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Περίληψη 
 

Η πρωτεΐνη versican προάγει την καρκινική αύξηση σε πειραματικά μοντέλα μέσω 

αυτοκρινών και παρακρινών μηχανισμών. Ο ρόλος της στην πρόοδο του 

μεσοθηλιώματος δεν έχει μέχρι τώρα ερευνηθεί. Στην παρούσα μελέτη εξετάσαμε την 

επίδραση της -εκκρινόμενης από τον όγκο- πρωτεΐνης versican στην ανάπτυξη του 

μεσοθηλιώματος και τους υποκείμενους μηχανισμούς που οδηγούν στο αποτέλεσμα 

αυτό. Για το σκοπό αυτό, κύτταρα ελέγχου ή -ενδεή ως προς το versican- ΑΕ17 και ΑΒ1 

κύτταρα μεσοθηλιώματος μυός χορηγήθηκαν ενδοϋπεζωκοτικά σε συγγενικά στελέχη 

μυών, ώστε να δημιουργηθεί μεσοθηλίωμα υπεζωκότα και συνοδός κακοήθης 

υπεζωκοτική συλλογή (ΚΥΣ). Οι ανοσολογικοί υποπληθυσμοί της υπεζωκοτικής 

συλλογής και του κακοήθους ιστού χαρακτηρίστηκαν με κυτταρομετρία ροής. Κύτταρα 

μεσοθηλιώματος συγκαλλιεργήθηκαν με συγγενή μακροφάγα, με σκοπό να εξετάσουμε 

την επιρροή του versican στη μεταξύ τους αλληλεπίδραση, καθώς και με συγγενή 

ενδοθηλιακά κύτταρα, ώστε να μελετηθεί η επίδραση της πρωτεΐνης αυτής στην 

αγγειακή διαπερατότητα. Η έκφραση του versican  μελετήθηκε σε δείγματα από 

ανθρώπινο μεσοθηλίωμα και συνοδό ΚΥΣ, καθώς και σε καλοήθη υπεζωκοτικό ιστό και 

πλευριτικό υγρό. Παρατηρήσαμε ότι, η αποσιώπηση του versican οδήγησε σε μειωμένη 

ποσότητα ιστού μεσοθηλιώματος και μειωμένο όγκο της συνοδού ΚΥΣ, επιδρώντας στον 

πολλαπλασιασμό και στην απόπτωση των καρκινικών κυττάρων in vivo (ενώ η καρκινική 

αύξηση δεν επηρεάστηκε σε πειράματα in vitro) περιορίζοντας παράλληλα την αγγειακή 

διαπερατότητα. Μύες που έπασχαν από -ενδεές ως προς το versican- μεσοθηλίωμα 

χαρακτηρίστηκαν από μικρότερο αριθμό ιστικών/υπεζωκοτικών μακροφάγων και 

ουδετεροφίλων, και μικρότερο αριθμό υπεζωκοτικών T-ρυθμιστικών CD4 (+) κυττάρων, 

συγκριτικά με τους μύες της ομάδας ελέγχου. Τα μακροφάγα που συγκαλλιεργήθηκαν με 

–ενδεή ως προς το versican- κύτταρα μεσοθηλιώματος παρουσίασαν στροφή προς τον 

Μ1 κυτταροτοξικό φαινότυπο και διέθεταν αυξημένες φαγοκυτταρικές ιδιότητες έναντι 

των καρκινικών κυττάρων, συγκριτικά με τα μακροφάγα ελέγχου. Σε συγκαλλιέργεια, τα 

–ενδεή ως προς το versican- μεσοθηλιακά κύτταρα δεν διέγειραν το ίδιο αποτελεσματικά 

την διαπερατότητα της ενδοθηλιακής μονοστοιβάδας, σε σύγκριση με τα κύτταρα 
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ελέγχου. Διαπιστώσαμε επίσης, ότι η πρωτεΐνη versican υπερεκφράζεται στο ανθρώπινο 

μεσοθηλίωμα και τη συνδό ΚΥΣ. Συμπερασματικά, το versican, που εκκρίνεται από τον 

όγκο, προάγει την ανάπτυξη του μεσοθηλιώματος διαμορφώνοντας ένα -φιλικό προς τον 

όγκο- φλεγμονώδες μικροπεριβάλλον, κυρίως ρυθμίζοντας τις λειτουργίες των 

μακροφάγων έναντι των καρκινικών κυττάρων. 

 

Abstract 

Versican promotes experimental tumor growth through cell- and non cell-autonomous 

mechanisms. Its role in mesothelioma progression has not been investigated so far. In this 

study we investigated the impact of tumor-derived versican in mesothelioma progression 

and the underlying mechanism of its action. For this purpose, versican-silenced or control 

ΑΕ17 and ΑΒ1 murine mesothelioma cells were intrapleuraly injected into syngeneic 

mice, in order to create pleural mesotheliomas and pleural effusions. Intratumoral and 

pleural immune subsets were assessed using flow cytometry. Mesothelioma cells were 

co-cultured with syngeneic macrophages to examine versican’s impact on their 

interaction and endothelial cells to assess the effect of versican in endothelial 

permeability. Versican expression was assessed in human mesotheliomas and 

mesothelioma-related pleural effusions and benign pleural tissue and effusions. We 

observed that, versican silencing reduced mesothelioma mass and pleural fluid volume by 

affecting tumor cell proliferation and apoptosis in vivo, while tumor cell growth remained 

intact in vitro, and limited pleural vascular permeability. Mice harboring versican-

deficient tumors presented fewer tumor/pleural macrophages and neutrophils, and fewer 

pleural T-regulatory cells, compared to the control animals. Macrophages co-cultured 

with versican-deficient mesothelioma cells were polarized towards M1 anti-tumor 

phenotype and demonstrated increased tumor cell phagocytic capacity, compared to 

macrophages co-cultured with control tumor cells. In co-culture, endothelial monolayer 

permeability was less effectively stimulated by versican-deficient cells than control cells. 

Versican was over-expressed in human mesothelioma tissue and mesothelioma-

associated effusion. In conclusion, tumor cell-derived versican stimulates mesothelioma 

progression by shaping a tumor friendly inflammatory milieu, mainly by blunting 

macrophage anti-tumor activities. 
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Γενικό Μέρος 

Κακόηθες Μεσοθηλίωμα Υπεζωκότα  
 

Το Κακόηθες Μεσοθηλίωμα Υπεζωκότα (ΚΜΥ) είναι ένας επιθετικός τύπος καρκίνου 

της υπεζωκοτικής κοιλότητας, που προέρχεται από τα μεσοθηλιακά κύτταρα του 

υπεζωκότα και συσχετίζεται κυρίως με την επαγγελματική (και πιο σπάνια με την 

περιβαλλοντική ή οικιακή) έκθεση στον αμίαντο [1]. Υπολογίζεται ότι ένα ποσοστό 8% 

έως 13% των απασχολούμενων στην εξόρυξη και επεξεργασία αμιάντου θα αναπτύξει 

τελικά μεσοθηλίωμα [2], ωστόσο δεν έχει πλήρως ξεκαθαριστεί αν υφίσταται δοσο-

εξαρτώμενη ή/και χρονο-εξαρτώμενη σχέση μεταξύ της έκθεσης στον αμίαντο και της 

εμφάνισης μεσοθηλιώματος. Αν και η έκθεση στον αμίαντο παραμένει ο πιο μείζων 

παράγοντας κινδύνου, η μόλυνση με τον ιό simian virus (SV) 40 ίσως ενέχεται στην 

παθογένεση του ΚΜΥ [3]. Συνυπολογίζοντας την μακρά λανθάνουσα περίοδο της νόσου 

(30 έως 50 έτη), σε συνδυασμό με την απαγόρευση εξόρυξης και χρήσης του αμιάντου 

στις ανεπτυγμένες χώρες, η επίπτωση του ΚΜΥ στις περιοχές αυτές αναμένεται να 

εμφανίσει plateau μέχρι το 2020 [4]. Ωστόσο το γεγονός ότι το 80% του παγκοσμίου 

πληθυσμού διαβιεί σε χώρες όπου ο αμίαντος δεν έχει απαγορευθεί και το 90% του 

αμιάντου που χρησιμοποιείται παγκοσμίως παράγεται σε χώρες όπως η Ρωσία, το 

Καζακστάν, η Κίνα και η Ινδία, καθιστά πιθανή την εμφάνιση μιας παγκόσμιας 

«επιδημίας» της νόσου στις επόμενες δεκαετίες [5]. Το ΚΜΥ παραμένει μια νόσος με 

δυσμενή πρόγνωση, η οποία εμφανίζει διάμεση επιβίωση περί τους 9-12 μήνες από τη 

στιγμή της διάγνωσης [6,7]. 

Παθοφυσιολογικά, αν και οι μηχανισμοί πρόκλησης ΚΜΥ δεν έχουν πλήρως 

αποσαφηνιστεί, φαίνεται ότι οι μακριές και λεπτές ίνες αμιάντου φθάνουν με την 

εισπνοή στις κυψελίδες, διαπερνούν το αναπνευστικό επιθήλιο και διαμέσου της 

λεμφικής οδού εισέρχονται στην υπεζωκοτική κοιλότητα, όπου έρχονται σε επαφή με την 

επιφάνεια των μεσοθηλιακών κυττάρων. Ακολούθως μπορούν άμεσα να επηρεάσουν το 

φυσιολογικό πολλαπλασιασμό των μεσοθηλιακών κυττάρων διαπερνόντας τη μιτωτική 

άτρακτο και διαταράσσοντας έτσι τη μιτωτική διαδικασία, δημιουργώντας ανευπλοειδία 

ή άλλου τύπου χρωμοσωμική ανωμαλία [3]. Σε πειραματικά μοντέλα μεσοθηλιώματος 

αρουραίων παρατηρήθηκε ότι οι ίνες αμιάντου επάγουν τα πρωτο-ογκογονίδια c-fos και 
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c-jun με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο [8]. Ο συνεχής ερεθισμός των μεσοθηλιακών κυττάρων 

οδηγεί σε παρατεταμένη φλεγμονή, με αποτέλεσμα την υπερπαραγωγή ελευθέρων ριζών 

οξυγόνου (reactive oxygen species - ROS) και επακόλουθο χρόνιο οξειδωτικό stress σε 

πληθώρα κυτταρικών πληθυσμών. Οι συνθήκες αυτές έχουν ως αποτέλεσμα την 

παραγωγή συγκεκριμένων νουκλεϊνικών προϊόντων, όπως η 8-υδρόξυ-γουανοσίνη [8-

hydroxy-guanosine (8-OHdG)], που προκαλούν θραύσεις στην διπλή έλικα του DNA 

των μεσοθηλιακών κυττάρων [8]. Οι ίδιες αυτές 8-OHd βάσεις έχουν παρατηρηθεί σε 

λεμφοκύτταρα απομονωμένα από το πλάσμα ατόμων αρκετές δεκαετίες μετά την 

τεκμηριωμένη έκθεσή τους στον αμίαντο, υποδεικνύοντας μια συνεχή διαδικασία 

οξειδωτικού stress [9]. H χρόνια φλεγμονή οδηγεί σε ενεργοποίηση ενδοκυττάριων οδών, 

όπως το μονοπάτι Wnt (Wingless-related integration site) [10,11] με αποτέλεσμα την 

υπερέκφραση διαφόρων προφλεγμονωδών κυτταροκινών [8], όπως ο Tumor Necrosis 

Factor-α (TNF-a) και η High-mobility Group Protein B1 (HMGB1) [12], γεγονός που 

οδηγεί στην ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων, όπως ο Nuclear Factor Kappa-B 

(NF-κB), προωθώντας έτσι την επιβίωση και αύξηση μεσοθηλιακών κυττάρων, που 

έχουν συσσωρεύσει μεταλλάξεις κάτω από την επίδραση των ινών αμιάντου. Σε μοριακό 

επίπεδο, είναι πλέον έκδηλο ότι υπάρχει μια γενετική επιρρέπεια στην ανάπτυξη ΚΜΥ 

[13,14]. Η πιο συχνή χρωμοσωμική ανωμαλία είναι η απώλεια ετεροζυγωτίας στο 

χρωμόσωμα 22, ωστόσο δομικές επαναδιατάξεις των 1p, 3p, 9p 6q έχουν συχνά 

περιγραφεί [15]. Η απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων φαίνεται πως είναι 

ιδιαίτερα σημαντική για την ανάπτυξη του ΚΜΥ [16], με τα πιο συχνά να είναι τα εξής: 

α) cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) το οποίο εμπλέκεται στη ρύθμιση 

του κυτταρικού κύκλου [17,18], β) BRCA1-associated protein 1 (BAP1) [19,20] το οποίο 

εμπλέκεται στην επιδιόρθωση του DNA εκφράζοντας την πυρηνική ντεουμπικουιτινάση 

BAP-1 [21], γ) neurofibromin 2 (NF2) [22,23] το οποίο ελέγχει το ενδοκυττάριο 

μονοπάτι Hippo-YAP1 [24,25], υπεύθυνο για τη ρύθμιση μεταγραφικών παραγόντων 

που προάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την έκφραση αυξητικών παραγόντων 

(όπως ο VEGF-vascular endothelial growth factor) και την αντοχή στην απόπτωση και δ) 

Wilms tumor 1 (WT1), το οποίο αναστέλλει τη δράση του p53. Άλλες σημαντικές 

γονιδιακές μεταλλάξεις [απώλεια του PTEN (phosphatase and tensin homolog), PIK3CA 

μετάλλαξη] αφορούν την ενεργοποίηση της ενδοκυττάριας οδού PI3K/AKT/mTOR 
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(phosphatidylinositol 3-kinase/alpha serine-threonine-protein kinase/mammalian target of 

rapamycin) [16,26], η οποία οδηγεί σε αντοχή στην απόπτωση και σε αύξηση της 

αγγειογένεσης [27]. Συνολικά η ενεργοποίηση των ανωτέρω οδών προκαλεί την 

έκφραση διάφορων προφλεγμονωδών κυτταροκινών, (TNF-α, HMBG1), αυξητικών 

παραγόντων (VEGF [28], PDGF - platelet-derived growth factor A και B, IGF - insulin 

growth factor 1 και 2, bFGF - basic fibroblast growth factor, HGF– hepatocyte growth 

factor και TGF– transforming growth factor [8]), αλλά και διαμεμβρανικών μορίων όπως 

ο programmed-death ligand 1 (PDL-1) [29], που επηρεάζουν αυτοκρινώς ή παρακρινώς 

τη λειτουργία μιας σειράς κυτταρικών πληθυσμών, όπως τα μεσοθηλιακά, τα δενδριτικά 

και ενδοθηλιακά κύτταρα, τα μονοπύρηνα/μακροφάγα, οι ινοβλάστες, τα CD4 

λεμφοκύτταρα κ.ο.κ [16] προκαλώντας κυτταρική αύξηση, αγγειογένεση, τοπική 

ανοσοκαταστολή και αποφυγή των κυτταροτοξικών επιδράσεων του ανοσοποιητικού 

συστήματος του ξενιστή [30,31]. Μελέτες γονιδιακού πολυμορφισμού ανέδειξαν ότι 

συγκεκριμένοι πληθυσμοί ανθρώπων εμφανίζουν γενετική προδιάθεση στην ανάπτυξη 

ΚΜΥ [8]. Πιο συγκεκριμένα, άτομα στη Φινλανδία που έφεραν τον τύπο του «βραδέως-

ακετυλιωτή» του NAT-2 (N-acetyltransferase) γονιδίου και στερούνταν το γονίδιο 

GSTM1 (glutathione-S-transferase M1), εμφάνισαν αυξημένη συχνότητα κακοήθους 

μεσοθηλιώματος υπεζωκότα μετά την έκθεση στον αμίαντο. To GSTM1 εμφανίζει 

ισχυρές αντιοξειδωτικές δράσεις, μέσω ρύθμισης του συστήματος γλουταθειόνης, ενώ το 

NAT-2 γονίδιο εμπλέκεται στον μετασχηματισμό των αρωματικών αμινών [32]. Επίσης, 

σε ανθρώπους που διαβιούν στην Καππαδοκία και φέρουν την αντίστοιχη μετάλλαξη, 

έχει περιγραφεί το λεγόμενο «BAP-1 σύνδρομο» [33], που συνίσταται σε αυξημένη 

συχνότητα αυτόματης εμφάνισης ΚΜΥ και μελανώματος σε μέλη της ίδιας οικογένειας 

ή ακόμα και στο ίδιο άτομο ύστερα από την έκθεση στον εριονίτη [20]. Εκτός από την 

έκθεση στις ίνες αμιάντου, άλλοι παράγοντες που σχετίζονται με πρόκληση ΚΜΥ 

αποτελούν η χρόνια φλεγμονή και ίνωση της υπεζωκοτικής κοιλότητας, ανεξαρτήτως 

αιτιολογίας [8] και η ακτινοβολία του ημιθωρακίου, ιδίως σε περιπτώσεις που απαιτείται 

μεγαλύτερο χρονικό διάστημα μεταξύ των συνεδριών, ανεξάρτητα από τη συνολική δόση 

της ακτινοβολίας [34]. 

Ιστολογικά, σύμφωνα με την ταξινόμηση της WHO (2015) [35], το ΚΜΥ διακρίνεται σε 

α) διάχυτο κακόηθες μεσοθηλίωμα, που είναι και ο πιο συχνός τύπος και περαιτέρω 
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ταξινομείται σε επιθηλιοειδές, σαρκωματώδες, δεσμοπλαστικό και διφασικό, β) 

εντοπισμένο κακόηθες μεσοθηλίωμα, που περαιτέρω ταξινομείται ως επιθηλιοειδές, 

σαρκωματώδες και διφασικό και γ) καλώς διαφοροποιημένο θηλωματώδες 

μεσοθηλίωμα. Η εντοπισμένη νόσος, το επιθηλιοειδές και το καλώς διαφοροποιημένο 

θηλωματώδες ΚΜΥ εμφανίζουν την καλύτερη πρόγνωση, ενώ το σαρκωματώδες και 

διφασικό ΚΜΥ συνδυάζονται συνήθως με μικρότερη επιβίωση [36,37]. Αθροίσεις 

πλειομορφικών αναπλαστικών, πολυπύρηνων γιγαντοκυττάρων σε αδενωματώδη, 

θηλωματώδη ή συμπαγή πρότυπα είναι χαρακτηριστικά του επιθηλιακού ΚΜΥ [35]. 

Ατρακτοειδή κύτταρα, που ομοιάζουν με ινοβλάστες και είναι οργανωμένα σε 

συνεστραμμένη διάταξη (storiform pattern), παραπέμπουν σε σαρκωματώδες ΜΥ, ενώ η 

παρουσία άτυπων κυττάρων εντός πυκνού συνδετικού ιστού, είναι χαρακτηριστική του 

δεσμοπλαστικού ΚΜΥ [8]. Ωστόσο η διάκριση μεταξύ άλλων κακοήθων 

(αδενοκαρκίνωμα πνεύμονα/μαστού) ή καλοηθών (ινοποιός πλευρίτιδα) αιτιών μπορεί να 

είναι δυσχερής [8]. Για το λόγο αυτό η ανοσοϊστοχημική χρώση με τους δείκτες 

calretinin, cytokeratins 5/6, Wilms Tumor-1 (WT-1) και D2-40 είναι συχνά απαραίτητη 

[35].  

Η συνήθης κλινική εικόνα του ασθενούς με ΚΜΥ συνίσταται στην παρουσία έντονου 

θωρακικού άλγους και συμπτωμάτων συμβατών με την ύπαρξη υπεζωκοτικής συλλογής 

(αίσθημα βάρους στο θώρακα και προοδευτικά επιδεινούμενη δύσπνοια) [38]. Συχνά η 

υπεζωκοτική συλλογή ανευρίσκεται σε τυχαίο ακτινολογικό έλεγχο για άλλη αιτία, ενώ 

όταν το ΚΜΥ απαντάται ως εντοπισμένη εξεργασία στον υπεζωκότα ο ασθενής μπορεί 

να είναι ασυμπτωματικός. Η ύπαρξη συνοδού κακοήθους υπεζωκοτικής συλλογής 

(ΚΥΣ), όπως και η εμφάνιση γενικευμένων συμπτωμάτων (απώλεια βάρους και 

κακουχία), που εμφανίζονται πολύ αργότερα κατά την πορεία της νόσου, αποτελούν 

δυσμενή προγνωστικά στοιχεία [3].  

Θεμελιώδη ρόλο στην προσέγγιση του ασθενούς με μεσοθηλίωμα κατέχει η αξονική 

τομογραφία θώρακος με ενδοφλέβια σκιαγραφική ουσία (CT με iv contrast-ivc). 

Χαρακτηριστικά το ΚΜΥ εμφανίζεται σαν πεπαχυσμένη, ακανόνιστων ορίων ή οζώδης 

διήθηση του υπεζωκότα, που συχνά περιβάλλει κυκλοτερώς τον σύστοιχο πνεύμονα, 

προκαλώντας παγίδευση αυτού [39,40]. Συνοδά ευρήματα αποτελούν η 

λεμφαδενοπάθεια μεσοθωρακίου, η υπεζωκοτική συλλογή, καθώς και οι πνευμονικοί 
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όζοι, ευρήματα που είναι παρόντα σε ποσοστό 60% των περιπτώσεων [41]. Η πάχυνση 

του υπεζωκότα με συμμετοχή της σύστοιχης μεσολοβίου σχισμής περιγράφεται στο 90% 

των περιπτώσεων, υπεζωκοτική συλλογή με απώλεια όγκου του σύστοιχου πνεύμονα 

ανευρίσκεται στο 70% των περιπτώσεων, ενώ πιο σπάνια το ΚΜΥ μπορεί να εκδηλωθεί 

ως εντοπισμένη υπεζωκοτική εξεργασία [40]. Ωστόσο κανένα από τα ανωτέρω 

ακτινολογικά σημεία δεν είναι παθογνωμονικό του ΚΜΥ, καθώς οποιαδήποτε κακοήθεια 

που προσβάλλει τον υπεζωκότα προσομοιάζει την εικόνα του ΚΜΥ [42].  

Η διάγνωση τελικά τίθεται με κυτταρολογική εξέταση δείγματος υπεζωκοτικής συλλογής 

(αν υφίσταται), ή με ιστολογική τεκμηρίωση σε τμήμα ιστού που έχει ληφθεί με ανοικτή 

θωρακοτομή ή video-assisted thoracic surgery (VATS) χειρουργική παρέμβαση, είτε με 

διαδερμική βιοψία υπεζωκότα υπό υπερηχογραφική ή ακτινολογική καθοδήγηση [3]. 

Σημαντική προσπάθεια έχει καταβληθεί ώστε να ανακαλυφθεί ο βιοδείκτης που θα θέτει 

μη επεμβατικά τη διάγνωση του ΚΜΥ. Για το σκοπό αυτό ένας μεγάλος αριθμός 

βιολογικών μορίων έχει μελετηθεί εκτεταμένα στον ορό, στο πλευριτικό υγρό, τον 

εκπνεόμενο αέρα και το πλάσμα ασθενών με ΚΜΥ [43]. Από τις ουσίες αυτές, η 

γλυκοπρωτεΐνη μεσοθηλίνη (που βρίσκεται στην επιφάνεια των φυσιολογικών 

μεσοθηλιακών κυττάρων) [44], η οστεοποντίνη (πρωτεΐνη του εξωκυττάριου χώρου) 

[45,46] και η φιμπουλίνη-3 (πρωτεΐνη του εξωκυττάριου χώρου) [47], παρουσιάζουν 

αυξημένες συγκεντρώσεις στο υπεζωκοτικό υγρό ή/και στον ορό ασθενών με 

μεσοθηλίωμα και έχουν χρησιμοποιηθεί για τη διάκριση ασθενών με ΚΜΥ σε σχέση με 

υγιείς ενήλικες ή ασθενείς που πάσχουν από καλοήθη νόσο του υπεζωκότα. Ωστόσο το 

γεγονός ότι κανένας από αυτούς τους δείκτες δεν εμφανίζει ευαισθησία και ειδικότητα 

πάνω από 90%, τους καθιστά ακατάλληλους για τη διάγνωση του μεσοθηλιώματος και η 

κλινική τους αξία παραμένει άγνωστη [43]. 

Για τη σταδιοποίηση της νόσου ακολουθούνται οι οδηγίες της όγδοης αναθεώρησης του 

συστήματος TNM (Tumor-Nodule-Metastasis), που εκδίδεται από την κοινή επιτροπή 

“American Joint Committee on Cancer/Union for International Cancer Control”. Στις 

αξιοσημείωτες μεταβολές της τελευταίας αναθεώρησης περιλαμβάνονται τα εξής: α) η 

διήθηση του σύστοιχου ημιδιαφράγματος, του θωρακικού τοιχώματος ή του περικαρδίου 

ορίζεται ως Τ4 (στάδιο ΙΙΙ), β) ανεξάρτητα από το κλινικό στάδιο Ν0, Ν1 ή Ν2 η 

πρόγνωση παραμένει η ίδια και γ) οι ασθενείς με τη χειρότερη πρόγνωση είναι αυτοί που 
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εμφανίζουν απομακρυσμένες μεταστάσεις (στάδιο IV) [48]. Εκτός από το σύστημα 

TNM, ανεξάρτητος προβλεπτικός παράγοντας, όσον αφορά την επιβίωση, αποτελεί η 

συνολική πάχυνση του υπεζωκότα (μετρούμενη στην αξονική τομογραφία θώρακος [49]. 

Οπότε για τη βασική σταδιοποίηση των ασθενών με ΚΜΥ αρκεί ο ακτινολογικός 

έλεγχος με αξονική τομογραφία θώρακος και κοιλίας. Ωστόσο, στην περίπτωση που 

επιλεγμένοι ασθενείς πρόκειται να υποβληθούν σε χειρουργική αντιμετώπιση του όγκου, 

ενδείκνυται η ολοκλήρωση του ελέγχου με αξονική τομογραφία εγκεφάλου και 

διενέργεια FDG-PET/CT (Fluodeoxyglucose-Pozitron Emission Tomography/Computed 

Tomography) τομογραφίας. Εξαιτίας της χαμηλής ευαισθησίας της PET/CT (γεγονός που 

αποδίδεται στην άμεση γειτνίαση των λεμφαδένων του μεσοθωρακίου με τον πάσχοντα 

υπεζωκοτικό ιστό ή/και στην προηγούμενη διενέργεια πλευρόδεσης), η σταδιοποίηση, σε 

αυτές τις επιλεγμένες περιπτώσεις, οφείλει να ολοκληρωθεί επεμβατικά με 

μεσοθωρακοσκόπηση ή διαβρογχική αναρρόφηση δια βελόνης καθοδηγούμενη με 

ενδοβρογχικό υπέρηχο [Endobronchial Ultra-sound Transbronchial Needle Aspiration 

(EBUS-TBNA)] [50]. 

Ένα μικρό ποσοστό προσεκτικά επιλεγμένων ασθενών μπορεί να υποβληθεί σε 

χειρουργική αντιμετώπιση του ΚΜΥ σε κέντρα αναφοράς, στα πλαίσια πολυδύναμης 

αντιμετώπισης και ογκολογικού συμβουλίου. Η εκτεταμένη πλευρεκτομή με 

αποφλοίωση (Extended Pleurectomy/Decortication-EP/D) είναι η προτιμώμενη μέθοδος 

έναντι της εξωπλευρικής πνευμονεκτομής (Extra-Pleural Pneumonectomy-EPP), εξαιτίας 

της μειωμένης μετεγχειρητικής θνησιμότητας από επιπλοκές στο αναπνευστικό σύστημα 

και της καλύτερης ποιότητας ζωής. Ασθενείς με σαρκωματώδες ΚΜΥ (ή μεσοθηλίωμα 

με επικρατή τον σαρκωματώδη ιστολογικό τύπο), Ν2 νόσο ή νόσο σταδίου IV κρίνονται 

ως μη χειρουργικά επιλέξιμοι [50]. Με δεδομένο, λοιπόν, το μικρό αριθμό ασθενών που 

θα οδηγηθούν τελικά στο χειρουργείο, η θεραπεία του ΚΜΥ, ως επί το πλείστον, είναι 

παρηγορητική και συνίσταται στην χορήγηση συνδυασμού χημειοθεραπείας με 

πλατινούχο σκεύασμα (cisplatin/carboplatin) και πεμετρεξέδης (pemetrexed), με τη 

διάμεση επιβίωση να μην ξεπερνά τους 13-16 μήνες [51]. Η προσθήκη στο παραπάνω 

σχήμα αντι-αγγειογενετικού (anti-VEGF) παράγοντα (bevacizumab) προσδίδει οριακή 

αύξηση στην επιβίωση ασθενών με ΚΜΥ [52]. Ακόμη, ενθαρρυντικά αποτελέσματα 

έχουν ανακύψει από κλινικές μελέτες φάσης ΙΙ [53], που αφορούν τη χορήγηση 
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ανοσοθεραπευτικών παραγόντων έναντι του PD/PDL-1, ιδίως σε ασθενείς με ΚΜΥ και 

ιστολογική έκφραση του PDL-1 σε ποσοστό>1%, ενός υποπληθυσμού που εμφανίζει 

χειρότερη επιβίωση [28]. Παράλληλα ένας αριθμός από πιθανούς νέους θεραπευτικούς 

στόχους βρίσκεται αυτή τη στιγμή υπό κλινική αξιολόγηση, χωρίς ωστόσο να έχει 

προκύψει η θεραπευτική οντότητα που θα επιμηκύνει σημαντικά την επιβίωση των 

ασθενών με KΜΥ, διατηρώντας ταυτόχρονα ένα ασφαλές προφίλ όσον αφορά την 

τοξικότητα [28]. Για το λόγο αυτό είναι αναγκαία η διενέργεια μελετών που θα 

ξεδιαλύνουν ακόμα περισσότερο την παθοφυσιολογία του μεσοθηλιώματος και θα 

αποκαλύψουν πιθανούς νέους θεραπευτικούς στόχους. 

Versican 
 

Το versican (vcan) είναι μια πρωτεογλυκάνη που προσδένεται στο υαλουρονικό, ανήκει 

στην οικογένεια των υαλεκτινών [54] και απαντάται σε πληθώρα ιστών, από τον 

οφθαλμό έως την καρδιά και από τον αρθρικό θύλακο έως το κεντρικό νευρικό σύστημα 

(ΚΝΣ) [55]. Το όνομά του προέρχεται από την σύνθεση των λέξεων versatile (ευέλικτος) 

και aggrecan (αγγρικάνη). Εδράζεται κυρίως στον εξωκυττάριο χώρο [extra-cellular 

matrix (ECM)] και κωδικοποιείται από το γονίδιο CSPG2 (chondroitin-sulfate 

proteoglycan 2) [56], που εντοπίζεται σε ένα μονήρη γενετικό τόπο στο ανθρώπινο 

χρωμόσωμα 5q14.3 [57]. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία και η δομή του μορίου έχουν 

καθοριστεί πλήρως αναλύοντας cDNA αλληλουχίες από δείγματα που προέρχονται από 

ανθρώπινους ιστούς και πειραματόζωα. Ο πρωτεϊνικός πυρήνας εμφανίζει περιοχές με 

συγκεκριμένη βιολογική λειτουργία (περιοχικό πρότυπο – domain pattern). Το G1 

(globular domain 1) αμινοτελικό άκρο προσδένεται στη γλυκοζαμινογλυκάνη 

(glycosaminoglycan-GAG) υαλουρονικό και το G3 (globular domain 3) καρβοξυτελικό 

άκρο μοιάζει με την οικογένεια των σελεκτινών και εμπεριέχει ένα ανάλογο C-τύπου 

λεκτίνης, το οποίο γειτνιάζει με δύο ομόλογες περιοχές του αυξητικού παράγοντα EGF 

και μια ρυθμιστική περιοχή του συμπληρώματος [55]. Το G3 άκρο μπορεί να 

αλληλεπιδρά με άλλα μόρια του εξωκυττάριου χώρου, όπως οι β-ιντεγκρίνες (β-

integrines) [58]. Το ενδιάμεσο τμήμα του πρωτεϊνικού πυρήνα κωδικοποιείται από δύο 

ευμεγέθη εξόνια (εξόνια 7 και 8) και αποτελεί θέση πρόσδεσης μορίων θειικής 

χονδροϊτίνης [(chondroitin sulfate (CS)] [55]. 
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Μέσω εναλλακτικού ματίσματος του πρόδρομου μορίου mRNA, προκύπτουν έξι 

ισομορφές της πρωτεογλυκάνης (V0-V5), οι οποίες διαφέρουν στην εντόπιση και τη 

λειτουργία. Το γεγονός αυτό αποδίδεται εν μέρει στο διαφορετικό αριθμό των αλύσεων 

θειικής χονδροϊτίνης που προσδένονται στο κάθε μόριο και εξαρτάται από τον τύπο 

κυττάρου που συνθέτει την πρωτεΐνη [59]. Η V0 αποτελεί το μεταγράφωμα ολόκληρου 

του πρόδρομου μορίου mRNA και περιέχει όλες τις αλληλουχίες των εξωνίων. Η V1 

περιέχει μόνο την περιοχή β-GAG (κωδικοποιείται από το εξόνιο 8), η V2 περιέχει μόνο 

το τμήμα α-GAG (κωδικοποιείται από το εξώνιο 7) και η V3 αποτελεί απευθείας 

σύνδεση του αμινοτελικού G1 άκρου με το καρβοξυτελικό G3 άκρο, με αποτέλεσμα να 

μην προσδένεται σε αλύσους CS [60,61]. Η V4 εμπεριέχει ένα τμήμα του εξονίου 8, ενώ 

πρόσφατα περιγράφηκε μια νέα ισομορφή V5, που φέρει ένα μικρό τμήμα πρόσδεσης 

της CS μεταξύ του G1 και G3 άκρου. Η αλληλουχία αυτή κωδικοποιείται από μια 

περιοχή περιφερικότερα του εξονίου 8 (προς το 3’ άκρο), η οποία μέχρι πρότινος 

θεωρούνταν μη κωδικοποιούμενη [62]. Το μοριακό βάρος του versican κυμαίνεται από 

72 (V3) έως 370 kDa (V0), όπως υπολογίζεται από την cDNA αλληλουχία. Ωστόσο κατά 

την ανοσοαποτύπωση κατά Western, το μοριακό βάρος είναι σημαντικά μεγαλύτερο 

(ενδεικτικά το μοριακό βάρος του V0 υπολογίζεται περί τα 500 kDa), γεγονός που 

αποδίδεται στις CS πολυσακχαριδικές αλύσους [63]. Οι V0, V1 αποτελούν τις πιο 

άφθονες ισομορφές στον ανθρώπινο οργανισμό, προάγουν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και εμποδίζουν την απόπτωση [59]. Η V2 περιορίζεται εντός του ΚΝΣ 

[64] και διαθέτει ιδιότητες αναστολής του κυτταρικού πολλαπλασιασμού [65] και 

καθοδήγησης των νευρικών αξόνων εντός της νευρογλοίας [64]. Αντιστοίχως η V3 

ισομορφή εμποδίζει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και τη μετανάστευση [66]. Η V4 

ισομορφή ομοιάζει δομικά με τη V1, ωστόσο η ακριβής βιολογική της λειτουργία δεν 

έχει σαφώς καθοριστεί [67], ενώ η V5 φαίνεται πως συμμετέχει στην παθοφυσιολογία 

του τραύματος των νωτιαίων νεύρων, όπως έχει δειχθεί σε πειραματικά μοντέλα 

νευροπαθητικού πόνου σε αρουραίους [62]. 

Το versican εκφράζεται φυσιολογικά από πολλούς διαφορετικούς κυτταρικούς 

πληθυσμούς, όπως οι ινοβλάστες, τα επιθηλιακά και ενδοθηλιακά κύτταρα και τα 

λευκοκύτταρα. Η έκφραση του versican ελέγχεται από πληθώρα προφλεγμονωδών 

κυτταροκινών, αυξητικών παραγόντων [68] αλλά και micro-RNAs [69,70,71] και 
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ρυθμίζεται από το μονοπάτι Wnt/β-catenin/T-cell factor (TCF), όπως έχει παρατηρηθεί 

σε λεία μυϊκά κύτταρα των αεραγωγών [72,73]. Το μονοπάτι αυτό ρυθμίζει πρωταρχικώς 

τη διαδικασία της επιθηλιακής-προς-μεσεγχυματικής μετάβασης [epithelial-to-

mesenchymal transition (EMT)] και ελέγχεται κυρίως από τον αυξητικό παράγοντα TGF-

β [74,75]. Στον αντίποδα, εργασίες σε πειραματόζωα που μελέτησαν την έκφραση του 

versican από μακροφάγα περιγράφουν ότι η διαδικασία αυτή ρυθμίζεται από μονοπάτια 

που ελέγχονται από την επίδραση των ιντερφερονών (interferons-IFN) [76]. 

Η πρωτεογλυκάνη versican μπορεί να εκκρίνεται αυτούσια στον εξωκυττάριο χώρο, ή να 

υφίσταται κατάλυση από διάφορα ένζυμα και να αποκολλάται από αυτόν [59]. Η 

αντίδραση αυτή δεν είναι ειδική και μπορεί να πραγματοποιηθεί από μεταλλο-

πρωτεϊνάσες του ECM (matrix-metalloproteinases), τις MMPs 1, 2, 3, 7, 9 [77,78], από 

την πρωτεάση σερίνης πλασμίνη [79] και από ένζυμα της οικογένειας ADAMTs (a 

disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) [80]. Ειδικότερα η 

κατάλυση από τις ADAMTs 1, 4, 5, 9, 15, 20 πρωτεάσες πραγματοποιείται στον δεσμό 

μεταξύ των αμινοξέων Glu441-Ala442 (γλουταμικό οξύ441-αλανίνη442), που βρίσκεται 

εντός της αλληλουχίας DPEAAE441-A442RRGQ, οπότε προκύπτει το DPEAAE θραύσμα, 

που είναι γνωστό ως versikine [81]. Η αλληλουχία DPEAAE βρίσκεται εντός της 

περιοχής β-GAG, οπότε η versikine είναι παράγωγο μόνο των ισομορφών V0, V1 της 

πρωτεογλυκάνης [82]. Αντίστοιχη πρωτεόλυση της V2 ισομορφής (και κατά συνέπεια 

της V0) από τα ένζυμα ADAMTs πραγματοποιείται στο δεσμό Glu405-Gln406 

(γλουταμικό οξύ405-γλουταμίνη406), ο οποίος βρίσκεται εντός της α-GAG περιοχής. 

Αποτέλεσμα της καταλυτικής αυτής διαδικασίας είναι η παραγωγή του πρωτεϊνικού 

μορίου GHAP (Glial Hyaluronic Acid Binding Protein–πρωτεΐνη της νευρογλοίας 

συνδεόμενη με το υαλουρονικό) [67,83]. Καταλυτικά προϊόντα όπως η versikine και η 

GHAP, μπορούν να λειτουργήσουν ως «ματρικίνες» ή πρότυπα σχετιζόμενα με ιστική 

βλάβη [damage-associated molecular patterns (DAMPs)]. Με τον τρόπο αυτό 

αλληλεπιδρούν με κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (αλλά και με άλλους τύπους 

κυττάρων), με αποτέλεσμα να επηρεάζουν την έκφραση προ- ή αντι-φλεγμονωδών 

κυτταροκινών [84,85]. 

Φυσιολογικά, το versican διαδραματίζει σημαντικό ρόλο κατά την εμβρυογένεση [59], 

όπου καθοδηγεί τη νευραξονική αύξηση [64] και τον σχηματισμό των καρδιακών 
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κοιλοτήτων [86]. Πιο πρόσφατες αναφορές [87] περιγράφουν την ύπαρξη ενός 

γλυκοκάλυκα πλούσιου σε versican, υαλουρονικό, TSG-6 (TNF-stimulated gene 6 

protein) και αναστολέα inter-alpha (IαI). Η δομή αυτή προστατεύει τα αρχέγονα κύτταρα 

(stem cells) του ομφάλιου λώρου από την κυτταροτοξική δράση των κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήματος, επιδρώντας στον φαινότυπο των Τ-λεμφοκυττάρων και 

των μακροφάγων. Εκτός από τις λειτουργίες που επιτελεί κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης του ανθρώπινου οργανισμού, το versican προάγει την ωρίμανση των 

ινοβλαστών και των μυοϊνοβλαστών, κυτταρικών τύπων που συμμετέχουν στη 

διαδικασία επούλωσης (wound healing) [88,89]. Το versican αλληλεπιδρά με άλλα μόρια 

του εξωκυττάριου χώρου, όπως το υαλουρονικό [90], η φιμπριλλίνη-1 (fibrillin-1), η 

τενασίνη-R (tenascin-R), η φιμπουλίνη 1 και 2 (fibullin 1 and 2)  [91,92,93,94] και η 

TSG-6 [95]. Προσδένεται επίσης σε μια σειρά από υποδοχείς, όπως το CD44 (cluster 

differentiation 44), ο PSGL-1 (p selectin glycoprotein ligand-1), οι υποδοχείς 

σκουπιδοφάγου [toll-like receptors (TLRs)] και οι P-, L- σελεκτίνες [96,97,98,99]. Οι 

περισσότεροι από αυτούς τους υποδοχείς υπερεκφράζονται από κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος [59], με αποτέλεσμα το versican να συμμετέχει στη 

διαδικασία της φλεγμονώδους αντίδρασης. 

Πράγματι, στους ιστούς που φλεγμαίνουν, η προσκόλληση και η συσσώρευση των 

λευκοκυττάρων εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την αλληλεπίδρασή τους με τα μόρια 

του ECM, μεταξύ αυτών και το versican [100]. Όπως έχει παρατηρηθεί σε in vitro και in 

vivo μοντέλα φλεγμονώδους νόσου του εντέρου [101,102], τα υποστηρικτικά κύτταρα 

(stromal cells) παράγουν πλούσιο σε υαλουρονικό και versican ECM, ο οποίος 

οργανώνεται σε διάταξη που μοιάζει με καλώδιο, με αποτέλεσμα την αυξημένη 

προσκόλληση και συσσώρευση των λευκών αιμοσφαιρίων. Αντίθετα, η αδρανοποίηση 

του versican με ειδικό αντίσωμα (neutralizing antibody) οδήγησε σε αναστολή της 

προσκόλλησης των λευκοκυττάρων στον ECM σε in vitro συγκαλλιέργεια με 

ανθρώπινους ινοβλάστες [103]. Σε μια σειρά από παθολογικές καταστάσεις, όπως είναι η 

αθηροσκλήρωση [104], το vesican δρα ως χημειοτακτικός παράγοντας των κυττάρων της 

μυελώδους σειράς. Αντίστοιχα, σε πειραματική προσομοίωση ιικής λοίμωξης με χρήση 
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του ανοσοδιεγερτικού παράγοντα Poly I:C (πολυϊονοσινικό:πολυκυτιδιλικό οξύ) σε 

R26Rert2Cre+/Vcan−/− γενετικά τροποποιημένους ποντικούς, η παραγωγή του versican 

από τα υποστηρικτικά κύτταρα ενίσχυσε τη συσσώρευση των μακροφάγων ύστερα από 

τη χορήγηση Poly I:C [105]. Τα R26Rert2Cre+/Vcan−/− πειραματόζωα παύουν να 

εκφράζουν την πρωτεογλυκάνη σε όλους τους ιστούς μετά από χορήγηση ταμοξιφαίνης. 

Εκτός από την απευθείας χημειοτακτική δράση, το versican αναστέλλει την αποδόμηση 

της CCL2 (C-C ligand motif 2), μιας χυμοκίνης, που προάγει τη μετανάστευση των 

μονοπύρηνων [106]. Ειδικότερα, σε μοντέλα μεταστατικού αδενοκρακινώματος 

πνεύμονα και μελανώματος ποντικού, η πρωτεογλυκάνη αλληλεπιδρά με τα μακροφάγα 

και τα δενδριτικά κύτταρα μέσω του υποδοχέα TLR-2, με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση 

της ενδοκυττάριας οδού Myd88 (myeloid differentiation primary response 88 – 

πρωταρχική απάντηση διαφοροποίησης της μυελώδους σειράς 88) [97,98]. Η 

ενεργοποίηση της οδού Myd88 στα κύτταρα της μυελώδους σειράς επάγει τον 

μεταγραφικό παράγοντα NF-κB, διάφορες κινάσες ενεργοποιούμενες από μιτογόνα 

[mitogen-activated protein (MAP) kinases] και την πρωτεΐνη-ενεργοποιητή 1 [activator-

protein 1 (AP-1)], προωθώντας την παραγωγή προφλεγμονωδών κυτταροκινών, όπως οι 

ιντερλευκίνες (interleukins) 6, 10 (IL-6, IL-10) [97,107]. Ομοίως, σε μελέτες με χρήση 

Poly I:C σε LysM/Vcan−/− γενετικά τροποποιημένους ποντικούς [76], διαπιστώθηκε ότι 

το versican επηρεάζει σημαντικά την έκφραση IFNs και IL-10 από τα μακροφάγα. Στα 

LysM/Vcan−/− πειραματόζωα η πρωτεογλυκάνη παύει να εκφράζεται μόνο στα 

μακροφάγα, δεδομένου ότι η έκφραση της Cre ρεκομπινάσης (causes recombination-

προκαλεί ανασυνδυασμό) ρυθμίζεται από τον υποκινητή της λυσοζύμης, με αποτέλεσμα 

ο LoxP (locus of X over P 1) ανασυνδυασμός να πραγματοποιείται μόνο στα μακροφάγα. 

Ο τρόπος που επιδρά το versican στη λειτουργία των μακροφάγων δεν είναι πλήρως 

ξεκάθαρος, ωστόσο φαίνεται ότι οι CS άλυσοι είναι απαραίτητες, καθώς είναι επαρκώς 

τεκμηριωμένος ο ρόλος τους στην αντιγονοπαρουσίαση, στην παραγωγή κυτταροκινών 

από τα φλεγμονώδη κύτταρα, την ενεργοποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων και στην 

ρύθμιση του μείζονος συστήματος ιστοσυμβατότητας ΙΙ [Major Histocompatibility 

Complex (MHC) II] [59,108]. Η παρατήρηση αυτή ενισχύεται περαιτέρω από το γεγονός 

ότι η V3 ισομορφή (που δεν προσδένεται σε αλύσους χονδροϊτίνης) εμφανίζει 

αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες [66,109]. 
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Ένας ακόμη κυτταρικός πληθυσμός που αλληλεπιδρά με τον ECM κατά τη διάρκεια της 

ανοσολογικής απάντησης είναι τα λεμφοκύτταρα και το versican επηρεάζει σημαντικά τη 

δυνατότητα τους να προσκολλώνται σε αυτόν [110]. Ορισμένες μελέτες περιγράφουν ότι 

αναστέλλει την πρόσδεσή τους στο υαλουρονικό και την παραγωγή IL-10 [110]. 

Υπάρχουν, ωστόσο, αναφορές ότι το versican διευκολύνει τη μετανάστευση και την 

προσκόλληση των λεμφοκυττάρων, που έχουν απομονωθεί από ασθενείς με σύνδρομο 

Sezary (μια παραλλαγή δερματικού Τ-κυτταρικού λεμφώματος) [111] και ότι 

αλληλεπιδρά με τη χυμοκίνη CCL5, προωθώντας τη μετανάστευση των CD8 Τ-

λεμφοκυττάρων [112]. Σε πιο πρόσφατες μελέτες, που αφορούσαν ασθενείς με πολλαπλό 

μυέλωμα, διαπιστώθηκε ότι η versikine επάγει την ενεργοποίηση των CD8+ Τ-

λεμφοκυττάρων και είναι σημαντικός ρυθμιστής της μετακίνησής τους στις περιοχές της 

φλεγμονής [85]. Πέρα από την άμεση επίδρασή της στα Τ-λεμφοκύτταρα, η versikine 

αποτελεί σημαντικό ρυθμιστή της διαφοροποίησης των BATF-3 (Basic leucine zipper 

transcription factor, ATF-like -3) δενδριτικών κυττάρων [113]. Τα BATF-3 δενδριτικά 

κύτταρα εμφανίζουν ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα BATF-3 και 

αποτελούν έναν υποπληθυσμό αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων, που ρυθμίζει τη 

μετανάστευση και διείσδυση των λεμφοκυττάρων εντός διαφόρων όγκων [113,114,115]. 

Λαμβάνοντας υπόψη την επιρροή του versican σε διάφορες εκφάνσεις της ανοσολογικής 

απάντησης, δεν προκαλεί έκπληξη το γεγονός ότι αποτελεί κομβικό μόριο για την 

καρκινική αύξηση, επάγοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την τροποποίηση της 

φλεγμονώδους απάντησης και την αποφυγή των κυτταροτοξικών δράσεων του ξενιστή 

[59,116]. Υπερεκφράζεται σε ένα σημαντικό αριθμό κακοηθειών [117,118], όπως το 

αδενοκαρκίνωμα μαστού [119], το γλοίωμα [120], το μελάνωμα [121] και το 

μεταστατικό αδενοκαρκίνωμα πνεύμονα [98]. Μπορεί να δρα το ίδιο αυτοκρινώς ή 

παρακρινώς ως μιτογόνο, όπως έχει παρατηρηθεί σε πειραματικά μοντέλα 

ηπατοκυτταρικού καρκινώματος, ενεργοποιώντας το μονοπάτι EGFR-PI3K-AKT [122], 

ή να διευκολύνει τη μετανάστευση και την προσκόλληση καρκινικών κυττάρων 

λειομυοσαρκώματος δημιουργώντας ένα συμπαγές περίβλημα γύρω από αυτά [123]. Σε 

πειραματικά μοντέλα αδενοκαρκινώματος πνεύμονα [98] και μαστού [119] 

παρατηρήθηκε ότι η υπερπαραγωγή του versican από τα καρκινικά κύτταρα οδήγησε στη 

μετανάστευση και ενεργοποίηση των σχετιζόμενων-με-τον-όγκο μακροφάγων [tumor-
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associated macrophages (TAMs)]. Αυτό φαίνεται πως επιτυγχάνεται μέσω 

αλληλεπίδρασης του versican με τον υποδοχέα TLR-2 και τους συνυποδοχείς TLR-6 και 

CD-14 [98]. Τα ενεργοποιημένα TAMs παρουσιάζουν ιδιότητες συμβατές με τον Μ2 

φαινότυπο, με συνέπεια να υπερεκκρίνουν προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες, όπως ο TNF-

α και η IL-6, προωθώντας κατ’ αυτόν τον τρόπο την καρκινική αύξηση [97,98,124]. 

Ανάλογη επίδραση φαίνεται ότι ασκείται και στα Τ-λεμφοκύτταρα που σχετίζονται με 

τον όγκο. Η υπερέκφραση του versican στο μικροπεριβάλλον κακοηθειών του τραχήλου 

της μήτρας οδηγεί σε μειωμένη συσσώρευση CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων [125]. Αντίστοιχα 

σε μια σειρά πειραματικών μελετών παρατηρήθηκε ότι το versican που παράγεται από τα 

καρκινικά κύτταρα προώθησε την έκφραση του PDL-1 από τα μονοπύρηνα/μακροφάγα, 

μέσω ενεργοποίησης του υποδοχέα TLR-2 [126]. Η αύξηση των επιπέδων του PDL-1 

(και κατά συνέπεια η ενεργοποίηση της οδού PD/PDL-1) οδηγεί στην απώλεια των 

κυτταροτοξικών ιδιοτήτων των Τ-λεμφοκυττάρων και προκαλεί την κυτταρική 

«εξουθένωσή» τους (T-cell exhaustion) [127,128]. 

Εκτός από τις μεταβολές που προκαλεί στη λειτουργία των κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήματος, το versican προάγει την καρκινική αύξηση, ρυθμίζοντας 

την αγγειογένεση. Σε κακοήθειες των γεννητικών οργάνων, η συσσώρευση της 

πρωτεογλυκάνης στον ECM συσχετίστηκε με την αύξηση του αριθμού των νεοαγγείων 

[129,130]. Παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν από πειραματικές μελέτες μεταστατικού 

αδενοκαρκινώματος πνεύμονα, όπου η υπερέκφραση του versican οδήγησε σε σημαντική 

αύξηση της αγγειογένεσης [131]. Ωστόσο η διαδικασία αυτή φαίνεται ότι ρυθμίζεται 

στενά από την παραγωγή της versikine (μέσω κάθαρσης της πρωτεογλυκάνης από τα 

ένζυμα της οικογένειας ADAMTs), καθώς παρατηρήθηκε ισχυρή συσχέτιση των 

επιπέδων της versikine με την εντόπιση των ενδοθηλιακών κυττάρων [131,132] στα 

αρχικά στάδια της επαγόμενης από τον VEGF αγγειογένεσης. 

Αν και η βασική πηγή του versican είναι τα καρκινικά κύτταρα, είναι προφανές ότι και 

τα υποστηρικτικά κύτταρα παράγουν ένα σημαντικό ποσοστό αυτού [59]. Σε κακοήθειες 

του μαστού και των ωοθηκών, ο TGF-β οδηγεί σε υπερέκφραση του versican στον 

υποστηρικτικό ιστό, προκαλώντας αύξηση των επιπέδων mRNA της πρωτεογλυκάνης 

στους ινοβλάστες [133,134]. Αντίστοιχα, σε κακοήθειες της μήτρας και του τραχήλου 
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παρατηρείται υπερπαραγωγή του versican από τα καρκινικά και υποστηρικτικά κύτταρα 

[135,136]. Ωστόσο, σε πειραματικά μοντέλα ινοσαρκώματος ποντικού, η αναστολή της 

έκφρασης του versican είχε ως αποτέλεσμα την παρουσία σημαντικά μικρότερου 

αριθμού ινοβλαστών σχετιζόμενων με τον όγκο [cancer-associated fibroblasts (CAFs)] 

[137]. Τέτοιες μεταβολές στη σύσταση του ECM οδηγούν στη δημιουργία μεγαλύτερων 

και λιγότερο διαφοροποιημένων όγκων, όπως έχει παρατηρηθεί σε πειραματικό μοντέλο 

αδενοκαρκινώματος παγκρέατος [138]. Στις περιοχές της φλεγμονής που γειτνιάζουν με 

τον κακοήθη ιστό, μεγάλες ποσότητες της πρωτεογλυκάνης παράγονται από κύτταρα της 

μυελώδους σειράς. Πιο συγκεκριμένα, σε πειραματικά μοντέλα μυών παρατηρήθηκε ότι 

το versican που εκκρίνεται (μέσω της επίδρασης του TGF-β) από τα CD11b+Ly6Chigh 

κύτταρα προώθησε τη δημιουργία πνευμονικών μεταστάσεων [139]. Αντίστοιχα, in vitro 

μελέτες ανέδειξαν αύξηση της παραγωγής του versican από μακροφάγα, τα οποία 

συγκαλλιεργήθηκαν με καρκινικά κύτταρα [140], οδηγώντας έτσι στο συμπέρασμα ότι 

και οι δύο κυτταρικοί πληθυσμοί αποτελούν σημαντική πηγή της πρωτεογλυκάνης κατά 

την ανάπτυξη των κακοηθειών [141]. Συνολικά οι ανωτέρω παρατηρήσεις θέτουν την 

υπόνοια ύπαρξης μιας πολύπλοκης διάδρασης διαφορετικών κυτταρικών πληθυσμών 

εντός του όγκου, η οποία καθορίζει τη συσσώρευση και κατανομή του versican εντός του 

ECM, επιδρώντας σε σημαντικούς σταθμούς της καρκινικής αύξησης και της 

δημιουργίας απομακρυσμένων μεταστάσεων [59]. 

Όλο και περισσότερες μελέτες αναδεικνύουν τον σημαντικό ρόλο του versican στη 

φλεγμονή και την ανοσολογική απάντηση. Ενίοτε ασκεί αντιφλεγμονώδεις δράσεις, ενώ 

σε διαφορετικές περιπτώσεις φαίνεται ότι κατέχει προφλεγμονώδεις ιδιότητες. Το 

γεγονός αυτό εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, όπως ο τύπος των κυττάρων που 

παράγουν το versican, το είδος της ισομορφής που εκκρίνεται, η σύσταση του ECM και 

τα υπόλοιπα συστατικά του που αλληλεπιδρούν με το versican, το αν υφίσταται αυτούσιο 

ή σε μορφή ματρικίνης κ.ο.κ. Σε κάθε περίπτωση αποτελεί ένα πολυδύναμο βιολογικό 

μόριο, το οποίο ρυθμίζει σημαντικές πτυχές της φλεγμονής, της επούλωσης, της 

ογκογένεσης και της δημιουργίας μεταστάσεων. Η πλήρης κατανόηση της σύνθετης 

λειτουργίας του κατά τη διάρκεια της καρκινικής αύξησης μπορεί να οδηγήσει στην 

ανακάλυψη νέων θεραπευτικών στόχων, ώστε να καταστεί δυνατή η καλύτερη 

αντιμετώπιση κακοηθειών με δυσμενή πρόγνωση, όπως το μεσοθηλίωμα υπεζωκότα.
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Ειδικό Μέρος 

Υπόθεση/Σκοπός 
 

Το παρόν ερευνητικό έργο αποσκοπεί στην μελέτη του ρόλου της πρωτεογλυκάνης 

versican στην ανάπτυξη του κακοήθους μεσοθηλιώματος υπεζωκότα και στη διερεύνηση 

των υποκείμενων μηχανισμών. Υποθέτουμε ότι το versican προάγει την αύξηση του 

ΚΜΥ μέσω της ενίσχυσης του ρυθμού πολλαπλασιασμού των καρκινικών κυττάρων, 

αλλά και της ρύθμισης προωθητικών για τον όγκο διαδικασιών, που εξαρτώνται από την 

αλληλεπίδραση όγκου-ξενιστή, όπως είναι η αγγειογένεση και η ανοσολογική απάντηση. 
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Υλικά/Μέθοδοι 
 

Κύτταρα και πειραματόζωα 

Οι κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος ποντικού ΑΕ17 [142] και AB1 [143] ήταν 

ευγενική προσφορά του καθηγητή Dr YCG Lee (Περθ, Αυστραλία). AE17 και AB1 

κύτταρα-μάρτυρες ή κύτταρα ενδεή ως προς την παραγωγή του versican, που εκφράζουν 

την πράσινη φθορίζουσα χρωστική [Green Fluorescent Protein (GFP)] και παρουσιάζουν 

αντοχή στο αντιβιοτικό πουρομυκίνη, δημιουργήθηκαν με μετασχηματισμό, 

χρησιμοποιώντας πλασμιδιακούς φορείς. Τα πλασμίδια αυτά εξέφραζαν μικρές RNA 

αλληλουχίες τύπου «φουρκέτα» (short-hairpin RNAs), στοχεύοντας το αγγελιαφόρο 

RNA (mRNA) της πρωτεογλυκάνης versican (shvcan), ή τυχαίες RNA αλληλουχίες, που 

δεν είχαν καμία επίδραση στην πρωτεϊνική έκφραση (κενοί φορείς-empty vector). Τα 

πλασμίδια αποκτήθηκαν από την εταιρεία Origine (Rockville, ΗΠΑ) και μεταφέρθηκαν 

εντός των ευκαρυωτικών κυττάρων με το αντιδραστήριο Xfect [144]. Ειδικότερα, το 

πλασμιδιακό DNA μεταφέρθηκε εντός ενός περιβλήματος από υδρόφοβα λιποσωμιακά 

νανοσωματίδια, το οποίο έχει την ικανότητα να συντήκεται με την πλασματική 

μεμβράνη. Με τον τρόπο αυτό τα πλασμίδια εισήλθαν εντός των ευκαρυωτικών 

κυττάρων και ακολούθως μεταφέρθηκαν στον πυρήνα τους. Τέσσερις διαφορετικές 

shRNA αλληλουχίες επιστρατεύτηκαν για το μετασχηματισμό των κυττάρων του ΚΜΥ: 

5’-TCCTCGGCTCTGACGGTACAGTGATATAA-3’ (sh770), 5’-

CAGAATCAAATGGTCTAAGATGGAAGTGG-3’ (sh771), 5’-

AGTTCTACTGCAGTTATGGCCAAGGAGAC-3’ (sh772), 5’- 

CTAATAAGGAAGTGGAGGAGGAAGGTATG-3’ (sh773). Παρόλα αυτά μόνο τα 

κακοήθη κύτταρα τα οποία μετασχηματίστηκαν με πλασμίδια που εξέφραζαν την sh771 

αλληλουχία παρουσίασαν σημαντική (>90%) μείωση στην έκφραση του versican. Για το 

λόγο αυτό ήταν τα μόνα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν για τα in vivo πειράματα. 

Τα μακροφάγα που προέρχονται από τον μυελό των οστών [Bone Marrow-Derived 

Macrophages (BMDMs)] απομονώθηκαν από το μυελό των οστών C57/Bl6 ή Tomato 

C57/Bl6 μυών [145]. Πιο συγκεκριμένα, ενήλικοι μύες υπέστησαν ευθανασία με 

υπερδοσολογία σεβοφλουρανίου. Χρησιμοποιώντας λαβίδα και νυστέρι εμποτισμένα σε 

διάλυμα αιθανόλης περιεκτικότητας 70% v/v αφαιρέθηκε το δέρμα και ο υποδόριος ιστός 
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από τα κάτω άκρα των πειραματόζωων. Ακολούθως πραγματοποιήθηκε τομή στο σημείο 

της ισχιακής άρθρωσης και της άρθρωσης του γόνατος, με αποτέλεσμα την en block 

αφαίρεση των μηριαίων οστών και των υπερκείμενων μυϊκών ομάδων. Διατηρώντας 

στείρες συνθήκες παρασκευάστηκε ανατομικά το μηριαίο οστό. Με τη χρήση σύριγγας 

25-G/10 ml το σύνολο του μυελού εντός του μηριαίου οστού ξεπλύθηκε με χορήγηση 

εντός του οστού 2-5 ml καλλιεργητικού μέσου. Το σύνολο των κυττάρων επωάστηκε σε 

τρυβλίο petri παρουσία αυξητικού παράγοντα M-CSF [παράγοντας που προωθεί τη 

δημιουργία αποικιών των μακροφάγων (macrophage-colony stimulating factor)]. Ύστερα 

από 7 ημέρες το τρυβλίο περιείχε μόνο BMDMs. 

Με ανάλογη διαδικασία απομονώθηκαν ενδοθηλιακά κύτταρα από τον πνεύμονα 

C57/Bl6 μυών [Murine-lung endothelial cells (MLECs)] [146]. Ειδικότερα, ύστερα από 

ευθανασία των πειραματόζωων, πραγματοποιήθηκε αφαίρεση του δέρματος, του 

υποδορίου ιστού και των μυϊκών ομάδων στο πρόσθιο θωρακικό τοίχωμα, με την 

διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω. Ακολούθως έγινε κάθετη διατομή του στέρνου 

και διάνοιξη του θωρακικού κλωβού. Μετά από απολίνωση και διατομή της τραχείας στο 

επίπεδο του κρικοειδούς χόνδρου αφαιρέθηκε en block το μεσοθωράκιο, η καρδιά και οι 

πνεύμονες, οι οποίοι διαχωρίστηκαν ακολούθως στο επίπεδο των πνευμονικών πυλών. 

Αφού υπολογίστηκε το βάρος των πνευμόνων σε ζυγό ακριβείας, τοποθετήθηκαν σε 

διάλυμα 9 ml κολλαγενάσης και 1 ml ντισπάσης ανά γραμμάριο ιστού για 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία 37ο C. Ύστερα από την επώαση με τις πρωτεάσες, τα ιστικά υπολείμματα 

ξεδιαλύθηκαν περαιτέρω με χρήση ειδικού φίλτρου και τα νεκρά κύτταρα, τα ερυθρά 

αιμοσφαίρια, τα κοκκιοκύτταρα και τα κυτταρικά υπολείμματα απομακρύνθηκαν με το 

διάλυμα διαχωρισμού Ficoli. Τελικά τα ενδοθηλιακά κύτταρα απομονώθηκαν με 

φυγοκέντρηση εντός μαγνητικού πεδίου και χρήση ειδικών αντισωμάτων έναντι της 

διαμεμβρανικής πρωτεΐνης CD-31, τα οποία είχαν επαλειφθεί με παραμαγνητικά 

μικροσωματίδια (dynabeads). 

Όλοι οι κυτταρικοί πληθυσμοί αναπτύχθηκαν σε καλλιεργητικό μέσο DMEM 

[Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco)] με προσθήκη ορού από έμβρυο μόσχου σε 

συγκέντρωση 10% v/v [10% Fetal Calf Serum (FCS)], 100 μg/ml 

πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη και L-γλουταμίνη. Ο ορός είχε προθερμανθεί ώστε να 
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απενεργοποιηθεί το συμπλήρωμα. Για την ανάπτυξη σταθερών κλώνων με τη χρήση 

πλασμιδίων προστέθηκε στο καλλιεργητικό μέσο πουρομυκίνη. Όλοι οι κυτταρικοί 

πληθυσμοί ελέγχθηκαν με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης [real-time polymerase 

chain reaction (RT-PCR)] για την προσβολή από mycoplasma spp., όπως έχει 

προηγουμένως περιγραφεί [144]. 

Οι C57/Bl6 και Balb/c μύες αποκτήθηκαν από το ίδρυμα «Αλ. Φλέμινγκ» (BSRC Al. 

Fleming) και το Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ (Hellenic Pasteur Institute). Οι Tomato 

C57/Bl6 μύες ήταν ευγενική προσφορά του καθηγητή Dr. Γ.Τ. Σταθόπουλου (Πάτρα, 

Ελλάδα). Όλα τα πειραματόζωα διαβιούσαν στην Ερευνητική Μονάδα Ζωικών 

Προτύπων του ΓΝ «Ευαγγελισμός» (EL25BIO015, Αθήνα, Ελλάδα) και ελάμβαναν 

τροφή και νερό ad libitum. Ο συνολικός αριθμός πειραματόζωων που χρησιμοποιήθηκε 

στην παρούσα μελέτη υπολογίστηκε με στατιστική ανάλυση ισχύος (power analysis) με 

χρήση του λογισμικού προγράμματος Gpower. Πιο συγκεκριμένα, για κάθε στέλεχος 

ποντικού υπολογίστηκε ότι χρειάστηκαν 20 πειραματόζωα (α = 0,8, 20% μείωση στο 

βάρος του όγκου, p=0,05) σύμφωνα με δεδομένα από τη βιβλιογραφία. Ακόμα 10 

C57/Bl6 και 5 Tomato C57/Bl6 μύες χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση των 

BMDMs και των MLECs. 

 

In vivo μελέτες 

Η χρήση μυών για τους σκοπούς της παρούσας μελέτης έλαβε έγκριση από την 

Κτηνιατρική Υπηρεσία της Περιφέρειας Αττικής και ακολούθησε τη διεθνή νομοθεσία 

και τις οδηγίες της Ευρωπαϊκής Ένωσης για τη διαχείριση και θανάτωση των 

πειραματόζωων (αριθμός πρωτοκόλλου: K/7890/2010). Για τη δημιουργία πειραματικού 

ΚΜΥ [27] χρησιμοποιήθηκαν ενήλικοι μύες (ηλικίας 8-12 εβδομάδων). Υποβλήθηκαν 

σε αναισθησία και μυοχάλαση με συνδυασμό κεταμίνης/ξυλαζίνης, διάλυμα το οποίο 

χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά με σύριγγα μεγέθους 27 g/1ml. Ακολούθως τα 

πειραματόζωα ακινητοποιήθηκαν και αφαιρέθηκε το δέρμα και ο υποδόριος ιστός στο 

4ο-5ο μεσοπλεύριο διάστημα του αριστερού ημιθωρακίου. Στην πρόσθια μασχαλιαία 

γραμμή, μεταξύ της έσω μαστικής και μασχαλιαίας αρτηρίας, πραγματοποιήθηκε τομή 1-

2 mm και παρασκευάστηκε ανατομικά ο τοιχωματικός υπεζωκότας. Στη συνέχεια 

χορηγήθηκε (με χρήση σύριγγας μεγέθους 27 g/1 ml) εναιώρημα 5Χ105 ΑΕ17 ή ΑΒ1 
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κυττάρων μεσοθηλιώματος, που ήταν ενδεή-ως-προς το versican (shvcan) ή εξέφραζαν 

κανονικά την πρωτεογλυκάνη (vector), στην υπεζωκοτική κοιλότητα C57/Bl6 ή Balb/c 

μυών αντίστοιχα. Τα πειραματόζωα είχαν την ίδια ηλικία, ίδιο βάρος και φύλο. 

Παρακολουθήθηκαν καθημερινά και όταν εμφάνισαν διαταραχή της ευζωίας τους 

(περίπου την 14η ημέρα), υπέστησαν ευθανασία με υπερδοσολογία εισπνεόμενου 

σεβοφλουρανίου. Αφαιρέθηκε με επιμήκη τομή το δέρμα και ο υποδόριος ιστός από τον 

τράχηλο μέχρι την πύελο και παρασκευάστηκε ανατομικά το περιτόναιο. Ακολούθησε 

επιμήκης διατομή αυτού με αποκάλυψη των ενδοκοιλιακών σπλάγχνων. Με τη χρήση 

σύριγγας 21 g/2.5 ml αναρροφήθηκε το σύνολο του πλευριτικού υγρού διαμέσου των 

ημιδιαφραγμάτων. Ο ακριβής όγκος της ΚΥΣ υπολογίστηκε με μικροπιπέτα. Ένα τμήμα 

του πλευριτικού υγρού χρησιμοποιήθηκε για υπολογισμό της συγκέντρωσης με 

αιμοκυτταρόμετρο των λευκοκυττάρων στην υπεζωκοτική κοιλότητα κάθε 

πειραματόζωου. Το υπόλοιπο της ΚΥΣ χρησιμοποιήθηκε σε μελέτες καθορισμού του 

ανοσοφαινοτύπου των λευκοκυττάρων με κυτταρομετρία ροής [144]. Στη συνέχεια 

πραγματοποιήθηκε εγκάρσια διατομή των ημιδιαφραγμάτων και επιμήκης διατομή του 

στέρνου, με αποτέλεσμα τη διάνοιξη του θωρακικού κλωβού. Με χρήση λαβίδας 

αφαιρέθηκε προσεκτικά το σύνολο του κακοήθους ιστού, συμπεριλαμβανομένων των 

εμφυτεύσεων του υπεζωκότα, των ημιδιαφραγμάτων και του μεσοθωρακίου. Το βάρος 

του όγκου κάθε πειραματόζωου υπολογίστηκε με ζυγό ακριβείας. Τμήμα των όγκων 

τοποθετήθηκε σε διάλυμα φορμαλίνης για ανοσοϊστοχημική ανάλυση (μονιμοποίηση και 

εγκλεισμός σε κύβους παραφίνης). Διαφορετικό τμήμα των όγκων καταψύχθηκε (για 

μελέτες ανοσοφθορισμού) και ένα τρίτο τμήμα χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό 

των ανοσολογικών πληθυσμών με κυτταρομετρία ροής. 

Για τη μελέτη της αγγειακής διαπερατότητας σε πειραματόζωα με ΚΥΣ, χορηγήθηκε 

ενδοφθαλμίως διάλυμα σεσημασμένης αλβουμίνης με τη χρωστική Evans Blue [147], σε 

συγκέντρωση 4 mg/ml, 60 λεπτά πριν την ευθανασία των μυών (περί την 14η ημέρα). Η 

χρωστική απορροφήθηκε διαμέσου του χοριοειδή χιτώνα του οφθαλμού και 

μεταφέρθηκε στην κυκλοφορία. Μετά την ευθανασία των πειραματόζωων 

αναρροφήθηκε το σύνολο της ΚΥΣ από την υπεζωκοτική κοιλότητα κάθε ποντικού. 

Παράλληλα ελήφθη δείγμα φλεβικού αίματος (με βελόνα 27 g/1 ml) παρακεντώντας την 

κάτω κοίλη φλέβα. Η συγκέντρωση της αλβουμίνης στην υπεζωκοτική κοιλότητα 
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υπολογίστηκε με φωτομέτρηση (απορρόφηση στα 630 nm) και η συνολική ποσότητα 

αυτής προέκυψε πολλαπλασιάζοντας τη συγκέντρωση της αλβουμίνης με τον όγκο της 

ΚΥΣ. Προκειμένου να ελεγχθεί ότι κάθε πειραματόζωο έλαβε την ίδια ποσότητα 

αλβουμίνης κατά την έγχυση στον οφθαλμό, υπολογίστηκε η συγκέντρωση της 

αλβουμίνης στο φλεβικό αίμα. 

 

Ανοσοϊστοχημεία, Ανοσοφθορισμός, Ανοσοαποτύπωση και  Κυτταρομετρία Ροής 

Ο πολλαπλασιασμός και η απόπτωση των καρκινικών κυττάρων in vivo μελετήθηκαν με 

τη μέθοδο του πυρηνικού αντιγόνου των πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων [Proliferating 

Cell Nuclear Antigen (PCNA)] και με την τεχνική της σήμανσης με τριφωσφορική 

δεοξυουρακίλη μέσω τελικής δεοξυνουκλεοτιδικής τρανσφεράσης [Terminal 

deoxynucleotidyl transferase–mediated dUTP-biotin nick end labelling (TUNEL)] 

αντίστοιχα σε ιστοτεμάχια όγκου ποντικού που είχαν μονιμοποιηθεί σε φορμαλίνη και 

είχαν εμβαπτιστεί σε παραφίνη [148,149]. 

Η αγγειογένεση μελετήθηκε με ανοσοφθορισμό. Για το σκοπό αυτό, κρυοτομές όγκου 

από C57/Bl6 και Balb/c μύες μονιμοποιήθηκαν με τη χρήση της ουσίας για τομή σε 

βέλτιστη θερμοκρασία [optical cutting temperature (OCT) compound]. Ακολούθως οι 

κρυοτομές επωάστηκαν με φθορίζον αντίσωμα έναντι του ειδικού δείκτη των 

ενδοθηλιακών κυττάρων CD-31 (BD Biosciences). Η πυκνότητα των νεοαγγείων 

(αριθμός των CD-31 θετικών ενδοθηλιακών αθροίσεων κατά οπτικό πεδίο) [150] και ο 

λόγος της αγγειακής επιφάνειας: συνολική επιφάνεια όγκου [144] υπολογίστηκε με 

χρήση μικροσκοπίου φθορισμού και λογισμικού ImageJ (National Institutes of Health). 

Η έκφραση του versican σε όγκους C57/Bl6 και Balb/c μυών καθώς και σε 

κυτταροκαλλιέργειες AE17 και ΑΒ1 κυττάρων καθορίστηκε με την ανοσοαποτύπωση 

κατά western [27]. Για το σκοπό αυτό δείγματα από ΚΜΥ μυών και 

κυτταροκαλλιέργειες κυττάρων μεσοθηλιώματος υπέστησαν λύση με διάλυμα λύσης: 25 

mM HEPES [(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid)], pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 1% (v/v) Igepal CA-630 [octylphenoxy poly(ethyleneoxy)ethanol], 10 mM MgCl2, 

1 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), 10% γλυκερόλη, 10 µg/ml  λευπεπτίνη, 

10 µg/ml απροτινίνη, 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), 1 mM 
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ορθοβαναδικό νάτριο και φυγοκεντρήθηκαν  για 5 λεπτά στα 14000 g. Το υπερκείμενο 

συλλέχθηκε και αναλύθηκε ηλεκτροφορητικά σε πήκτωμα ακρυλαμίδης 10% υπό 

απoδιατακτικές συνθήκες. Για την έκφραση του versican τα δείγματα επωάστηκαν με το 

αντίσωμα 8D8.1 (Millipore) [151], το οποίο ανιχνεύει το καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεογλυκάνης. Για τον καθορισμό των επιπέδων της versikine χρησιμοποιήθηκε το 

αντίσωμα ab19345 (Abcam), το οποίο ανιχνεύει το νεοεπίτοπο DPEAEE [98]. Τα 

αποτελέσματα κανονικοποιήθηκαν ως προς την ακτίνη ή την l-τουμπουλίνη. 

Εμπύρηνα κύτταρα από όγκους και συνοδές ΚΥΣ C57/Bl6 μυών μονιμοποιήθηκαν με 

διάλυμα παραφορμαλδεΰδης 4%, ενώ η μεμβράνη τους κατέστη διαπερατή με διάλυμα 

0,25% Triton-X 100 [144]. Στη συνέχεια επωάστηκαν με τα εξής φθορίζοντα 

αντισώματα: αντι-CD45-APC-Cy-7 (δείκτης λευκοκυττάρων), αντι-CD3-PE-Cy7 

(δείκτης λεμφοκυττάρων), αντι-CD4-APC-Cy7 (δείκτης Τ-βοηθητικών λεμφοκυττάρων), 

αντι-Foxp3-APC [δείκτης T-ρυθμιστικών λεμφοκυττάρων (T-Regulatory lymphocytes)] 

[152], anti-CD8-PerCP (δείκτης CD8 Τ-λεμφοκυττάρων), αντι-CD137-PE (δείκτης 

ενεργοποιημένων CD8 Τ-λεμφοκυττάρων), αντι-CD11b-FITC (δείκτης μυελοκυττάρων), 

αντι-GR1-PE (δείκτης ουδετερόφιλων σχετιζόμενων με τον όγκο), αντι-F4/80-PerCP 

(δείκτης μακροφάγων σχετιζόμενων με τον όγκο), αντι-IL10-PE (πρότυπη κυτταροκίνη 

του ογκογόνου M2 φαινοτύπου) και αντι-IL12-APC (πρότυπη κυτταροκίνη του 

κυτταροτοξικού Μ1 φαινοτύπου). Ο λόγος IL-12/IL-10 χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης της 

πόλωσης των μακροφάγων [153]. Τα φλεγμονώδη κύτταρα επιλέχθηκαν σύμφωνα με το 

προφίλ της οριζόντιας και πλάγιας σκέδασής τους και της θετικής χρώσης ως προς το 

CD-45. Η μελέτη του κυτταρικού κύκλου και της απόπτωσης των κυττάρων 

μεσοθηλιώματος και των BMDMs έγινε με τη χρήση των δεικτών pompidium iodide-PI 

(Applichem) και Annexin V-APC (Biolegend) αντίστοιχα. Όλοι οι κυτταρικοί πληθυσμοί 

αναλύθηκαν με κυτταρομετρητή πολλαπλών χρωμάτων BD FacsCanto II (BD 

Bioscience) [27,144]. 

 

In vitro μελέτες 

Η ζωτικότητα των κυττάρων μεσοθηλιώματος μελετήθηκε με τη μέθοδο του MTS [3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium] [27]. Η in vitro διαπερατότητα της μονοστοιβάδας ενδοθηλιακών κυττάρων 



24 

 

αξιολογήθηκε με τη χρήση ενός συστήματος transwell (Corning, διαμέτρου 65 mm, 

μέγεθος πόρων: 0.4 μm) [144]. Πιο συγκεκριμένα, ενδοθηλιακά κύτταρα πνεύμονα 

ποντικού (MLECs) [146] απομονώθηκαν με τη διαδικασία που περιγράφηκε 

προηγουμένως και καλλιεργήθηκαν (σε συγκέντρωση 2Χ104 κύτταρα/βοθρίο) στον 

ανώτερο θάλαμο του συστήματος transwell, που είχε προηγουμένως επαλειφθεί με 

τζελατίνη. Στον κατώτερο θάλαμο τοποθετήθηκαν vector ή shvcan ΑΕ17 κύτταρα (σε 

συγκέντρωση 5Χ104 κύτταρα/βοθρίο). 48 ώρες αργότερα, φθορίζουσα βόειος αλβουμίνη 

(FITC-BSA) σε συγκέντρωση 250 μg/ml προστέθηκε στον ανώτερο θάλαμο του 

συστήματος transwell και αφέθηκε να εισχωρήσει διαμέσου της ενδοθηλιακής 

μονοστοιβάδας στον κατώτερο θάλαμο για 45 λεπτά. Η συγκέντρωση της FITC-BSA 

στον κατώτερο θάλαμο υπολογίστηκε με μέτρηση της απορρόφησης στα 485/535 nm. 

Καλλιεργητικοί θάλαμοι χωρίς ενδοθηλιακά ή καρκινικά κύτταρα συμπεριελήφθησαν 

στα πειράματα ως μάρτυρες. Η ακεραιότητα της ενδοθηλιακής μονοστοιβάδας 

εκτιμήθηκε με μικροσκόπιο φθορισμού, αφού προηγήθηκε χρώση των ενδοθηλιακών 

κυττάρων με το αντίσωμα anti-CD-31. 

Για την in vitro μελέτη του φαινοτύπου των μακροφάγων, BMDMs και AE17 κύτταρα 

τοποθετήθηκαν (σε συγκέντρωση 12X104 κύτταρα/βοθρίο, σε αναλογία 1:1) στα δύο 

διαφορετικά διαμερίσματα ενός συστήματος transwell (μέγεθος πόρων: 0.4 μm, 

Corning), χωρίς προηγουμένως να έχουν υποστεί στέρηση βόειου ορού (FBS). 24 ώρες 

αργότερα, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και η έκφραση των CD11b, F4/80, IL-10 και IL-12 

καθορίστηκε με κυτταρομετρία ροής. Η βασική έκφραση των ιντερλευκινών IL-10 και 

IL-12 καθορίστηκε σε κυτταροκαλλιέργειες BMDMs χωρίς την παρουσία κυττάρων 

μεσοθηλιώματος. 

Για τα in vitro πειράματα αξιολόγησης της μετανάστευσης των μακροφάγων 3X104 

AE17 κύτταρα μεσοθηλιώματος τοποθετήθηκαν στον κατώτερο θάλαμο ενός 

συστήματος transwell [μέγεθος πόρων μεμβράνης: 8 μm (Corning)]. Στον ανώτερο 

θάλαμο καλλιεργήθηκαν 15X104 BMDMs μακροφάγα, τα οποία προηγουμένως είχαν 

υποστεί στέρηση ορού για 12 ώρες. Με τον τρόπο αυτό δημιουργήθηκε διαμέσου της 

μεμβράνης transwell ένα πρανές συγκέντρωσης χημειοτακτικών ερεθισμάτων 

(αποκλειστική πηγή των οποίων ήταν τα καρκινικά κύτταρα) και τα μακροφάγα 
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αφέθηκαν να μεταναστεύσουν προς τη μεμβράνη για 24 ώρες. Όλα τα διαμερίσματα 

περιείχαν καλλιεργητικό μέσο χωρίς FBS. Τα μακροφάγα που μετανάστευσαν 

μονιμοποιήθηκαν, συλλέχθηκαν, βάφηκαν με χρώση Giemsa και παρατηρήθηκαν σε 

οπτικό μικροσκόπιο [144]. 

Η επίδραση του versican, που εκκρίνεται από τον όγκο, στην κυτταροτοξική δράση των 

μακροφάγων έναντι των καρκινικών κυττάρων in vitro διερευνήθηκε ως εξής: 

Μακροφάγα BMDMs σε συγκέντρωση 2X105 κύτταρα/βοθρίο καλλιεργήθηκαν για 12 

ώρες με λιποπολυσακχαρίδη [lipopolysaccharide (LPS) σε συγκέντρωση 1 μg/ml), ένα 

συστατικό του κυτταρικού τοιχώματος των Gram αρνητικών βακτηρίων, το οποίο ωθεί 

τα μακροφάγα να εμφανίζουν λειτουργίες συμβατές με τον Μ1 κυτταροτοξικό 

φαινότυπο] [154,155]. Μαζί με τα μακροφάγα τοποθετήθηκαν σε καλλιεργητικό τρυβλίο 

6 βοθρίων ΑΕ17 κύτταρα σε αναλογία 1:2. 24 ώρες αργότερα τα κύτταρα 

μεσοθηλιώματος και τα BMDMs συλλέχθηκαν και ο ρυθμός πολλαπλασιασμού και 

απόπτωσης αξιολογήθηκε με κυτταρομετρία ροής (όπως περιγράφηκε παραπάνω). 

Επιπλέον tomato BMDMs (2X105 κύτταρα/βοθρίο) και ΑΕ17 (vector ή shvcan) κύτταρα 

συγκαλλιεργήθηκαν σε τρυβλίο 6 βοθρίων (σε αναλογία 2:1). Ακολούθως συλλέχθηκαν, 

μονιμοποιήθηκαν και παρατηρήθηκαν σε φθορίζον μικροσκόπιο. Ο αριθμός, κατά οπτικό 

πεδίο, των tomato BMDMs (κύτταρα με κόκκινη απόχρωση) που περιείχαν στο 

κυτταρόπλασμά τους θραύσματα μετασχηματισμένων ΑΕ17 κυττάρων (κύτταρα με 

πράσινη απόχρωση, που εκφράζουν την πρωτεΐνη GFP), χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης 

φαγοκυττάρωσης. Όλα τα in vitro πειράματα διεξήχθησαν δύο φορές και κάθε τιμή 

αναφέρεται σε τριπλέτα. 

 

Μελέτες σε ανθρώπινα δείγματα 

Οι κύβοι παραφίνης ανθρώπινων δειγμάτων παραχωρήθηκαν από το Αρχείο του 

τμήματος Παθολογοανατομίας, ύστερα από σχετική έγκριση της Επιτροπής Βιοηθικής 

και Δεοντολογίας του Γενικού Νοσοκομείου «Ο Ευαγγελισμός» (Αθήνα, Ελλάδα), με 

αριθμό πρωτοκόλλου: 322/12-4-2012, ώστε να υποβληθούν σε ανοσοϊστοχημικές 

αναλύσεις. Δεδομένης της αναδρομικής φύσης των μελετών, δεν απαιτήθηκε έγγραφη 

συγκατάθεση από τους ασθενείς. Η έκφραση του versican στο μεσοθηλίωμα υπεζωκότα 

ή σε τμήματα υγιούς τοιχωματικού υπεζωκότα (τα οποία ελήφθησαν από ασθενείς που 
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χειρουργήθηκαν για πρωτοπαθή αυτόματο πνευμοθώρακα) αξιολογήθηκε σε 

ιστοτεμάχια, τα οποία μονιμοποιήθηκαν σε φορμαλίνη και εμβαπτίστηκαν σε παραφίνη. 

Οι ιστολογικές τομές επωάστηκαν με το αντίσωμα 8D8.1 (Millipore) έναντι του versican 

σε συγκέντρωση 1:50. Με τον τρόπο αυτό ανιχνεύθηκε το καρβοξυτελικό άκρο του 

πρωτεϊνικού πυρήνα της πρωτεογλυκάνης [151]. Στην ομάδα του ΚΜΥ 

συμπεριελήφθησαν 16 ασθενείς με μεσοθηλίωμα (λόγος θήλυ: άρρεν = 5/16, μέση ηλικία 

= 69,25 ± 1,41 έτη, επιθηλιοειδές ΚΜΥ=12, αδιευκρίνιστο=2, δεσμοπλαστικό=1, 

σαρκοματοειδές=1), ενώ η ομάδα του πνευμοθώρακα περιελάμβανε 9 ασθενείς (λόγος 

θήλυ: άρρεν=4/9, μέση ηλικία= 33,11 ± 4,82 έτη). Η έκφραση του versican 

ενδοκυτταρίως ή στον εξωκυττάριο χώρο βαθμονομήθηκε από έναν έμπειρο 

παθολογοανατόμο σύμφωνα με τις εργασίες του Sluiter και συνεργατών [156]. 

Τα επίπεδα του versican μετρήθηκαν επίσης στο πλευριτικό υγρό και το πλάσμα 

ασθενών με ΚΜΥ (n=10) ή καρδιακή ανεπάρκεια (n=10) με την ενζυμική 

ανοσοπροσροφητική μέθοδο [Enzyme-linked Immusorbent Assay (ELISA)], 

χρησιμοποιώντας το versican/PG-M/PG-350 ELISA kit (Cusabio, MD, USA). Τα 

δείγματα ανασύρθηκαν από μια βιο-τράπεζα, η οποία διατηρείται στο εργαστήριό μας 

[157]. Η δημιουργία και διαχείριση της βιο-τράπεζας έλαβε έγκριση από την Επιτροπή 

Βιοηθικής και Δεοντολογίας του Γενικού Νοσοκομείου «Ο Ευαγγελισμός» (Αθήνα, 

Ελλάδα), με αριθμό πρωτοκόλλου: 379/12-7-2006. Όλοι οι ασθενείς υπέγραψαν έντυπη 

φόρμα συγκατάθεσης. Τα δεδομένα που αφορούσαν τα επίπεδα του versican mRNA και 

τη συνολική επιβίωση 87 ασθενών με ΚΜΥ ελήφθησαν από την ελεύθερης πρόσβασης 

βάση δεδομένων “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) (gdc.cancer.gov) [158]. 

 

Στατιστική ανάλυση 

Οι ποσοτικές μεταβλητές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± συστηματικό σφάλμα [mean ± 

standard error of mean (SEM)] και η ανάλυσή τους πραγματοποιήθηκε με τη δοκιμασία 

Student’s t-test ή one-way ANOVA (analysis of variance). Οι ποιοτικές μεταβλητές 

παρουσιάζονται ως διάγραμμα κατανομής συχνοτήτων (πίνακας 2Χ2) και εξετάστηκαν 

με τη δοκιμασία χ2, διορθωμένη κατά Yates. Τα στοιχεία από τη βάση δεδομένων “The 

Cancer Genome Atlas” (TCGA) αναλύθηκαν με N-Way tabulation. Το mRNA της 

πρωτεογλυκάνης versican θεωρήθηκε ως ανεξάρτητη μεταβλητή, ενώ η συνολική 



27 

 

επιβίωση ήταν η εξαρτημένη μεταβλητή. Η ηλικία, το φύλο, ο ιστολογικός τύπος 

(επιθηλιοειδές ΚΜΥ έναντι μη-επιθηλιοειδούς ΚΜΥ) και η χημειοθεραπεία (θεραπεία 

με σταθερό συνδυασμό σισπλατίνης και πεμετρεξέδης έναντι σταθερού συνδυασμού με 

προσθήκη και άλλων χημειοθεραπευτικών παραγόντων) εξετάστηκαν ως συγχυτικοί 

παράγοντες. Οι τιμές P<0,05 θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές. Οι αναλύσεις 

πραγματοποιήθηκαν με τα λογισμικά πακέτα «Statistical Package for the Social Sciences 

v.13.0.0 (IBM)» και «IHS EViews (Irvine)». Η πολυπαραγοντική μελέτη επικυρώθηκε 

με τη χρήση του λογισμικού R (R software). 

 

Αποτελέσματα 

 

Το versican προωθεί την αύξηση του ΚΜΥ και τη δημιουργία κακοήθους 

υπεζωκοτικής συλλογής in vivo. 

Ενδεείς ως προς το versican ΑΕ17 και ΑΒ1 (shvcan) κυτταρικοί κλώνοι (οι οποίοι 

εξέφραζαν τον πρωτεϊνικό πυρήνα του versican και τη versikine σε ποσοστό μικρότερο 

του 10% συγκριτικά με τα κύτταρα vector) (Εικ. 1A,B) εξετάστηκαν με τη μέθοδο MTS 

και με κυτταρομετρία ροής. Παρατηρήθηκε ότι η ζωτικότητα (Εικ. 1C) και ο ρυθμός 

πολλαπλασιασμού τους (Εικ. 1D) δεν διέφερε σε σύγκριση με κύτταρα μεσοθηλιώματος, 

τα οποία είχαν μετασχηματιστεί με πλασμίδια vector (κύτταρα vector). AE17 και ΑΒ1 

shvcan ή vector κύτταρα χορηγήθηκαν απευθείας στην υπεζωκοτική κοιλότητα συγγενών 

C57Bl/6 και Balb/c μυών αντίστοιχα, προκειμένου να δημιουργηθούν μεσοθηλιώματα 

υπεζωκότα. Πειραματόζωα που έφεραν όγκους, οι οποίοι στερούνταν το versican, 

εμφάνισαν μειωμένο κακόηθες φορτίο (Εικ. 2A) και μειωμένη συνολική ποσότητα ΚΥΣ 

(Εικ. 2Β), συγκριτικά με τα πειραματόζωα ελέγχου. Οι shvcan όγκοι εξέφραζαν 

σημαντικά μικρότερη ποσότητα της versikine (Εικ. 3A,Β) και του πρωτεϊνικού πυρήνα 

του versican (Εικ. 3C,D), συγκριτικά με τις κακοήθειες ελέγχου, αντανακλώντας κατ’ 

αυτόν τον τρόπο το in vitro πρότυπο της έκφρασης του versican από τα κύτταρα του 

μεσοθηλιώματος. Μάλιστα, το εύρημα αυτό αποδεικνύει ότι η αποσιώπηση του versican 

στα καρκινικά κύτταρα διατηρήθηκε στις in vivo συνθήκες και υπονοεί ότι η μεγαλύτερη 

ποσότητα της πρωτεογλυκάνης στον ιστό του ΚΜΥ προέρχεται από τα κακοήθη 

κύτταρα.
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Εικόνα 1 

 

 

Εικ. 1: Τα –ενδεή ως προς το versican- κύτταρα μεσοθηλιώματος μυός (shvcan) εμφανίζουν παρόμοιο ρυθμό 

αύξησης συγκριτικά με τα κύτταρα ελέγχου (vector). 
Οι σταθεροί κλώνοι shvcan κυττάρων μεσοθηλιώματος εκφράζουν λιγότερο από 10% της πρωτεΐνης versican, η οποία 
εκφράζεται από κύτταρα τα οποία έχουν μετασχηματιστεί με πλασμίδια vector, όπως καθορίστηκε με τη μέθοδο 
western blot (A). Αντιπροσωπευτικές εικόνες παρουσιάζουν μια παράλληλη μείωση της πρωτεΐνης versican και -του 
DPEAEE τμήματός της- versikine στα AE17 και AB1 shvcan κύτταρα μεσοθηλιώματος μυός (B). Επιβίωση των wild-

type (αμετασχημάτιστων), vector και shvcan AE17 και AB1 κυττάρων (όπως καθορίστηκε χρησιμοποιώντας τη 
μέθοδο MTS) στις 24, 48, 72, 96 ώρες αντίστοιχα (C) και ανάλυση με κυτταρομετρία ροής του κυτταρικού κύκλου των 
κλώνων μεσοθηλιώματος (χρησιμοποιώντας pompidium iodide) (D), *p<0.05 συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου 
vector, $ p<0.05 συγκριτικά με τον πληθυσμό της προηγούμενης ημέρας, wt:wild type (αμετασχημάτιστα) κύτταρα, 
shvcan: κύτταρα μετασχηματισμένα με πλασμίδια που περιείχαν short-hairpin RNA αλληλουχίες στοχεύοντας το 
mRNA της πρωτεΐνης versican, vector: κύτταρα μετασχηματισμένα με πλασμίδια που περιείχαν τυχαίες RNA 
αλληλουχίες (άδειοι φορείς). Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± σταθερό σφάλμα.
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Εικόνα 2 

 

 

 

 

 
Εικ. 2: Η πρωτεΐνη versican που προέρχεται από τον όγκο ενισχύει την ανάπτυξη του μεσοθηλιώματος σε 

πειραματικά μοντέλα μυών. 

C57Bl/6 και Balb/c μύες υπέστησαν ευθανασία 14 ημέρες μετά την ενδοϋπεζωκοτική έγχυση ΑΕ17 και ΑΒ1 συγγενών 
κυττάρων μεσοθηλιώματος αντίστοιχα. Το σύνολο του κακοήθους ιστού (tumor mass) (A) και η κακοήθης 
υπεζωκοτική συλλογή (mpe volume) (B) συλλέχθηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν, *p<0.05, **p<0.001 σε σύγκριση με 
την ομάδα ελέγχου (vector). Vector: κύτταρα μεσοθηλιώματος που εκφράζουν την πρωτεΐνη versican, Shvcan: 
κύτταρα μεσοθηλιώματος ενδεή ως προς την έκφραση της πρωτεΐνης versican. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση 
τιμή ± σταθερό σφάλμα. 
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Εικόνα 3 

 

 
 

 

 

 

 

Εικ. 3: Η αποσιώπηση της πρωτεΐνης versican διατηρείται in vivo. 
Ποσότητα του πρωτεϊνικού θραύσματος versikine (A) και του πρωτεϊνικού πυρήνα του versican (C) σε ιστούς AE17 
και AB1 μεσοθηλιώματος (όπως προσδιορίστηκε με τη μέθοδο western blot) και αντιπροσωπευτικές εικόνες από τη 
western blot ανάλυση (B,D), *p<0.05 συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου vector. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση 
τιμή ± σταθερό σφάλμα. Actin: ακτίνη, tubulin: τουμπουλίνη. 
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Το  versican ενισχύει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, περιορίζει την απόπτωση των 

καρκινικών κυττάρων και επάγει την αύξηση της αγγειακής διαπερατότητας. 

Σε μια προσπάθεια να αποσαφηνίσουμε τους υποκείμενους μηχανισμούς, με τους 

οποίους το versican προωθεί την ανάπτυξη του μεσοθηλιώματος, εστιάσαμε στην 

επίδραση της αποσιώπησης του versican στο ρυθμό πολλαπλασιασμού και στην 

απόπτωση των καρκινικών κυττάρων, καθώς και στην αγγειογένεση εντός του όγκου. 

Ενδεή ως προς την πρωτεογλυκάνη KΜΥ παρουσίασαν μειωμένο ρυθμό 

πολλαπλασιασμού (Εικ. 4Α, Εικ. 5A) και αυξημένη απόπτωση (Εικ. 4Β, Εικ. 5B) των 

καρκινικών κυττάρων, όπως παρατηρήθηκε σε ανοσοϊστοχημικές μελέτες. 

Χρησιμοποιώντας φθορίζον αντίσωμα έναντι του CD-31 σε κρυοτομές πειραματικών 

μεσοθηλιωμάτων, διαπιστώσαμε ότι η αγγειογένεση εντός του όγκου [όπως 

τεκμηριώθηκε με μέτρηση της μικροαγγειακής πυκνότητας (Εικ. 6) και του λόγου της 

αγγειακής/καρκινικής επιφάνειας] δεν επηρεάστηκε. 
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Εικόνα 4 

 

 

 

 

 

 

 

Εικ. 4: Η πρωτεΐνη versican που προέρχεται από τον όγκο επάγει τον πολλαπλασιασμό και εμποδίζει την 

απόπτωση των καρκινικών κυττάρων in vivo. 
Ο πολλαπλασιασμός και η απόπτωση των καρκινικών κυττάρων αξιολογήθηκαν σε τομές παραφίνης από κακόηθες 
μεσοθηλίωμα υπεζωκότα με ανοσοϊστοχημεία έναντι του πυρηνικού αντιγόνου των πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων 
[proliferating cell nuclear antigen antibody (anti-PCNA) immunostaining] και με τη μέθοδο TUNEL [deoxynucleotidyl 
nick end-labeling] αντίστοιχα. Αριθμός των PCNA (+) πολλαπλασιαζόμενων καρκινικών κυττάρων κατά οπτικό πεδίο 
(proliferating cells per hpf) (A) και αριθμός των TUNEL (+) καρκινικών κυττάρων κατά οπτικό πεδίο (apoptotic cells 
per hpf) (Β) C57Bl/6 και Balb/c μυών αντίστοιχα, *p < 0.05, **p < 0.01 συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου vector. Τα 
δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± σταθερό σφάλμα. 
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Εικόνα 5 

 

 

 

 

 
Εικ. 5: Το μεσοθηλίωμα που στερείται την πρωτεΐνη versican χαρακτηρίζεται από χαμηλότερο ρυθμό 

πολλαπλασιασμού και αυξημένο ρυθμό απόπτωσης in vivo, συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου. 
Τομές παραφίνης από μεσοθηλίωμα μυός προερχόμενο από AE17 κύτταρα (το οποίο αναπτύχθηκε σε C57Bl/6 μύες) 
επωάστηκαν με αντίσωμα έναντι του αντιγόνου PCNA προκειμένου να καθοριστεί ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός 
(A), ή αναλύθηκαν με τη μέθοδο TUNEL προκειμένου να αξιολογηθεί η κυτταρική απόπτωση (B). Κλίμακα: 20 μm. 
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Εικόνα 6 

 

 

 

Εικ. 6: Η αγγειογένεση δεν επηρεάζεται στο μεσοθηλίωμα που στερείται την πρωτεΐνη versican συγκριτικά με 

το μεσοθηλίωμα ελέγχου. 
Μέσος αριθμός των αθροίσεων CD31+ ενδοθηλιακών κυττάρων σε κρυοτομές που ελήφθησαν από C57Bl/6 και Balb/c 
μύες με μεσοθηλίωμα, όπως προσδιορίστηκε με ανοσοφθορισμό. Δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά 
μεταξύ των ομάδων (A). Αντιπροσωπευτικές εικόνες από επώαση με anti-CD31 φθορίζον αντίσωμα σε κρυοτομές που 
ελήφθησαν από C57/Bl6 μύες με μεσοθηλίωμα (B). Οι αθροίσεις των CD31+ ενδοθηλιακών κυττάρων (λευκά βέλη) 

και τα νέο-αγγεία (λευκές αιχμές) φανερώνουν την αγγειογένεση. Κλίμακα: 20 μm. 
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Προκειμένου να αποσαφηνιστεί εάν η αποσιώπηση του versican επηρεάζει τη 

διαπερατότητα των αγγείων της υπεζωκοτικής κοιλότητας, ενός καθοριστικού 

μηχανισμού στη δημιουργία της ΚΥΣ [159], χορηγήθηκε ενδοφλεβίως σε πειραματόζωα 

η χρωστική Evans Blue (η οποία προσδένεται στην αλβουμίνη του πλάσματος) και τα 

επίπεδά της στον ορό και το υπεζωκοτικό υγρό των πειραματόζωων υπολογίστηκαν ante 

mortem. Μετά την έγχυση παρατηρήσαμε ότι οι μύες που έπασχαν από ενδεή ως προς το 

versican ΚΜΥ εμφάνισαν σημαντικά μειωμένη αγγειακή διαπερατότητα στα αγγεία του 

υπεζωκότα (Εικ. 7Α), χωρίς τα επίπεδα της χρωστικής στο πλάσμα να διαφέρουν 

σημαντικά μεταξύ των ομάδων. Για να επαληθεύσουμε περαιτέρω την παρατήρηση 

αυτή, πραγματοποιήσαμε in vitro πειράματα συγκαλλιέργειας, χρησιμοποιώντας ΑΕ17 

κύτταρα και συγγενή ενδοθηλιακά κύτταρα από τους πνεύμονες C57/Bl6 μυών 

(MLECs), ώστε να διερευνήσουμε αν το versican που προέρχεται από το μεσοθηλίωμα 

ενισχύει τη διαπερατότητα της μονοστοιβάδας ενδοθηλιακών κυττάρων. Διαπιστώσαμε 

ότι ο ρυθμός της αλβουμίνης που διαπερνά τα κενά της ενδοθηλιακής μονοστοιβάδας 

στη μονάδα του χρόνου ήταν σημαντικά μειωμένος όταν τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

συγκαλλιεργήθηκαν με ενδεή ως προς το versican ΑΕ17 κύτταρα, συγκριτικά με τα 

κύτταρα ελέγχου (Εικ. 7Β). 
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Εικόνα 7 

 

 

 

 

 

 

Εικ. 7: Η πρωτεΐνη versican που προέρχεται από τον όγκο προάγει την αγγειακή διαπερατότητα. 
Η αγγειακή διαπερατότητα μελετήθηκε in vivo μετρώντας την ποσότητα (μg) της -συνδεδεμένης με Evans Blue- 
αλβουμίνης, η οποία είχε συγκεντρωθεί στην υπεζωκοτική κοιλότητα C57Bl/6 και Balb/c μυών με μεσοθηλίωμα, 
ύστερα από ενδοφλέβια έγχυση της χρωστικής (Α). Ενδοθηλιακά κύτταρα συγκαλλιεργήθηκαν με ΑΕ17 κύτταρα 
μεσοθηλιώματος in vitro και η διαπερατότητα της ενδοθηλιακής μονοστοιβάδας αξιολογήθηκε προσδιορίζοντας την 
ποσότητα της FITC-αλβουμίνης που διαπέρασε δεδομένη περιοχή της μονοστοιβάδας ανά μονάδα χρόνου (Β), *p< 
0.05 συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου (vector), **p<0.01. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± σταθερό 

σφάλμα. MLEC: murine lung endothelial cells (ενδοθηλιακά κύτταρα απομονωμένα από πνεύμονα C57Bl/6 μυός). 
FITC-αλβουμίνη: αλβουμίνη συνδεδεμένη με fluorescein isothiocyanate. 
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Το versican επηρεάζει καθοριστικά στην ανοσολογική αντίδραση που σχετίζεται με το 

ΚΜΥ. 

Δείγματα από κακοήθη ιστό μεσοθηλιώματος και συνοδού ΚΥΣ ελήφθησαν από 

C57/Bl6 μύες και αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής. Με τον τρόπο αυτό εξετάστηκε η 

επίδραση του versican στην καθοδηγούμενη από τον όγκο ανοσολογική απάντηση. 

Μεσοθηλιώματα που στερούνταν το versican περιείχαν λιγότερα CD11b+F4/80+ 

μακροφάγα [Tumor-associated macrophages (TAMs)], CD11b+GR1high ουδετερόφιλα 

[Tumor-associated neutrophils (TANs)], ενώ οι συνοδοί ΚΥΣ περιείχαν σημαντικά 

μικρότερες ποσότητες TAMs, TANs και CD8+ T-λεμφοκυττάρων, συγκριτικά με τους 

όγκους και τις πλευριτικές συλλογές ελέγχου (Εικ. 8Α). Επιπλέον, η αποσιώπηση του 

versican ώθησε τα μακροφάγα προς τον Μ1-κυτταροτοξικό φαινότυπο, όπως 

αναδεικνύεται από τον σημαντικά αυξημένο λόγο έκφρασης των κυτταροκινών IL-12 και 

IL-10 (IL12:IL10) στα μεσοθηλιώματα και συνοδούς ΚΥΣ που στερούνταν το versican, 

σε σύγκριση με τις ομάδες ελέγχου (Εικ. 8Β). Επιπρόσθετα, εντός του πλευριτικού υγρού 

μυών με μεσοθηλίωμα που εξέφραζε το versican, η πλειοψηφία των CD4+ T-

λεμφοκυττάρων εμφάνιζε τον Τ-ρυθμιστικό [T-regulatory (Treg)] φαινότυπο (CD4+ 

Foxp3+) [160], ο οποίος καθορίζεται από την ενεργοποίηση του μεταγραφικού 

παράγοντα Foxp3 (forkhead box protein 3). Στον αντίποδα, η αποσιώπηση της 

πρωτεογλυκάνης στα καρκινικά κύτταρα, οδήγησε σε μερική αντιστροφή αυτού του 

φαινομένου (Εικ. 8C). Σε αντίθεση με τα CD4+ T-λεμφοκύτταρα, η αποσιώπηση του 

versican στα καρκινικά κύτταρα δεν επιδρά στην ενεργοποίηση των CD8+ T-

λεμφοκυττάρων, όπως παρατηρήθηκε από τη μελέτη της ενεργοποίησης της πρωτεΐνης 

CD137 στον κυτταρικό αυτό πληθυσμό. Ωστόσο, συνολικά το versican φαίνεται πως 

αναστέλλει τις κυτταροτοξικές επιδράσεις του ανοσοποιητικού συστήματος στο 

μικροπεριβάλλον του KΜΥ. 
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Εικόνα 8 

 

 

 

 

 

 

Εικ. 8: Η πρωτεΐνη versican που προέρχεται από τον όγκο διαμορφώνει ένα –φιλικό προς τον όγκο- 

μικροπεριβάλλον. 
Το λύμα του κακοήθους ιστού και η κακοήθης υπεζωκοτική συλλογή (ΚΥΣ), που συλλέχθηκαν από C57Bl/6 μύες με 
κακόηθες μεσοθηλίωμα αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής. TAMs, TANs, CD8 (+) και CD4 (+) κύτταρα στο 
μεσοθηλίωμα (αριθμός εμπύρηνων κυττάρων % του αριθμού των εμπύρηνων κυττάρων του ιστικού λύματος) και την 

συνοδό ΚΥΣ (αριθμός εμπύρηνων κυττάρων/μl ΚΥΣ) (Α), λόγος της έκφρασης IL12/IL10 από τα TAMs (δείκτης της 
πόλωσης των μακροφάγων) (Β) και % ποσοστό των Tregs στο σύνολο των CD4 (+) κυττάρων (C), *p<0.05, **p<0.01 
συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου vector. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± σταθερό σφάλμα. TAMs: 
μακροφάγα σχετιζόμενα με τον όγκο, TANs: ουδετερόφιλα σχετιζόμενα με τον όγκο, CD8: CD8 (+) Τ-λεμφοκύτταρα, 
CD4: CD4 (+) Τ-λεμφοκύτταρα, Tregs: Τ-ρυθμιστικά CD4 (+) λεμφοκύτταρα, MFI: μέση ένταση φθορισμού. 
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Το versican ευοδώνει τη μετανάστευση των μακροφάγων, προάγει την απόκτηση του 

Μ2 φαινοτύπου και προστατεύει τα καρκινικά κύτταρα από (την επαγόμενη από τα 

μακροφάγα) απόπτωση και φαγοκυττάρωση. 

Βασιζόμενοι στην παρατηρηθείσα μείωση των TAMs μακροφάγων στα ενδεή ως προς το 

versican πειραματικά ΚΜΥ, υποθέσαμε ότι η πρωτεογλυκάνη διευκολύνει τη 

μετανάστευση των μακροφάγων προς τον όγκο. Για το σκοπό αυτό τοποθετήσαμε ΑΕ17 

shvcan ή vector κύτταρα μεσοθηλιώματος και BMDMs μακροφάγα στα δύο διαφορετικά 

διαμερίσματα ενός συστήματος transwell και παρατηρήσαμε ότι σημαντικά λιγότερα 

μακροφάγα μετανάστευσαν προς τα ΑΕ17 shvcan κύτταρα σε σχέση με τα κύτταρα 

vector (Εικ. 9Α). Στη συνέχεια, διερωτώμενοι αν το versican που παράγεται από τον 

όγκο επηρεάζει τη λειτουργία των μακροφάγων, ώστε να παρουσιάζουν ιδιότητες του 

Μ1 ή του Μ2 φαινοτύπου, αναλύσαμε με κυτταρομετρία ροής BMDMs, τα οποία είχαν 

συγκαλλιεργηθεί με ΑΕ17 κύτταρα. Από τα πειράματα αυτά προέκυψε ότι τα ΑΕ17 

κύτταρα ελέγχου ωθούν τα μακροφάγα προς τον Μ2 φαινότυπο, ενώ η αποσιώπηση του 

versican απέτρεψε εν μέρει αυτό το φαινόμενο (Εικ. 9Β). 

Προσπαθώντας να αποσαφηνίσουμε τις επιδράσεις του versican στην αναστολή της 

καρκινικής αύξησης, ένα φαινόμενο το οποίο παρατηρήθηκε μόνο σε in vivo συνθήκες 

και έχοντας δείξει ότι η αποσιώπηση του versican στα καρκινικά κύτταρα επαναφέρει 

τον κυτταροτοξικό φαινότυπο στα TAMs, υποθέσαμε ότι τα κύτταρα ΜΥ, που δεν 

εκφράζουν την πρωτεογλυκάνη, είναι ευάλωτα στις κυτταροτοξικές επιδράσεις των 

μακροφάγων. Για το σκοπό αυτό, Tomato BMDMs συγκαλλιεργήθηκαν με ΑΕ17 vector 

ή shvcan κύτταρα (τα οποία εξέφραζαν τη χρωστική GFP) και παρατηρήθηκαν με 

μικροσκόπιο ανοσοφθορισμού. Διαπιστώσαμε ότι μακροφάγα που είχαν 

συγκαλλιεργηθεί με ενδεή ως προς το versican ΑΕ17 κύτταρα, περιείχαν στο 

κυτταρόπλασμά τους περισσότερα GFP (+) θραύσματα κυττάρων μεσοθηλιώματος, 

συγκριτικά με μακροφάγα που καλλιεργήθηκαν παρουσία ΑΕ17 κυττάρων ελέγχου. Με 

αυτόν τον τρόπο φάνηκε ότι τα μακροφάγα επιδεικνύουν αυξημένη ικανότητα 

φαγοκυττάρωσης απέναντι σε κακοήθη κύτταρα, τα οποία δεν εκφράζουν το versican 

(Εικ. 9C, Εικ. 10). Σε ένα παρόμοιο σύνολο πειραμάτων τα ενδεή ως προς το versican 

κακοήθη κύτταρα εμφάνισαν αυξημένη απόπτωση, συγκριτικά με τα κύτταρα ελέγχου, 
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κατά τη συγκαλλιέργειά τους με συγγενή μακροφάγα (Εικ. 9D), αν και ο βασικός ρυθμός 

απόπτωσης δεν διέφερε σημαντικά μεταξύ των ΑΕ17 shvcan και AΕ17 vector κυττάρων, 

όπως αποκαλύφθηκε με κυτταρομετρία ροής. Αντίθετα, ο ρυθμός πολλαπλασιασμού και 

απόπτωσης των μακροφάγων ήταν παρόμοιος, ανεξάρτητα αν καλλιεργήθηκαν παρουσία 

κυττάρων μεσοθηλιώματος που εξέφραζαν ή όχι την πρωτεογλυκάνη. 
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Εικόνα 9 

 

 

 

Εικ. 9: Η προερχόμενη από τον όγκο πρωτεΐνη versican τροποποιεί καθοριστικά τις επιδράσεις των 

μακροφάγων στα κύτταρα του μεσοθηλιώματος in vitro. 
Μακροφάγα, τα οποία συγκαλλιεργήθηκαν με –ενδεή ως προς το versican- ΑΕ17 κύτταρα μεσοθηλιώματος μυός, 
εμφάνισαν μειωμένη μετανάστευση προς τα κακοήθη κύτταρα (Α), αυξημένη πόλωση προς τον Μ1 φαινότυπο (Β) και 
αυξημένη φαγοκυττάρωση των καρκινικών κυττάρων (C) συγκριτικά με μακροφάγα που συγκαλλιεργήθηκαν με ΑΕ17 
κύτταρα ελέγχου. Τα –ενδεή ως προς το versican- ΑΕ17 κύτταρα εμφάνισαν υψηλότερο ρυθμό απόπτωσης συγκριτικά 

με τα κύτταρα ελέγχου σε συγκαλλιέργεια με μακροφάγα (D). Αριθμός των BMDMs κ.ο.π. που μετανάστευσαν προς 
AE17-vector ή AE17-shvcan κύτταρα (% των μακροφάγων που μετανάστευσαν προς κύτταρα ελέγχου vector – 
μεγέθυνση 400X) (Α), λόγος της IL-12/IL-10 έκφρασης από μακροφάγα τα οποία καλλιεργήθηκαν μόνα ή παρουσία 
AE17-vector ή AE17-shvcan κυττάρων (Β), αριθμός των tomato μακροφάγων, που περιείχαν θραύσματα AE17 GFP 
(+) κυττάρων, τα οποία συγκαλλιεργήθηκαν με AE17-vector ή AE17-shvcan κύτταρα κ.ο.π. (μεγέθυνση 400X) (C) και 
ποσοστό των αποπτωτικών AE17-vector ή AE17-shvcan κυττάρων τα οποία καλλιεργήθηκαν μόνα ή παρουσία 
μακροφάγων (D), *p<0.05 συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου vector, # p<0.05 συγκριτικά με την ομάδα shvcan, $ p< 
0.05 συγκριτικά με τα μακροφάγα, ** p<0.01. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± σταθερό σφάλμα. 

BMDMs: Bone Marrow Derived Macrophages (μακροφάγα προερχόμενα από τον μυελό των οστών C57Bl/6 μυών), 
MFI: Μέση ένταση φθορισμού. GFP: πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη. 
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Εικόνα 10 

 

 

 

Εικ. 10: Τα –ενδεή ως προς το versican- AE17 κύτταρα (shvcan) είναι πιο ευαίσθητα στην φαγοκυττάρωση από 

μακροφάγα, σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου (vector) in vitro. 
Εικόνες ανοσοφθορισμού από in vitro συγκαλλιέργεια tomato μακροφάγων και AE17-GFP (+) κυττάρων. Τα 

μακροφάγα με GFP (+) κυτταρόπλασμα (βέλη) έχουν εγκολπώσει και αποδομήσει τα κύτταρα μεσοθηλιώματος (άνω 
ήμισυ). Η λήψη σε μήκος κύματος της πράσινης φθορίζουσας χρωστικής αναδεικνύει την κατανομή της GFP (κάτω 
ήμισυ). Κλίμακα: 10 μm. GFP: πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη. 
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Το versican υπερεκφράζεται στο ανθρώπινο μεσοθηλίωμα και στη συνοδό ΚΥΣ και 

υψηλότερα επίπεδα mRNA της πρωτεογλυκάνης σχετίζονται με τον επιθηλιοειδή 

ιστολογικό υπότυπο. 

Σε μια προσπάθεια καθορισμού της κλινικής σημασίας του versican στο KΜΥ, 

διερευνήσαμε την έκφραση της πρωτεογλυκάνης σε ιστολογικά δείγματα ασθενών με 

μεσοθηλίωμα (mesothelioma group), ή καλοήθη νόσο του υπεζωκότα [ασθενείς που 

υπεβλήθησαν σε χειρουργική εκτομή εμφυσηματικών κύστεων για θεραπεία 

πρωτοπαθούς πνευμοθώρακα (pneumothorax group)]. Όπως καθορίστηκε με 

ανοσοϊστοχημεία, υψηλότερη έκφραση του versican παρατηρήθηκε στο κυτταρόπλασμα 

των καρκινικών κυττάρων, όσο και στον εξωκυττάριο χώρο του ΚΜΥ, συγκριτικά με 

τον καλοήθη υπεζωκοτικό ιστό (Εικ. 11Α, Εικ. 12). Παρόμοια, τα επίπεδα του versican 

στην κακοήθη υπεζωκοτική συλλογή ασθενών με μεσοθηλίωμα ήταν σημαντικά 

υψηλότερα σε σύγκριση με τον ομόλογο ορό, αλλά και συγκριτικά με το πλευριτικό υγρό 

και το πλάσμα ασθενών με καρδιακή ανεπάρκεια (Εικ. 11Β). Διερευνώντας περαιτέρω 

την κλινική σημασία της πρωτεογλυκάνης στο ΚΜΥ, πραγματοποιήσαμε 

πολυπαραγοντική ανάλυση δεδομένων που ανασύρθηκαν από τη βάση δεδομένων «The 

Cancer Genome Atlas» (TCGA) και αφορούσαν 87 ασθενείς με ΚΜΥ. Διαπιστώσαμε ότι 

η έκφραση του versican δεν αποτελούσε ανεξάρτητο προβλεπτικό παράγοντα της 

συνολικής επιβίωσης (Πίνακας 1A). Από τους τέσσερις συγχυτικούς παράγοντες που 

εξετάστηκαν (ηλικία, φύλο, είδος χημειοθεραπείας και ιστολογικός τύπος), ο 

επιθηλιοειδής τύπος συσχετίστηκε οριακά με καλύτερη συνολική επιβίωση (Πίνακας 

1C), μια παρατήρηση που είναι σύμφωνη με προηγούμενες αναφορές στη βιβλιογραφία 

[161]. Ωστόσο, αυτή η ροπή δεν επιβεβαιώθηκε κατά τη διενέργεια της 

πολυπαραγοντικής ανάλυσης των δεδομένων. Επιπρόσθετα αποκαλύφθηκε μια ισχυρή 

συσχέτιση των χαμηλών επιπέδων mRNA του versican με τον επιθηλιοειδή ιστολογικό 

τύπο (Πίνακας 1B,D, Εικ. 13). 
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Εικόνα 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικ. 11: Υψηλά επίπεδα της πρωτεΐνης versican ανιχνεύονται στον ιστό του ανθρώπινου κακοήθους 

μεσοθηλιώματος και στη συνοδό ΚΥΣ. 
Ποιοτική ανάλυση της έκφρασης του versican σε τομές παραφίνης από ασθενείς με πνευμοθώρακα (n = 9) ή 
μεσοθηλίωμα (MPM) (n = 16),  p<0.001 και p<0.01 συγκριτικά με την ομάδα ασθενών με πνευμοθώρακα 
[κυτταροπλασματική (cytoplasm) χρώση και χρώση του εξωκυττάριου χώρου (ECM), αντίστοιχα] (Α) και επίπεδα του 
versican σε υπεζωκοτική συλλογή (pleural fluid) και ομόλογο ορό (serum) από ασθενείς με καρδιακή ανεπάρκεια (hf, 
n = 10) ή κακόηθες μεσοθηλίωμα (n = 10) (B), *p<0.05 συγκριτικά με την καρδιακή ανεπάρκεια, # p<0.05 συγκριτικά 
με τον ορό. IHC: ανοσοϊστοχημεία (immunohistochemistry). (Α): Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως διάγραμμα 

κατανομής συχνοτήτων. (Β): Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± σταθερό σφάλμα.
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Εικόνα 12 

 

 

 

 

 

Εικ. 12: Η πρωτεΐνη versican υπερεκφράζεται στο κυτταρόπλασμα και τον εξωκυττάριο χώρο (ECM) του 

ανθρώπινου κακοήθους μεσοθηλιώματος (MPM). 
Τομές παραφίνης από ασθενείς με πνευμοθώρακα ή μεσοθηλίωμα. Οι αιχμές των βελών αναδεικνύουν την θετική 
ανοσοϊστοχημική χρώση του versican στα κακοήθη κύτταρα. Κλίμακα: 200μm (άνω ήμισυ), 50μm (κάτω ήμισυ).
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Πίνακας 1 

 

 

 

 

Πιν. 1: Χαμηλότερα επίπεδα mRNA της πρωτεΐνης versican συσχετίζονται με επιθηλιοειδές μεσοθηλίωμα, έναν 

ιστολογικό τύπο με καλύτερη πρόγνωση. 
Πολυπαραγοντική ανάλυση των δεδομένων που αφορούσαν 87 ασθενείς με μεσοθηλίωμα και ανακτήθηκαν από τη 
βάση δεδομένων “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) (A,B). Η ηλικία, το φύλο, η χημειοθεραπεία και ο ιστολογικός 
τύπος εξετάστηκαν ως συγχυτικοί παράγοντες. Ασθενείς οι οποίοι έπασχαν από επιθηλιοειδές μεσοθηλίωμα 
παρουσίασαν μεγαλύτερη επιβίωση συγκριτικά με ασθενείς που εμφάνισαν τον μη επιθηλιοειδή τύπο της νόσου (μέση 
διαφορά=215 ημέρες,  p=0.06) (C). Τα χαμηλότερα επίπεδα mRNA της πρωτεΐνης versican συσχετίζονται ισχυρά με 

το επιθηλιοειδές μεσοθηλίωμα (p=0.003) (D). 

Α) B) 

C) D) 
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Εικόνα 13 

 

 

 

 

Εικ. 13: Χαμηλότερα επίπεδα mRNA της πρωτεΐνης versican συσχετίζονται με επιθηλιοειδές μεσοθηλίωμα, έναν 

ιστολογικό τύπο με καλύτερη πρόγνωση. 
Μη γραμμική παλινδρόμηση (logx-logy) του versican mRNA (RPKM) και του επιθηλιοειδούς μεσοθηλιώματος (rs= -
0.313, r2=0.0982, p<0.01). Τα δεδομένα, που αφορούσαν 87 ασθενείς με μεσοθηλίωμα, ανακτήθηκαν από τη βάση 
δεδομένων “The Cancer Genome Atlas” (TCGA). 0: μη-επιθηλιοειδές μεσοθηλίωμα, 1: επιθηλιοειδές μεσοθηλίωμα, rs: 
μη παραμετρικός συντελεστής Spearman, RPKM: Αναγνώσεις ανά 1000 βάσεις μεταγραφώματος/εκατομμύριο (Reads 
Per Kilobase of transcript per Million). 
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Συζήτηση/Συμπεράσματα 

 

Στην παρούσα μελέτη εξετάσαμε την επίδραση της πρωτεογλυκάνης versican στην 

πρόοδο του μεσοθηλιώματος υπεζωκότα. Χρησιμοποιώντας συγγενή μοντέλα μυών και 

τεχνικές γονιδιακής αποσιώπησης, που περιελάμβαναν χρήση μικρών αλληλουχιών RNA 

τύπου «φουρκέτα» (shRNAs), διαπιστώσαμε ότι η αναστολή της έκφρασης του versican 

στα καρκινικά κύτταρα: α) δεν είχε καμιά επίδραση στην κυτταρική αύξηση των 

κυττάρων μεσοθηλιώματος in vitro, αλλά επηρέασε σημαντικά το ρυθμό 

πολλαπλασιασμού και τη ζωτικότητα των καρκινικών κυττάρων in vivo, β) ανέστειλε τη 

συσσώρευση (στο μικροπεριβάλλον του όγκου) ανοσολογικών πληθυσμών που 

ευοδώνουν την ανάπτυξη του μεσοθηλιώματος και ταυτόχρονα ενίσχυσε τις 

κυτταροτοξικές δράσεις των μακροφάγων σε πειράματα συγκαλλιέργειας με κακοήθη 

κύτταρα και γ) περιόρισε την αγγειακή διαπερατότητα του προσβεβλημένου από 

μεσοθηλίωμα υπεζωκότα, τη διαπερατότητα της ενδοθηλιακής μονοστοιβάδας κατά τη 

συγκαλλιέργεια με κύτταρα μεσοθηλιώματος καθώς και το μέγεθος της κακοήθους 

υπεζωκοτικής συλλογής, που δημιουργείται κατά την ανάπτυξη του μεσοθηλιώματος. 

Επιπρόσθετα, παρατηρήσαμε ότι το versican υπερεκφράζεται στον ιστό του ανθρώπινου 

KΜΥ και αυξημένα επίπεδά του ανευρίσκονται στο πλευριτικό υγρό ασθενών με 

μεσοθηλίωμα. 

Στην παρούσα μελέτη παραθέτουμε για πρώτη φορά στοιχεία που υποδεικνύουν ότι η 

πρωτεογλυκάνη versican ενισχύει σημαντικά την ανάπτυξη του μεσοθηλιώματος. Τα 

ευρήματα αυτά έρχονται σε συμφωνία με προηγούμενες μελέτες, οι οποίες περιγράφουν 

ότι το versican προάγει την καρκινική αύξηση σε πειραματικά μοντέλα 

αδενοκαρκινώματος μαστού [119], γλοιώματος [120], κακοήθους μελανώματος [121] και 

αδενοκαρκινώματος πνεύμονα [98]. Αυτό επιτυγχάνεται με διττό τρόπο: είτε μέσω 

επίδρασης στις ιδιότητες των καρκινικών κυττάρων, είτε μέσω τροποποίησης του 

μικροπεριβάλλοντος του όγκου. Η αποσιώπηση του versican δεν μετέβαλλε το ρυθμό 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων μεσοθηλιώματος in vitro, αλλά η ικανότητά του να 

ενισχύει την ανάπτυξη του όγκου σε in vivo συνθήκες υποδηλώνει ότι η πρωτεογλυκάνη 

αυτή εμπλέκεται στη σύνθετη αλληλεπίδραση του κακοήθους ιστού με τον ξενιστή και 
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απομακρύνει την πιθανότητα ρύθμισης της αύξησης των καρκινικών κυττάρων με 

απευθείας επίδραση σε αυτά. 

Από τη στιγμή που αποκλείσαμε μια ενδεχόμενη αυτοκρινή ή παρακρινή δράση του 

(προερχόμενου από τα καρκινικά κύτταρα) versican, ώστε να ευνοείται η ανάπτυξη του 

μεσοθηλιώματος, εστιάσαμε στη συμμετοχή της πρωτεογλυκάνης στη διάδραση μεταξύ 

όγκου και ξενιστή. Το φαινόμενο αυτό περιλαμβάνει την αγγειογένεση και την απάντηση 

του ανοσοποιητικού συστήματος έναντι των καρκινικών κυττάρων, διεργασίες 

σημαντικές για την ανάπτυξη του καρκίνου [116]. Η αποσιώπηση του versican στα 

κύτταρα του μεσοθηλιώματος δεν επηρέασε την αγγειογένεση εντός του όγκου. Το 

γεγονός αυτό έρχεται σε συμφωνία με πρόσφατα δημοσιευμένες παρατηρήσεις [131] ότι 

το versican που εκκρίνεται από τα κύτταρα του ξενιστή και όχι από τα κακοήθη ρυθμίζει 

την σχετιζόμενη με τον όγκο αγγειογενετική δραστηριότητα. Όσον αφορά την επιρροή 

του versican στο μικροπεριβάλλον του μεσοθηλιώματος, δείξαμε ότι οι ενδεείς ως προς 

το versican όγκοι και κακοήθεις υπεζωκοτικές συλλογές περιείχαν μικρότερο αριθμό 

μακροφάγων, ουδετερόφιλων και Τ-λεμφοκυττάρων. Με δεδομένο τον κεντρικό ρόλο 

που κατέχουν τα μακροφάγα στην πρόοδο των κακοηθειών [162], στη συνέχεια 

εστιάσαμε στην παρατηρηθείσα μείωση των TAMs στο μικροπεριβάλλον του 

μεσοθηλιώματος και αναρωτηθήκαμε αν επρόκειτο περί μειωμένης ζωτικότητας των 

μακροφάγων ή μειωμένης επιστράτευσης από την περιφέρεια. Μελέτες in vitro 

αποκάλυψαν ότι, ενώ η ζωτικότητα των μακροφάγων δεν εξαρτάται από την έκφραση 

του versican από τα καρκινικά κύτταρα, η προερχόμενη από τα κύτταρα πρωτεογλυκάνη 

προήγαγε τη μετανάστευση των μακροφάγων προς τον καρκινικό ιστό. Η παρατήρηση 

αυτή είναι σύμφωνη με προηγούμενες παρατηρήσεις σε προ-νεοπλασματικές και 

φλεγμονώδεις αλλοιώσεις, οι οποίες ανέδειξαν τις ισχυρές χημειοτακτικές ιδιότητες του 

versican [121,163,164]. 

Επιπρόσθετα, η αποσιώπηση του versican στον κακοήθη ιστό του μεσοθηλιώματος 

ώθησε τα μακροφάγα προς τον κυτταροτοξικό Μ1 φαινότυπο και ενίσχυσε τις 

ογκοκατασταλτικές ιδιότητές τους. Ενδεικτική της κυτταροτοξικής ικανότητας των 

μακροφάγων ήταν η αυξημένη απόπτωση και φαγοκυττάρωση των ενδεών ως προς το 

versican καρκινικών κυττάρων, που παρατηρήθηκαν σε in vitro συστήματα 
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συγκαλλιέργειας μακροφάγων και κυττάρων μεσοθηλιώματος. Τα ευρήματα αυτά 

διευρύνουν ακόμα περισσότερο προηγούμενες παρατηρήσεις, οι οποίες αφορούσαν την 

επίδραση της εκκρινόμενης από τον όγκο πρωτεογλυκάνης στο φαινότυπο των TAMs 

[98], αποκαλύπτοντας τη σύνθετη δράση του versican στη, διαμεσολαβούμενη από τα 

TAMs, εξουδετέρωση των καρκινικών κυττάρων. Συνολικά θεωρούμε ότι η αναστολή 

της καρκινικής αύξησης, που παρατηρήθηκε στα ενδεή ως προς το versican ΚΜΥ, ήταν 

πιθανώς αποτέλεσμα αυξημένης φαγοκυττάρωσης και αποπτωτικών ερεθισμάτων από 

Μ1 μακροφάγα εναντίον των καρκινικών κυττάρων. Ωστόσο θα πρέπει να σημειωθεί ότι 

η κεκαθαρμένη μορφή της πρωτεογλυκάνης, η versikine, ασκεί τις ογκοκατασταλτικές 

της δράσεις, κυρίως με την ενεργοποίηση των CD8+ κυτταροτοξικών Τ-λεμφοκυττάρων 

[85]. Εφόσον η παραγωγή της versikine από τα κύτταρα ΚΜΥ μειώνεται ύστερα από τον 

μετασχηματισμό τους με πλασμίδια που περιέχουν shRNAs, ακολουθώντας τη μείωση 

του πρωτεϊνικού πυρήνα του versican, δεν κατέστη δυνατό να αποσαφηνίσουμε αν η 

versikine ασκεί αυξητικές ή κυτταροτοξικές δράσεις στο πειραματικό μοντέλο ΚΜΥ που 

περιγράφεται στην παρούσα μελέτη. 

Οι κακοήθεις υπεζωκοτικές συλλογές εμφανίζονται στην πλειοψηφία των ασθενών με 

μεσοθηλίωμα υπεζωκότα και αποτελούν μείζονα αιτία νοσηρότητας και θνησιμότητας 

[3]. Το προερχόμενο από τον όγκο versican αποδείχτηκε ότι προάγει τη διαφυγή υγρού 

και πρωτεϊνών από τα τοιχώματα των αγγείων του υπεζωκότα με αποτέλεσμα τη 

δημιουργία και συσσώρευση πλευριτικού υγρού σε μύες που έπασχαν από ΚΜΥ. 

Επιπλέον, τα κύτταρα μεσοθηλιώματος που εκφράζουν την πρωτεογλυκάνη ενίσχυσαν 

πιο αποτελεσματικά την αγγειακή διαπερατότητα της ενδοθηλιακής μονοστοιβάδας σε 

σύγκριση με τα κύτταρα μεσοθηλιώματος που στερούνταν το versican, όπως φάνηκε σε  

in vitro μελέτες συγκαλλιέργειας. Από όσο γνωρίζουμε, αυτή είναι η πρώτη αναφορά που 

δηλώνει ότι το προερχόμενο από τον όγκο versican διαθέτει άμεσες ιδιότητες πρόκλησης 

αυξημένης αγγειακής διαπερατότητας. Ωστόσο, το αποτέλεσμα της αποσιώπησης του 

versican σε in vivo συνθήκες ήταν πιο εμφανές σε σύγκριση με τις in vitro μελέτες, 

υπονοώντας ότι, τουλάχιστον στο AE17-C57Bl/6 μοντέλο, και άλλοι διαμεσολαβητές, οι 

οποίοι σχετίζονται λειτουργικά με το versican, συνεισφέρουν ευρέως στην αυξημένη 

αγγειακή διαπερατότητα του ενδοθηλίου και τη δημιουργία της κακοήθους υπεζωκοτικής 

συλλογής in vivo. Πηγή των παραγόντων αυτών είναι πιθανώς διαφορετικοί 
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υποπληθυσμοί του ανοσοποιητικού συστήματος [159,165], οι οποίοι στρατεύονται στην 

υπεζωκοτική κοιλότητα ύστερα από τη χημειοτακτική επίδραση του versican. 

Από κλινική άποψη, η in vivo παρατηρούμενη επίδραση της αποσιώπησης του versican 

στην πρόοδο του μεσοθηλιώματος σε συνδυασμό με το εύρημα ότι το versican 

υπερεκφράζεται στο ανθρώπινο μεσοθηλίωμα, υποδεικνύουν ότι η πρωτεογλυκάνη αυτή 

θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί θεραπευτικά στην αντιμετώπιση του KΜΥ. Ειδικότερα, 

ένας αναστολέας του versican θα μπορούσε να στοχεύσει όχι μόνο την προερχόμενη από 

τα καρκινικά κύτταρα πρωτεογλυκάνη (και με αυτόν τον τρόπο να τροποποιήσει την 

διαμορφούμενη από τον όγκο ανοσολογική απάντηση και αγγειακή διαπερατότητα), 

αλλά και το versican που παράγεται από τα κύτταρα του ξενιστή, με πιθανότερο 

επιπρόσθετο αποτέλεσμα την αναστολή της αγγειογένεσης εντός του όγκου [131]. Με 

τον τρόπο αυτό θα μπορούσε να επιτευχθεί μια ακόμα μεγαλύτερη αναστολή της 

καρκινικής αύξησης, συγκριτικά με αυτή που παρατηρήθηκε στην παρούσα μελέτη. Η 

παρατήρηση ότι η αποσιώπηση του versican στα κύτταρα του όγκου ενισχύει την 

κυτταροτοξική δράση των μακροφάγων, αναστέλλοντας κατ’ αυτόν τον τρόπο την 

πρόοδο του κακοήθους μεσοθηλιώματος, τοποθετεί μια πιθανή στοχευμένη θεραπεία 

έναντι του versican μεταξύ μιας ανερχόμενης τάξης αντινεοπλασματικών 

ανοσοθεραπειών, οι οποίες επιδρούν στην εγγενή ανοσία (innate immunity). Πιο 

συγκεκριμένα, η ανάδειξη του versican ως μια πρωτεογλυκάνη που επάγει ένα 

ανοσοκατασταλτικό μικροπεριβάλλον του όγκου, μια ιδιότητα σημαντική για την πρόοδο 

του ΚΜΥ [16], υποδεικνύει ότι το συγκεκριμένο μόριο πιθανώς συνεισφέρει στην 

άμβλυνση του θεραπευτικού αποτελέσματος νέων ανοσοθεραπευτικών σκευασμάτων, τα 

οποία στοχεύουν στη διέγερση της προσαρμοστικής ανοσίας (adaptive immunity) 

εναντίον των καρκινικών κυττάρων και βρίσκονται αυτή τη στιγμή υπό κλινική δοκιμή 

σε ασθενείς με τη συγκεκριμένη κακοήθεια [166]. Για το σκοπό αυτό η φαρμακευτική 

στόχευση εναντίον του versican, η οποία θα αντιστρέφει τις ανοσοκατασταλτικές 

ιδιότητες της εγγενούς ανοσίας, θα μπορούσε να δρα συνεργικά με παράγοντες που 

ενεργοποιούν τα λεμφοκύτταρα (π.χ. anti-PD-1/PDL-1), ώστε να διαμορφώσουν ένα πιο 

επιτυχημένο θεραπευτικό αποτέλεσμα σε ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα. Σε κάθε 

περίπτωση απαιτούνται περισσότερες μελέτες, σε κλινικό και προ-κλινικό επίπεδο, ώστε 

να αποδειχθεί η παραπάνω υπόθεση. 
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Συμπερασματικά, στην παρούσα μελέτη δείξαμε ότι το versican υπερεκφράζεται στο 

ανθρώπινο μεσοθηλίωμα και τη συνοδό κακοήθη υπεζωκοτική συλλογή. Ειδικότερα, η 

αναστολή της έκφρασης της πρωτεογλυκάνης από τα καρκινικά κύτταρα οδηγεί στην 

παρεμπόδιση της ανάπτυξης του πειραματικού ΚΜΥ, ρυθμίζοντας κυρίως τη 

μετανάστευση και τη λειτουργία των μακροφάγων (TAMs) εντός του όγκου. 

Επιπρόσθετα το προερχόμενο από τον όγκο versican ενισχύει την διαπερατότητα των 

αγγείων του υπεζωκότα και προάγει τη συσσώρευση της κακοήθους υπεζωκοτικής 

συλλογής. Τα ευρήματα αυτά υποστηρίζουν ότι η πρωτεογλυκάνη versican μπορεί να 

στοχευθεί θεραπευτικά, ώστε να αποτελέσει κομμάτι νέων, αποτελεσματικότερων 

θεραπευτικών σχημάτων έναντι του μεσοθηλιώματος. 
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