κύτταρα κλωνοποιήθηκαν με sense δομές- 

construct και εμφάνισαν λιγότερη διεισδυτικότητα συγκριτικά με τους γόνους και 

τους vector controls, ενώ οι Hs683 antisense κλώνοι παρουσίασαν αύξηση της 

διεισδυτικότητας τους σε σχέση με τα γονικά κύτταρα και τους vector controls. Βάσει 

αυτών των αποτελεσμάτων, αναδεικνύεται για πρώτη φορά η σημαντικότητα του 

TFPI-2 στην αναστολή της αποσύνθεσης της κυτταρικής μεμβράνης, επηρεάζοντας 

τη διεισδυτική ικανότητα του όγκου. Τα επίπεδά του, σχετίζονται με το βαθμό 

κακοήθειας και τη διεισδυτική συμπεριφορά των γλοιωμάτων.

Επιπλέον, ο TFPI-2, εκτός από το να αναστέλλει την πλασμίνη και άλλες συγγενείς 

με αυτή πρωτεάσες, αναστέλλει και το σύμπλεγμα ιστικού παράγοντα-παράγοντα 

Vila, που αποτελεί κυτταρικό ενεργοποιητή του εξωγενούς πηκτικού μηχανισμού 

(9,13). Επί παραδείγματι, ο TFPI-2 αναστέλλει τον ενεργοποιητή του ανθρωπίνου 

παράγοντα X, μέσω του συμπλέγματος ιστικού παράγοντα-παράγοντα Vila στα J-82 

κύτταρα κυστικού καρκινώματος (13). Υπάρχουν μελέτες, που συνδυάζουν το 

σύμπλεγμα ιστικού παράγοντα-παράγοντα Vila με την αύξηση της ογκογένεσης 

(217-219). Συγκεκριμένα, ο ιστικός παράγοντας επιδρά στην αγγειογένεση και 

μετάσταση του όγκου, με την προϋπόθεση ότι έχει σχηματίσει σύμπλεγμα με τον 

καταλυτικής δράσης παράγοντα VII (220). Όπως σημειώθηκε προηγουμένως, ο 

TFPI-2 δρα ανασταλτικά στο σύμπλεγμα αυτό (9,217). Ο ιστικός παράγων επίσης,
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προάγει την παραγωγή του αγγειακού παράγοντα αύξησης των ενδοθηλιακών 

κύτταρων και του uPAR στα καρκινικά κύτταρα και τα επίπεδά του σχετίζονται με το 

βαθμό αγγειογένεσης και ανάπτυξης του όγκου στα ινοσαρκώματα, στα μελανώματα, 

στον καρκίνο του μαστού και του παγκρέατος (220-225).

Ο ρόλος του TFPI-2 στη ρύθμιση του εξωγενούς πηκτικού μηχανισμού που 

προαναφέρθηκε, είναι ήδη γνωστός. Στη μελέτη αυτή, οι SNB-19 sense κλώνοι, 

παρουσιάζουν αναστολή της κυτταρικής μετανάστευσης και διείσδυσης in vitro και 

μείωση του σχηματισμού όγκου in vivo ενώ, οι Hs683 antisense κλώνοι, 

παρουσιάζουν αύξηση της μετανάστευσης και της διείσδυσης, in vitro και προκαλούν 

πολύ μικρό σχηματισμό όγκου, in vivo. Βάσει αυτών των στοιχείων, αποκαλύπτεται 

ότι ο TFPI-2 επηρεάζει την ανάπτυξη των γλοιωμάτων και in vivo. Ο ρόλος του 

TFPI-2 στα γλοιώματα, in vitro, αλλά και in vivo, είναι σημαντικός και με περαιτέρω 

μελέτες θα καθοριστεί ο ρυθμιστικός ρόλος του παράγοντα αυτού στην αναστολή 

εξωκρανιακών νεοπλασμάτων και άλλων όγκων. Για πρώτη φορά αναφέρεται ότι, ο 

TFPI-2 εκπίπτει στα γλοιώματα. ΡΙ έκφρασή του είναι αντιστρόφως ανάλογη του 

βαθμού διαφοροποίησης του όγκου. Πρόκειται για μια τεκμηριωμένη άποψη, η οποία 

επιβεβαιώθηκε και in vivo αναδεικνύοντας ότι ο TFPI-2 εξαφανίζεται κατά το 

σχηματισμό όγκου.

Φαίνεται όμως ότι, ο TFPI-2 παίζει ρόλο και στην απόπτωση των γλοιωμάτων, μέσω 

του caspase cascade. Οι caspases, παίζουν ζωτικής σημασίας ρόλο στον αποπτωτικό 

κυτταρικό θάνατο (19,183,184,186,226,227). Για να γίνει αυτό υπάρχουν δύο οδοί. Η 

πρώτη οδός, αφορά υποδοχείς θανάτου όπως, FAS ή TNF (Tumor Necrosis Factor) 

(228). Στη δεύτερη οδό, προαποπτωτικά σήματα σε μιτοχονδριακό επίπεδο, προάγουν 

τη μετατόπιση του cyt-c, από τα μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα (22-24,188,229- 

232). Τότε το cyt-c συνδέεται με τον Apaf-Ι, ένα ομόλογο του CED-4 στα θηλαστικά, 

και το σύμπλεγμα επιδρά στην procaspase-9 (233,234). Αυτό συνεπάγεται την 

αυτοενεργοποιήση τχ\ς procaspase-9 (235). Το σύμπλεγμα cyt-c_Apaf-l_procaspase- 

9, είναι γνωστό ως “apoptosome”, το οποίο με τη σειρά του επιδρά στις effector 

caspases, προκαλώντας την ενεργοποίησή τους. Και οι δύο αυτές οδοί οδηγούν σε 

ένα caspase cascade, που μεγεθύνει το αποπτωτικό σήμα και εξασφαλίζει γρήγορο 

και μη αναστρέψιμο κυτταρικό θάνατο.

Σήματα ανώμαλων παραγόντων ανάπτυξης εμπλέκονται στην παθογένεση των
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γλοιωμάτων. Η ERK οδός, αποτελεί επίσης στόχο και φαίνεται να παίζει ρόλο στη 

γονιμοποίηση και τη διαφοροποίηση των κυττάρων. Αν και η ενεργοποίηση της 

ERK/MAPK, η οποία επιτυγχάνεται με φωσφορυλίωση σε επίπεδο Ser-Thr, δεν 

περιορίζεται μόνο στη νεοπλασματική γλοία, η επιλεκτική ενεργοποίηση στα 

νεοπλασματικά κύτταρα δηλώνει ότι, αυτό μπορεί να αποτελέσει δείκτη 

προσδιορισμού του φαινοτύπου της νεόπλαστης γλοίας (236). Εμείς αποδείξαμε ότι, 

το p-ERK επίπεδο μειώνεται στα SNB-19 κύτταρα ενώ, αυξάνεται στα Hs683 αλλά 

δεν παρατηρείται καμία ουσιαστική διαφορά στα επίπεδα της t-ERK και στους δύο 

τύπους κυττάρων.

Ο ΒΑΧ παράγων, παίζει κρίσιμο ρόλο στην απόπτωση των νεοπλασματικών 

κύτταρων κατά τη διάρκεια της ακτινο- και χημειοθεραπείας. Επίσης, η προσθήκη 

του ΒΑΧ γονιδίου σε κύτταρα γλοιοβλαστώματος, έδειξε ότι τα Α-172 κύτταρα 

οδηγούνται σε νέκρωση και κυτταρικό θάνατο ενώ, τα U251 οδηγούνται σε 

απόπτωση και κυτταρικό θάνατο (237). C6 κύτταρα γλοιώματος “μολύνθηκαν” με το 

ΒΑΧ γονίδιο και απεδείχθη ότι κατά αυτόν τον τρόπο, ανταποκρίνονται στη θεραπεία 

με κυτοσίνη-αραβινοσίδη. Το πείραμα επαναλήφθηκε και in vivo σε ποντίκια και το 

αποτέλεσμα ήταν ότι, η υπερέκφραση του ΒΑΧ γονιδίου, οδηγεί σε πτωτική τάση 

ανάπτυξης συγκριτικά με τα κύτταρα που δεν φέρουν το γονίδιο (238). Στη μελέτη 

μας, ο TFPI-2 οδηγεί σε αύξηση της ΒΑΧ πρωτεΐνης στους SNB-19 sense κλώνους 

και μείωση στους Hs683 antisense κλώνους.

Ένα άλλο μέλος της οικογένειας Bcl-2, που φαίνεται να παίζει ρόλο, είναι η Bcl-2 

πρωτεΐνη. Ο Bcl-2 είναι ένα ογκογονίδιο με αντί-αποπτωτική δράση, που όμως 

μετατρέπεται σε ΒAX-like death effector. Υψηλά επίπεδα Bcl-2 έχουν προ- 

αποπτωτική δράση, επηρεάζοντας την οδό: FAS mediated apoptosis (237,239). Η 

έκφραση της πρωτεΐνης αυτής σε δύο κυτταρικές σειρές κακοήθους γλοιώματος, 

προάγει την κυτταρική μετανάστευση από τα σφαιροειδή και τη διείσδυση στις 

matrigel-επωαζόμενες μεμβράνες. Η διεισδυτικότητα των fetal-rat brain aggregates 

ενισχύεται παρουσία του Bcl-2. Έχει προταθεί ότι, ο ρόλος του Bcl-2 στην κακοήθεια 

και το φαινότυπο των κυττάρων των γλοιωμάτων, είναι να ευοδώνει τη μετανάστευση 

και τη διεισδυτικότητα των κύτταρων, μεταβάλλοντας την έκφραση μιας σειράς 

μεταλλοπρωτεασών και των αναστολέων τους (240). Στη μελέτη μας παρατηρήσαμε 

ότι, τα επίπεδα του Bcl-2 αυξάνονται στους Hs683 antisense κλώνους με αποτέλεσμα
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οι κλώνοι να γίνονται πιο διεισδυτικοί ενώ, μειώνονται στους SNB-19 sense κλώνους 

(241).

Υπερέκφραση του ΒΑΧ, προάγει την απελευθέρωση του cyt-c και την ενεργοποίηση 

των caspases (242). Στη μελέτη μας παρατηρήσαμε επίσης ότι, τα επίπεδα των cyt-c, 

Apaf-1, caspases (-9,7,3) και PAlRP αυξήθηκαν στους sense κλώνους (SNB-19) και 

μειώθηκαν στους antisense κλώνους (Hs683). Η caspase-8 δεν εκφράστηκε σε καμία 

από τις δύο κυτταρικές σειρές. Αποδείξαμε λοιπόν ότι, η απόπτωση επιτυγχάνεται με 

την απελευθέρωση του cyt-c από τα μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα, τη σύνδεσή 

του με τον Apaf-Ι και την ενεργοποίηση των caspases, μέσω της caspase-9 από το 

σύμπλεγμα αυτό και όχι της caspase-8. Η ενεργοποίηση της caspase-9 (initiator), 

θέτει σε ενέργεια τον caspase cascade με την ενεργοποίηση άλλων caspases, όπως -7 

και -3 και διασπά τον ΡΑΒΡ. Έτσι επέρχεται η απόπτωση και ο κυτταρικός θάνατος- 

αυτοκτονία.

Η μελέτη αυτή είναι η πρώτη παγκοσμίως που έφερε στην επιφάνεια, άλλη μια 

ζωτικής σημασίας δράση του TFPI-2 στην ογκογένεση δηλαδή, την επίδρασή του στη 

διαδικασία της απόπτωσης των νεοπλασματικών κυττάρων. Πρόκειται λοιπόν για 

έναν πολύ σημαντικό παράγοντα, ο οποίος στο μέλλον μπορεί να παίξει 

πρωταγωνιστικό ρόλο στην αντιμετώπιση των γλοιωμάτων.
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης προκύπτουν τα εξής συμπεράσματα:

1. Ο TFPI-2, εκτός από σημαντικός παράγοντας ρύθμισης του εξωγενούς πηκτικού 

μηχανισμού του αίματος, παίζει σπουδαίο ρόλο και στην αναστολή της 

αποσύνθεσης της κυτταρικής μεμβράνης ενώ, έλλειψη αυτού φαίνεται να 

συμβάλλει στην απόπτωση.

2. Η έκφραση του TFPI-2 διαφέρει μεταξύ των γλοιωμάτων, βάσει του βαθμού 

διαφοροποίησης (grade) δηλαδή, σε υψηλού βαθμού κακοήθειας όγκους έχουμε 

μικρότερη έκφραση του παράγοντα αυτού.

Ο TFPI-2 εξαφανίζεται κατά το σχηματισμό όγκου.

4. Upregulation του TFPI-2, προκαλεί μείωση της διεισδυτικής συμπεριφοράς των 

νεοπλασματικών κυττάρων.

5. Downregulation του TFPI-2, προκαλεί αύξηση της διεισδυτικότητας του όγκου.

6. Ο TFPI-2 παίζει σημαντικό ρόλο στην κυτταρική επιβίωση δηλαδή, στη 

διεργασία της απόπτωσης.

7. Είναι πιθανό, στο απώτερο μέλλον, ο παράγοντας αυτός να παίξει καθοριστικό 

ρόλο στην αντιμετώπση των γλοιωμάτων και μάλιστα αυτών με εξαιρετικά 

επιθετική συμπεριφορά.
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TITLE

« A novel role of Tissue Factor Pathway Inhibitor-2 (TFPI-2) in human glioma 

invasion - An experimental study»

By

ANASTASIA TASIOU

SUMMARY

Human tissue factor pathway inhibitor-2 (TFPI-2) is a Kunitz-type serine protease 

inhibitor that inhibits plasmin, trypsin, chymotrypsin, cathepsin G, and plasmin 

kallikrein but not urokinase-type plasminogen activator (uPA), tissue plasminogen 

activator (tPA), or thrombin. Preliminary findings in our laboratory suggested that the 

expression of TFPI-2 is downregulated or lost during tumor progression in human 

gliomas. To investigate the role of TFPI-2 in the invasiveness of brain tumors, we 

stably transfected the high grade glioma cell line SNB-19 and the low grade glioma 

cell line Hs683 with a vector capable of expressing a transcript complementary to the 

full-length TFPI-2 mRNA in either sence (0.7 kb) or antisence (lkb) orientations. We 

chose the Hs683 low grade glioma cell line because of its relatively non invasive 

nature, which produces high level of TFPI-2 protein and mRNA. Similarly, we chose 

the SNB-19 glioblastoma cell line for its highly invasive and tumor-forming 

characteristics, as well as its relative deficiency in producing TFPI-2 protein and 

mRNA. Different studies suggested that TFPI-2 expression differ among glioma cell 

types according to grade, with higher grade cells expressing less TFPI-2. In fact this is 

proved for a plenty of other tumors, as well as TFPI-2 transcripts are also widely 

expressed in various adult human tissues. The same result is coming out of the 

investigation of the role of TFPI-2, either in vitro by using many different procedures 

as following, or in vivo after intracerebral injection in nude mice. Our report is the 

first one to demonstrate that down- or upregulation of TFPI-2 plays a significant role 

in the invasive behavior of human gliomas and a novel role in cell survival in human 

gliomas (apoptosis).
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