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                                   Medicine, Philadelphia, PA, USA   

07/2011-07/2014        Hematology/Oncology Fellowship (first year: rotations in hematology and 

                                   oncology clinics, second and third years: one half-day head and neck 

                                   cancer clinic per week), University of Chicago, Chicago, IL, USA 

07/2014-06/2017        Instructorship, Head and neck cancer clinic (one half-day clinic per week), 

                                   University of Chicago, Chicago, IL, USA 

mailto:valsaloura@yahoo.com


 
11 

 

LICENSING AND BOARD CERTIFICATION 
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HONORS, PRIZES AND AWARDS 
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Interferon-beta for Use in Malignant Pleural Mesothelioma:  Heterogeneity in Interferon-

Responsiveness Defines Potential Efficacy. Hum Gene Ther. 2010 Jan; 21(1):51-64. 

29. Saloura V, Grivas P. Lenalidomide: a synthetic compound with an evolving role in the 

management of malignancies. Hematology. 2010 Oct; 15(5):318-31. 

30. Cheng G, Wang LC, Fridlender ZG, Cheng GS, Chen B, Mangalmurti NS, Saloura V, Yu 

Z, Kapoor V, Mozdzanowska K, Moon E, Sun J, Kreindler JL, Cohen NA, Caton 

AJ, Erikson J, Albelda SM. Pharmacologic activation of the innate immune system to 

prevent respiratory viral infections. American Journal of Respiratory Cell and Molecular 

Biology. 2011, Sep;45(3):480-8 

31. Lustgarten DE, Deshpande C, Aggarwal C, Wang LC, Saloura V, Vachani A, Wang 

LP, Litzky L, Feldman M, Creaney J, Nowak AK, Langer C, Inghilleri S, Stella 

G, Albelda SM. Thymidylate Synthase and Folyl-Polyglutamate Synthase Are Not 

Clinically Useful Markers of Response to Pemetrexed in Patients with Malignant Pleural 

Mesothelioma. J Thorac Oncol. 2013 Apr;8(4):469-477. 

32. Saloura V, Langerman A, Rudra S, Chin R, Cohen EE. Multidisciplinary care of the 

patient with head and neck cancer. Surg Oncol Clin N Am. 2013 Apr;22(2):179-215.  

33. Kogure M, Takawa M, Saloura V, Cho HS, Hayashi K, Ueda K, Abdelrahim IR, Tsunoda 

T, Sugiyama M, Atomi Y, Nakamura Y, Hamamoto R. The Oncogenic Polycomb Histone 

Methyltransferase EZH2 Methylates Lysine 120 on Histone H2B and Competes 

Ubiquitination. Neoplasia. 2013 Nov;15(11):1251-61.  

34. Saloura V, Cohen E, Licitra L, Billan S, Dinis J, Lisby S,  Gauler TC. An open-label 

single-arm, phase II trial of zalutumumab, a human monoclonal anti-EGFR antibody, in 

patients with platinum-refractory squamous cell carcinoma of the head and neck. Cancer 

Chemotherapy and Pharmacology. 2014 Jun;73(6):1227-39. 

35. Jasielec J*, Saloura V*, Godley LA. The mechanistic role of DNA methylation in 

leukemogenesis. Leukemia. 2014 Sep;28(9):1765-73. * equally contributed 

36. Lee HJ, Cho HS, Jun SY, Lee JJ, Yoon JY, Lee JH, Song HH, Choi SH, Kim SY, Saloura 

V, Park CG, Kim NS. Tussilago farfara L. augments TRAIL-induced apoptosis through 

MKK7/JNK activation by inhibition of MKK7-TIPRL in human hepatocellular carcinoma 

cells. Oncol Rep. 2014 Sep;32(3):1117-23. 

37. Saloura V, Cho HS, Kyiotani K, Alachkar H, Zuo Z, Nakakido M, Tsunoda T, Seiwert T, 

Lingen M, Licht J, Nakamura Y, Hamamoto R. WHSC1 Promotes Oncogenesis through 

Regulation of NIMA-related-kinase-7 in Squamous Cell Carcinoma of the Head and 

Neck. Mol Cancer Res. 2015 Feb;13(2):293-304. 

38. Saloura V, Vokes EE. EGFR-based bioradiotherapy in SCCHN. Lancet Oncol. 2015 

Feb;16(2):129-30.  

39. Hamamoto R, Saloura V, Nakamura Y. Critical roles of non-histone protein lysine 

methylation in human tumorigenesis. Nat Rev Cancer. 2015 Feb;15(2):110-24. 
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Salgia R, Kimple RJ, Wheeler DL. AXL is a logical molecular target in head and neck 
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ΙΠΠΟΚΡΑΤΕΙΟΣ ΟΡΚΟΣ (αρχαία ελληνικά) 

 

Ὄμνυμι Ἀπόλλωνα ἰητρὸν, καὶ Ἀσκληπιὸν, καὶ Ὑγείαν, καὶ Πανάκειαν, καὶ θεοὺς 

πάντας τε καὶ πάσας, ἵστορας ποιεύμενος, ἐπιτελέα ποιήσειν κατὰ δύναμιν καὶ 

κρίσιν ἐμὴν ὅρκον τόνδε καὶ ξυγγραφὴν τήνδε. 

Ἡγήσασθαι μὲν τὸν διδάξαντά με τὴν τέχνην ταύτην ἴσα γενέτῃσιν ἐμοῖσι, καὶ 

βίου κοινώσασθαι, καὶ χρεῶν χρηίζοντι μετάδοσιν ποιήσασθαι, καὶ γένος τὸ ἐξ 

ωὐτέου ἀδελφοῖς ἴσον ἐπικρινέειν ἄῤῥεσι, καὶ διδάξειν τὴν τέχνην ταύτην, ἢν 

χρηίζωσι μανθάνειν, ἄνευ μισθοῦ καὶ ξυγγραφῆς, παραγγελίης τε καὶ ἀκροήσιος 

καὶ τῆς λοιπῆς ἁπάσης μαθήσιος μετάδοσιν ποιήσασθαι υἱοῖσί τε ἐμοῖσι, καὶ τοῖσι 

τοῦ ἐμὲ διδάξαντος, καὶ μαθηταῖσι συγγεγραμμένοισί τε καὶ ὡρκισμένοις νόμῳ 

ἰητρικῷ, ἄλλῳ δὲ οὐδενί. 

Διαιτήμασί τε χρήσομαι ἐπ' ὠφελείῃ καμνόντων κατὰ δύναμιν καὶ κρίσιν ἐμὴν, ἐπὶ 

δηλήσει δὲ καὶ ἀδικίῃ εἴρξειν. 

Οὐ δώσω δὲ οὐδὲ φάρμακον οὐδενὶ αἰτηθεὶς θανάσιμον, οὐδὲ ὑφηγήσομαι 

ξυμβουλίην τοιήνδε. Ὁμοίως δὲ οὐδὲ γυναικὶ πεσσὸν φθόριον δώσω. Ἁγνῶς δὲ καὶ 

ὁσίως διατηρήσω βίον τὸν ἐμὸν καὶ τέχνην τὴν ἐμήν. 

Οὐ τεμέω δὲ οὐδὲ μὴν λιθιῶντας, ἐκχωρήσω δὲ ἐργάτῃσιν ἀνδράσι πρήξιος τῆσδε. 

Ἐς οἰκίας δὲ ὁκόσας ἂν ἐσίω, ἐσελεύσομαι ἐπ' ὠφελείῃ καμνόντων, ἐκτὸς ἐὼν 

πάσης ἀδικίης ἑκουσίης καὶ φθορίης, τῆς τε ἄλλης καὶ ἀφροδισίων ἔργων ἐπί τε 

γυναικείων σωμάτων καὶ ἀνδρῴων, ἐλευθέρων τε καὶ δούλων. 

Ἃ δ' ἂν ἐν θεραπείῃ ἢ ἴδω, ἢ ἀκούσω, ἢ καὶ ἄνευ θεραπηίης κατὰ βίον ἀνθρώπων, 

ἃ μὴ χρή ποτε ἐκλαλέεσθαι ἔξω, σιγήσομαι, ἄῤῥητα ἡγεύμενος εἶναι τὰ τοιαῦτα. 

Ὅρκον μὲν οὖν μοι τόνδε ἐπιτελέα ποιέοντι, καὶ μὴ ξυγχέοντι, εἴη ἐπαύρασθαι καὶ 

βίου καὶ τέχνης δοξαζομένῳ παρὰ πᾶσιν ἀνθρώποις ἐς τὸν αἰεὶ χρόνον. 

παραβαίνοντι δὲ καὶ ἐπιορκοῦντι, τἀναντία τουτέων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
15 

 

ΙΠΠΟΚΡΑΤΕΙΟΣ ΟΡΚΟΣ (νεοελληνική απόδοση) 

 

Ορκίζομαι στο θεό Απόλλωνα τον ιατρό και στο θεό Ασκληπιό και στην Υγεία και 

στην Πανάκεια και επικαλούμενος τη μαρτυρία όλων των θεών ότι θα εκτελέσω 

κατά τη δύναμη και την κρίση μου τον όρκο αυτόν και τη συμφωνία αυτή. 

Να θεωρώ τον διδάσκαλό μου της ιατρικής τέχνης ίσο με τους γονείς μου και την 

κοινωνό του βίου μου. Και όταν χρειάζεται χρήματα να μοιράζομαι μαζί του τα 

δικά μου. Να θεωρώ την οικογένειά του αδέλφια μου και να τους διδάσκω αυτήν 

την τέχνη αν θέλουν να την μάθουν χωρίς δίδακτρα ή άλλη συμφωνία. 

Να μεταδίδω τους κανόνες ηθικής, την προφορική διδασκαλία και όλες τις άλλες 

ιατρικές γνώσεις στους γιους μου, στους γιους του δασκάλου μου και στους 

εγγεγραμμένους μαθητές που πήραν τον ιατρικό όρκο, αλλά σε κανέναν άλλο. 

Θα χρησιμοποιώ τη θεραπεία για να βοηθήσω τους ασθενείς κατά τη δύναμη και 

την κρίση μου, αλλά ποτέ για να βλάψω ή να αδικήσω. Ούτε θα δίνω θανατηφόρο 

φάρμακο σε κάποιον που θα μου το ζητήσει, ούτε θα του κάνω μια τέτοια 

υπόδειξη. 

Παρομοίως, δεν θα εμπιστευτώ σε έγκυο μέσο που προκαλεί έκτρωση. Θα 

διατηρώ αγνή και άσπιλη και τη ζωή και την τέχνη μου. Δεν θα χρησιμοποιώ 

νυστέρι ούτε σε αυτούς που πάσχουν από λιθίαση, αλλά θα παραχωρώ την εργασία 

αυτή στους ειδικούς της τέχνης. 

Σε όσα σπίτια πηγαίνω, θα μπαίνω για να βοηθήσω τους ασθενείς και θα απέχω 

από οποιαδήποτε εσκεμμένη βλάβη και φθορά, και ιδίως από γενετήσιες πράξεις 

με άνδρες και γυναίκες, ελεύθερους και δούλους. Και όσα τυχόν βλέπω ή ακούω 

κατά τη διάρκεια της θεραπείας ή και πέρα από τις επαγγελματικές μου ασχολίες 

στην καθημερινή μου ζωή, αυτά που δεν πρέπει να μαθευτούν παραέξω δεν θα τα 

κοινοποιώ, θεωρώντας τα θέματα αυτά μυστικά. 

Αν τηρώ τον όρκο αυτό και δεν τον παραβώ, ας χαίρω πάντοτε υπολήψεως 

ανάμεσα στους ανθρώπους για τη ζωή και για την τέχνη μου. Αν όμως τον παραβώ 

και επιορκήσω, ας πάθω τα αντίθετα. 
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1. ΜΕΣΟΘΗΛΙΩΜΑ 

 
1.1. Επιδημιολογία 

 

   Το κακόηθες μεσοθηλίωμα είναι ένας σπάνιος αλλά θανατηφόρος τύπος καρκίνου που 

προσβάλλει περίπου 3,000 άτομα στις Ηνωμένες Πολιτείες της Αμερικής (ΗΠΑ) και περίπου 

5,000 άτομα ετησίως στην Ευρώπη (1). Στις ΗΠΑ καταγράφθηκε κορύφωση της συχνότητας 

αυτής της νόσου το 2000 και αναμένεται κορύφωση των κρουσμάτων μετά το 2020 σχετιζόμενη 

με την πτώση των «Δίδυμων Πύργων» το 2001, οπότε και απελευθερώθηκαν περίπου 400 τόνοι 

αμιάντου. Η επίπτωση του κακοήθους μεσοθηλιώματος στις ΗΠΑ υπολογίζεται στις 15 

περιπτώσεις/1,000,000 πληθυσμού, στην Ιαπωνία στις 7 περιπτώσεις/1,000,000, ενώ η 

υψηλότερη επίπτωση έχει καταγραφεί στην Αυστραλία με 40 περιπτώσεις/1,000,000 και στην 

Ευρώπη με 18 περιπτώσεις/1,000,000 πληθυσμού (ιδιαίτερα στο Βέλγιο και στη Μεγάλη 

Βρετανία) (2).  
   Το 1987, καταγράφηκε στην Ελλαδα μία «επιδημία» κακοήθους μεσοθηλιώματος στους 

κατοίκους του Μετσόβου των Ιωαννίνων με συχνότητα 300 φορές υψηλότερη από το 

αναμενόμενο. Αυτή η συχνότητα δεν ήταν αναμενόμενη λόγω της απουσίας εργοστασίων και 

ορυχείων αμιάντου στην περιοχή. Αυτή η παρατήρηση και η διαπίστωση συχνών πλευριτικών 

αποτιτανώσεων περίπου στο 50% του πληθυσμού οδήγησε στη διεξαγωγή μακροχρόνιων 

ερευνών (3, 4) που συμπέραναν ότι η χρήση ενός υλικού ασπρίσματος («λούτο») των σπιτιών 

της περιοχής το οποίο περιείχε ίνες τρεμολιθικού αμιάντου αποτέλεσε την αιτία για αυτή την 

«επιδημία» μεσοθηλιώματος στην περιοχή του Μετσόβου που ονομάστηκε «πνεύμονας του 

Μετσόβου». Το «λούτο», που βρισκόταν στο χώμα κάποιων βουνών της Πίνδου, 

χρησιμοποιούνταν σε όλα τα σπίτια τη δεκαετία του 1940-1950, οπότε η χρήση του άρχισε να 

περιορίζεται και το 1985 εγκαταλήφθηκε τελείως με αντίστοιχη μείωση της συχνότητας 

μεσοθηλιώματος στην περιοχή. Υπολογίζεται ότι η συχνότητα του μεσοθηλιώματος στο 

Μέτσοβο θα μειωθεί στο αναμενόμενο τη δεκαετία το 2020-2030 (5).  

 

1.2. Παθογένεια 

 

   Η κύρια αιτία του κακοήθους μεσοθηλιώματος είναι η επαγγελματική ή περιβαλλοντική 

έκθεση και εισπνοή ινών αμιάντου (περίπου 80% των περιπτώσεων), αν και μόνο 5% των 

ατόμων που εκτίθενται στον αμίαντο αναπτύσσουν αυτή τη νόσο. Η αιτιολογική αυτή συσχέτιση 

παρατηρήθηκε για πρώτη φορά το 1960 σε εργάτες μεταλλίων αμιάντου στη Νότια Αφρική από 

το Πανεπιστήμιο του Johannesburg (6). Υπάρχουν δύο βασικά είδη ινών αμιάντου, οι 

σερπεντίνες, όπως ο χρυσοτίλης που καθιστά το 99% της παγκόσμιας παραγωγής, και οι 

αμφίβολες, με κυριότερο εκπρόσωπο τον κροκιδόλιθο που αποτελεί τον πιο καρκινογόνο τύπο. 

Αν και ο κίνδυνος ανάπτυξης της νόσου είναι δοσο-εξαρτώμενος, δεν έχει καθοριστεί κατώτατη 

δόση ασφαλείας. Το 1977, ο αμίαντος αναγνωρίστηκε ως καρκινογόνος ουσία για τον άνθρωπο, 

και το 1980 το κακόηθες μεσοθηλίωμα αναγνωρίστηκε ως επαγγελματική νόσος. Σε αυτά τα 

πλαίσια, το 2005 η Ευρωπαϊκή ένωση απαγόρευσε την εξόρυξη, επεξεργασία και διάθεση στην 

αγορά του αμιάντου.  

   Οι εισπνεόμενες ίνες αμιάντου εναποτίθενται στην υπεζωκοτική κοιλότητα και προκαλλούν 

μηχανική βλάβη που οδηγεί σε χρόνια φλεγμονή με παραγωγή κυτταροκινών (IL-6, TNF-α), 

αυξητικών παραγόντων (HFG, PDGF, EGF, TFG-β, VEGF), reactive oxygen species (ROS) και 
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ενεργοποίηση του NF-κB στα μεσοθηλιακά κύτταρα. Επιπλέον, προκύπτει φωσφωρυλίωση και 

ενεργοποίηση των MAPK, ERK1/2 και AKT/mTOR κινασών που προωθούν τον 

πολλαπλασιασμό των μεσοθηλιακών κυττάρων. Ταυτόχρονα, οι ίνες αμιάντου παρεμβάλλονται 

στη μιτωτική άτρακτο και παρεμποδίζουν τη φυσιολογική κυτταρική διαίρεση, προκαλλώντας 

ανευπλοειδία και χρωμοσωμικές ανωμαλίες.  

   Λιγότερο συχνές αιτίες κακοήθους μεσοθηλιώματος είναι η έκθεση σε εριονίτη, καθώς και η 

ακτινοθεραπεια του θώρακος σε ασθενείς με λέμφωμα ή καρκίνο μαστού. Σπανιότερα, το 

κακόηθες μεσοθηλίωμα προκύπτει στα πλαίσια κληρονομικών γενετικών μεταλλάξεων. Πιθανή 

γενετική προδιάθεση διαπιστώθηκε για πρώτη φορά στα χωριά του Karain και Tuzkoy της 

Καππαδοκίας στην Τουρκία, όπου είχε παρατηρηθεί υψηλή συχνότητα κακοήθους 

μεσοθηλιώματος περίπου στο 50% των κατοίκων που χρησιμοποιούσαν εριονίτη για την 

κατασκευή σπιτιών. Οι ερευνητές της συγκεκριμένης μελέτης παρατήρησαν ότι ανεξαρτήτως 

της έκθεσης στον εριονίτη, οι θάνατοι απο κακόηθες μεσοθηλίωμα παρατηρήθηκαν στα μέλη 

συγκεκριμένων οικογενειών. Τα γενεαλογικά δέντρα 6 γενεών (526 άτομα) σε αυτά τα χωριά 

έδειξαν πιθανή αυτοσωμική επικρατή κληρονομικότητα, με κρούσματα κακοήθους 

μεσοθηλιώματος σε 41 απο τα 87 παιδιά γονιών που είχαν διαγνωστεί με αυτή τη νόσο  (7).  

   Σε μία πιο πρόσφατη μελέτη, διαπιστώθηκαν απενεργοποιητικές κληρονομικές μεταλλάξεις 

στο γονίδιο BRCA1 associated protein-1 (BAP1)  σε δύο οικογένειες με δυσανάλογα υψηλή 

συχνότητα κακοήθους μεσοθηλιώματος παρότι η έκθεση σε αμίαντο ήταν μέτρια. Στους ίδιους 

ασθενείς παρατηρήθηκαν ταυτόχρονες σωματικές μεταλλάξεις σε αυτό το γονίδιο, 

υποδηλώνοντας αυτοσωμική υπολειπόμενη κληρονομικότητα.  Τρεις ασθενείς με κακόηθες 

μεσοθηλίωμα και BAP-1 μεταλλάξεις διαγνώστηκαν και με μελάνωμα του χοριοειδούς χιτώνα, 

ενώ αρκετά μέλη αυτών των δύο οικογενειών διαγνώστηκαν με καρκίνο των ωοθηκών, του 

μαστού και του πλακώδους επιθηλίου του δέρματος. Οι ερευνητές συμπέραναν ότι οι 

μεταλλάξεις του γονιδίου  BAP-1 ευθύνονται για το κληρονομικό σύνδρομο BAP-1 related 

cancer syndrome το οποίο χαρακτηρίζεται από υψηλή συχνότητα μεσοθηλιώματος, 

μελανώματος του χοριοειδούς χιτώνα και άλλων τύπων καρκίνου, και ότι η παρουσία αυτής της 

μετάλλαξης αυξάνει την πιθανότητα ανάπτυξης μεσοθηλιώματος μετά από έκθεση σε αμίαντο 

(8). 

   Το κακόηθες μεσοθηλίωμα αναπτύσσεται από τα μεσοθηλιακά κύτταρα της υπεζωκοτικής 

κοιλότητας και κατατάσσεται σε τρεις βασικούς ιστολογικούς τύπους: το επιθηλιακό (50-60%), 

το σαρκωματώδες (10-20%) και το μικτό (25-30%) κακόηθες μεσοθηλίωμα (9). Ασθενείς με 

σαρκωματώδες ή μικτό μεσοθηλίωμα έχουν σημαντικά χειρότερη πρόγνωση και ανθεκτικότητα 

στις ενδεδειγμένες θεραπείες σε σχέση με τους ασθενείς με επιθηλιακό μεσοθηλίωμα (10). 

 

1.3. Κλινικές εκδηλώσεις 

 

   Τα συμπτώματα εμφανίζονται περίπου μετά από 40 χρόνια από την έναρξη έκθεσης στον 

αμίαντο (11). Η νόσος παρατηρείται συνήθως σε άντρες ηλικίας 65-70 ετών που το επάγγελμά 

τους σχετίζεται με την έκθεση σε αμίαντο, όπως εργάτες οικοδομών, υδραυλικοί, μαραγκοί, 

εργάτες στην κατασκευή πλοίων. Τα πιο συχνά συμπτώματα με τα οποία παρουσιάζεται η νόσος 

είναι η δύσπνοια στην προσπάθεια και το θωρακικό άλγος (2). Η φυσική πορεία της νόσου 

χαρακτηρίζεται από την προοδευτική τοπική επέκταση και διήθηση γειτονικών οργάνων, όπως 

του θωρακικού τοιχώματος και των μεσοπλεύριων νεύρων, της καρδιάς, των 

βραχιονοκεφαλικών αγγείων και του διαφράγματος. Επιπλοκές αυτής της διηθητικής επέκτασης 
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περιλαμβάνουν τη μεταποφρακτική πνευμονία, το σύνδρομο της άνω κοίλης φλέβας, καρδιακό 

επιπωματισμό και καρδιακές αρρυθμίες, δυσφαγία και το σύνδρομο Horner.  

 

 

 

1.4. Διάγνωση 

 

   Η υποψία της διάγνωσης τίθεται με τις κλινικές εκδηλώσεις, τη φυσική εξέταση, τα 

απεικονιστικά ευρήματα και το ιστορικό έκθεσης σε αμίαντο. Στην αξονική θώρακος (CT) 

μπορούν να παρατηρηθούν πάχυνση του υπεζωκότα, υπεζωκοτική συλλογή, υπεζωκοτική μάζα 

και υπεζωκοτικές πλάκες (20-30%). Αν υπάρχει υποψία περικαρδιακής συλλογής, συστήνεται 

υπερηχογράφημα καρδιάς. To PET-CT χρησιμοποιείται για να εκτιμηθεί η παρουσία 

μεταστάσεων στους λεμφαδένες του μεσοθωρακίου, ενώ η μαγνητική τομογραφία (MRI) 

παρέχει πιο ακριβή εκτίμηση της πιθανής επέκτασης του μεσοθηλιώματος στα βραχιοκεφαλικά 

αγγεία, το θωρακικό τοίχωμα, το μεσοθωράκιο και το διάφραγμα. Το PET-CT και η MRI 

συμβάλλουν καθοριστικά στο να εκτιμηθεί αν η νόσος είναι χειρουργήσιμη.  

   Η διάγνωση του κακοήθους μεσοθηλιώματος τίθεται με την παθολογοανατομική εξέταση 

βιοψίας του υπεζωκότα. Πολύ συχνά, η κλειστή βιοψία του υπεζωκότα και κυρίως η 

κυτταρολογική εξέταση υπεζωκοτικού υγρού είναι ανεπαρκείς διότι δεν παρέχουν αρκετό υλικό 

για να τεθεί η διάγνωση καθώς και η διαφορική διάγνωση από το αδενοκαρκίνωμα του 

πνεύμονα. Σε αυτήν την περίπτωση πρέπει να επιχειρείται βιοψία με θωρακοσκόπηση (video-

assisted thoracoscopic biopsy). 

 

1.5. Θεραπεία 

 
   Οι περισσότεροι ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα παρουσιάζονται με νόσο προχωρημένου 

σταδίου και η θεραπεία στοχεύει στη παράταση της επιβίωσης και στη βελτίωση της ποιότητας 

ζωής με χημειοθεραπεία. Ο συνδυασμός cisplatin/pemetrexed βελτίωσε στατιστικώς σημαντικά 

τη διάμεση επιβίωση ασθενών με κακόηθες μεσοθηλίωμα προχωρημένου σταδίου από 9.3 μήνες 

με το cisplatin σε 12.1 μήνες (p=0.02) (12), και αποτελεί το εγκεκριμένο χημειοθεραπευτικό 

σχήμα πρώτης γραμμής (National Comprehensive Cancer Center and European Society of 

Medical Oncology guidelines). To cisplatin μπορεί να αντικατασταθεί με το carboplatin (13) με 

ανάλογη αποτελεσματικότητα και πιο ανεκτή τοξικότητα, ιδιαίτερα σε ηλικιωμένους ασθενείς. 

Μία πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι η προσθήκη bevacizumab στο σχήμα cisplatin/pemetrexed 

βελτίωσε τη διάμεση επιβίωση από 16.1 μήνες σε 18.8 μήνες, αλλά με σοβαρές παρενέργεις στο 

71% των ασθενών. Επίσης, μία μελέτη εξέτασε χημειοθεραπευτικά σχήματα βασιζόμενα στο 

cisplatin ή doxorubicin (cisplatin και vinblastine, doxorubicin και vincristine) με ενθαρρυντικά 

αποτελέσματα και διάμεση επιβίωση 20.8 μηνών σε ασθενείς που παρουσίασαν συρρίκνωση του 

όγκου, ωστόσο η μελέτη αυτή περιέλαβε και ασθενείς με περιτοναϊκό μεσοθηλίωμα που έχουν 

γενικά καλύτερη πρόγνωση από τους ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα του υπεζωκότα (14). 

Μία παλαιότερη αναδρομική μελέτη από την ίδια ομάδα είχε δείξει ανάλογα ενθαρρυντικά 

αποτελέσματα με το σχήμα cisplatin και vinblastine με διάμεση επιβίωση ασθενών με κακόηθες 

μεσοθηλίωμα που παρουσίασαν συρρίκνωση του όγκου στους 19.3 μήνες (15). Για τους 

περισσότερους ασθενείς, η νόσος επιδεινώνεται περίπου μετά από 6 μήνες θεραπείας με το 

σχήμα cisplatin/pemetrexed (12). Η χημειοθεραπεία δεύτερης γραμμής είναι το pemetrexed (αν 

επιτεύχθηκε σταθερότητα της νόσου για πάνω από 6 μήνες με το cisplatin/pemetrexed) ή το 
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vinorelbine (για ασθενείς με νόσο που επιδεινώθηκε εντός 6 μηνών από τη θεραπεία πρώτης 

γραμμής) (16).  

   Οι κυτταρομειωτικές χειρουργικές επεμβάσεις, όπως η πλευρεκτομή/αποφλοίωση 

(pleurectomy/decortication) και η εξωυπεζωκοτική πνευμονεκτομή (extrapleural 

pneumonectomy), συστήνονται σε επιλεγμένους ασθενείς με χειρουργήσιμο επιθηλιακό 

μεσοθηλίωμα αρχικού σταδίου που περιορίζεται στο ημιθωράκο, και συνδυάζονται με 

χημειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία (πολυπαραγοντική θεραπεία). Η απόφαση για 

πολυπαραγοντική θεραπεία θα πρέπει να λαμβάνεται μετά από σύσκεψη ομάδας ογκολόγων, 

χειρουργών και ακτινοθεραπευτών σε κέντρα αναφοράς με εμπειρία στην αντιμετώπιση του 

κακοήθους μεσοθηλιώματος και στα πλαίσια κλινικών μελετών, και αφορά ασθενείς χωρίς 

καρδιακές, αναπνευστικές και νεφρολογικές παθήσεις. Ακόμα και όταν όλα τα παραπάνω 

κριτήρια πληρούνται, η μέση επιβίωση αυτών των ασθενών κυμαίνεται από 16-20 μήνες (17, 

18). Η πλευρεκτομή/αποφλοίωση και η ακτινοθεραπεία μπορούν να εφαρμοστούν και για την 

ανακούφιση συμπτωμάτων σε ασθενείς με προχωρημένο στάδιο νόσου. Επίσης, η 

υποστηρικτική αγωγή επίσης περιλαμβάνει τη χρήση οπιοειδών και αντιεπιληπτικών φαρμάκων, 

τη πλευρόδεση και την εμφύτευση μόνιμων ενδοϋπεζωκοτικών καθετήρων. 

   Η απογοητευτική απολεσματικότητα και η υψηλή τοξικότητα αυτών των θεραπειών καθιστά 

την ανάγκη για ανέρευση καινοτόμων θεραπειών επιτακτική. 
 
 

2.ΓΟΝΙΔΙΑΚΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΚΑΙ ΚΛΙΝΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ 

 

   Οι πολλά υποσχόμενες προοπτικές της γονιδιακής θεραπείας έγιναν αντιληπτές το 1971, όταν 

άρχισαν να σχεδιάζονται τα πρώτα πειράματα με τη χρήση ανασυνδυασμένου DNA. Η 

γονιδιακή θεραπεία βασίζεται στην ενσωμάτωση συγκεκριμένων γονιδιών, των οποίων η 

λειτουργία έχει απενεργοποιηθεί λόγω κληρονομικών ή επίκτητων γενετικών μεταλλάξεων, στο 

γενετικό υλικό κυττάρων του ασθενούς με σκοπό την επαναφορά της λειτουργίας του 

συγκεκριμένου γονιδίου και συνεπώς την ίαση της αντίστοιχης πάθησης που προκύπτει από την 

απουσία λειτουργίας αυτού του γονιδίου. Με την πρόσφατη πρόοδο στο χώρο της τεχνολογίας 

του ανασυνδυασμένου DNA τα τελευταία 20 χρόνια, η γονιδιακή θεραπεία έχει εισέλθει στο 

χώρο της πραγματικότητας με συγκεκριμένες κλινικές εφαρμογές για τη θεραπεία γενετικά 

κληρονομούμενων νοσημάτων. 

 

2.1. Εισαγωγή και βασικές αρχές της γονιδιακής θεραπείας 

 

   Η βασική αρχή της γονιδιακής θεραπείας είναι η μεταγωγή γενετικού υλικού σε συγκεκριμένα 

κύτταρα ενός ασθενούς με σκοπό την αποκατάσταση της λειτουργίας ενός γονιδίου, η απουσία 

της οποίας αποτελεί την αιτία παθογένειας συγκεκριμένης νόσου. Η μεταγωγή γονιδιακού 

υλικού μπορεί να στοχεύει σε δύο τύπους κυττάρων: (α) τα σωματικά, μη αναπαραγωγικά 

κύτταρα, και (β) τα βλαστοκύτταρα (germ-line cells). Γενετική παρέμβαση στα βλαστοκύτταρα 

οδηγεί σε κληρονομικές αλλαγές που επηρρεάζουν μόνιμα όλες τις επόμενες γενεές. Γι’αυτό το 

λόγο, η έρευνα στο χώρο της γονιδιακής θεραπείας επικεντρώνεται προς το παρόν σε σωματικά 

κύτταρα λόγω των ηθικών αμφιβολιών που αφορούν την μόνιμη και κληρονομούμενη γενετική 

τροποποίηση βλαστοκυττάρων (19).  

   Η μεταγωγή γονιδιακού υλικού σε κύτταρα μπορεί να πραγματοποιηθεί με δύο βασικά είδη 

φορέων DNA: 
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 Oι ιικοί φορείς, από τους οποίους οι πιο διαδεδομένοι είναι οι παρακάτω: 

α. Ρετροϊοί, που είναι λυσιγενείς (ενσωματώνονται στο DNA), απλής έλικας RNA ιοί και 

χαρακτηρίζονται από υψηλή μεταγωγική ικανότητα και υψηλή έκφραση του γονιδίου για μεγάλο 

χρονικό διάστημα, αλλά απενεργοποιούνται εύκολα από το σύστημα συμπληρώματος, και 

μπορεί να προκαλέσουν ενεργοποίηση ογκογονιδίων ή απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων με τυχαία ενσωμάτωσή τους στο DNA (insertional mutagenesis). 

β. Αδενοϊοί,  που ειναι λυτικοί, διπλής έλικας DNA ιοί. ‘Εχουν μεγάλη χωρητικότητα, 

χαρακτηρίζονται από υψηλή έκφραση του γονιδίου, αλλά μόνο για μικρή διάρκεια. 

γ. Παρβοϊοί, που είναι λυσιγενείς, απλής έλικας DNA ιοί και εξαιρετικά ασφαλείς αφού δεν 

προκαλούν νόσο στον άνθρωπο. Χαρακτηρίζονται από υψηλή και παρατεταμένη έκφραση του 

γονιδίου. 

δ. Ιοί της ευλογιάς, όπως ο ιός της δαμαλίτιδας (vaccinia virus), που είναι λυτικοί, διπλής έλικας 

DNA ιοί. Είχαν χρησιμοποιηθεί για τον εμβολιασμό έναντι του ιού δαμαλίτιδας και πλεον η 

νόσος έχει εξαλειφθεί. Χαρακτηρίζονται από εύκολη γενετική τροποποίηση, μεγάλη 

χωρητικότητα και παρατεταμένη έκφραση του γονιδίου. Ωστόσο, ο εμβολιασμός πολλών 

ατόμων σημαίνει ότι πολλοί ασθενείς έχουν ήδη απενεργοποιητικά αντισώματα έναντι του ιού.  

ε. Ερπητοϊοί, που είναι λυτικοί, διπλής έλικας DNA ιοι. Χαρακτηρίζονται από υψηλή έκφραση, 

μεγάλη χωρητικότητα, ικανότητα παραγωγής μεγάλων ιικών φορτίων, αλλά η έκφραση γονιδίων 

είναι παροδική. 

 Oι μη ιικοί φορείς είναι μη ανοσογενετικοί, δεν προκαλούν μεταλλάξεις και δεν 

αποτελούν βιολογικό κίνδυνο. Ωστόσο, η μεταγωγική τους ικανότητα είναι λιγότερο 

αποτελεσματική και χαρακτηρίζονται από παροδική έκφραση του γονιδίου: 

α. Πλασμίδια 

β. Λιποσώματα 

γ. Πολυμερή 

δ. Πεπτίδια 

ε. Νανοσωματίδια 

   ‘Οπως φαίνεται από τα παραπάνω, κάθε φορέας έχει τα δικά του ιδιαίτερα χαρακτηριστικά και 

μπορεί να τροποποιηθεί επιπρόσθετα όσον αφορά την ικανότητα στόχευσης συγκεκριμένων 

κυττάρων, τη χωρητικότητα DNA, τη μεταγωγική ικανότητα και την προκαλλούμενη 

ανοσολογική αντίδραση. Αυτοί οι φορείς τροποποιούνται γενετικά ώστε να ενσωματώνουν το 

«θεραπευτικό» γονίδιο στο γενετικό υλικό τους και στη συνέχεια εισέρχονται στα κύτταρα όπου 

η απουσία της λειτουργίας του γονιδίου προκαλλεί την αντίστοιχη νόσο.  Η μεταγωγή του 

γονιδίου στα αντίστοιχα κύτταρα μπορεί να πραγματοποιηθεί ex vivo, in vivo, ή in situ (20). Στη 

μέθοδο ex vivo, τα κύτταρα αφαιρούνται από το σώμα του ασθενούς και υφίστανται τη 

μεταγωγή του γονιδίου σε συνθήκες κυτταροκαλλιεργειών στο  εργαστήριο. Αφού επιβεβαιωθεί 

η επιτυχής μεταγωγή του γονιδίου, τα κύτταρα επαναχορηγούνται στον ασθενή. Στη μέθοδο in 

vivo, ο γονιδιακός φορέας χορηγείται ενδοφλεβίως απευθείας στον ασθενή με σκοπό την 

μεταγωγή του σε συγκεκριμένα κύτταρα-«στόχους». Στη μέθοδο in situ, ο ιικός φορέας 

χορηγείται απευθείας στον ιστό στον οποίο η απουσία λειτουργίας του γονιδίου προκαλλεί τη 

συγκεκριμένη νόσο (π.χ. Duchenne muscular dystrophy). 

   Τις τελευταίες δύο δεκαετίες έγινε αντιληπτό ότι η γονιδιακή θεραπεία μπορεί να βρει 

εφαρμογή και στη θεραπεία του καρκίνου, ιδιαίτερα με τη χρήση ογκολυτικών ιών ως 

γονιδιακών φορέων. Οι μηχανισμοί αντικαρκινικής δράσης και μέθοδοι βελτίωσης της 

επιλεκτικότητας των ιικών φορέων για τα καρκινικά κύτταρα αναλύονται με περισσοτερή 

λεπτομέρεια παρακάτω (4.2 και 4.4). 
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   Ταυτόχρονα με την πρόοδο της τεχνολογίας σε αυτόν τον τομέα, πολλά ηθικά ερωτήματα δεν 

έχουν απαντηθεί και έχουν ήδη λάβει κεντρικό ρόλο για την υλοποίηση περαιτέρω εφαρμογών 

της γονιδιακής θεραπείας. Ένα επιπλέον σημαντικό εμπόδιο στην εφαρμογή της γονιδιακής 

θεραπείας είναι η αντιμετώπιση των ανοσολογικών αντιδράσεων που εκλύονται έναντι φορέων ή 

και του ίδιου του εξωγενούς γενετικού υλικού. Μία ακόμα πρόκληση που πρέπει να 

αντιμετωπιστεί για την αποτελεσματική κλινική εφαρμογή της γονιδιακής θεραπείας είναι η 

«στόχευση» του εξωγενούς γενετικού υλικού στα κατάλληλα κύτταρα.  

 

2.2. Κλινικές εφαρμογές της γονιδιακής θεραπείας 

 
   Κλινικές μελέτες για την εφαρμογή γονιδιακής θεραπείας έχουν πραγματοποιηθεί για τις 

κληρονομικές νόσους της σοβαρής συνδυασμένης ανοσοανεπάρκειας λόγω έλλειψης της 

απαμινάσης της αδενοσίνης (severe combined immunodeficiency due to adenosine deaminase 

deficiency, ADA-SCID), της μυικής δυστροφίας τύπου Duchenne (Duchenne muscular 

dystrophy), της κυστικής ίνωσης (cystic fibrosis) και της αιμοφιλίας Α (hemophilia A). 

   Ενα χαρακτηριστικό παράδειγμα επιτυχούς κλινικής εφαρμογής γονιδιακής θεραπείας είναι η 

νόσος της σοβαρής συνδυασμένης ανοσοανεπάρκειας λόγω έλλειψης της απαμινάσης της 

αδενοσίνης (ADA-SCID). H ADA-SCID είναι μία σχετικά σπάνια κληρονομική νόσος που 

προσβάλλει 1 στα 75.000 αγόρια και οφείλεται στην απουσία έκφρασης της πρωτεϊνης 

απαμινάσης της αδενοσινης (adenosine deaminase, ADA) που είναι απαραίτητη για τη 

φυσιολογική παραγωγή και διαφοροποίηση των λεμφοκυττάρων. Κλινικά, εκδηλώνεται τους 

πρώτους μήνες της ζωής με αποτυχία ανάπτυξης, μέση ωτίτιδα, χρόνια διάρροια, 

σμηγματορροϊκή δερματίτιδα ή ερυθροδερμία, επίμονη βλεννογονοδερματική καντίτιαση, 

πνευμονία, σηψαιμία και σοβαρές βακτηριδιακές λοιμώξεις οι οποίες οδηγούν στο θάνατο στον 

πρώτο χρόνο της ζωής του νεογνού. Η ενδεδειγμένη θεραπεία είναι η αλλογενής μεταμόσχευση 

μυελού των οστών (hematopoietic stem cell transplantation), ωστόσο πολλοί ασθενείς δεν έχουν 

κατάλληλους δωρητές και συχνά δεν πληρούν όλα τα κριτήρια για αυτήν τη θεραπεία. Το Μάϊο 

του 2016, η επιτροπή European Medicines Agency ενέκρινε τη χρήση γονιδιακής θεραπείας με 

τον ιικό φορέα Strimvelis για ασθενείς με ADA-SCID που δεν έχουν κατάλληλο δωρητή για 

μεταμόσχευση μυελού των οστών. Αυτή η έγκριση βασίστηκε σε μία κλινική μελέτη ex vivo 

μεταγωγής του γονιδίου της ADA σε αιματοποιητικά βλαστοκύτταρα του μυελού των οστών 18 

ασθενών με ADA-SCID που έλαβαν non-myeloablative χημειοθεραπεία με busulfan πριν από τη 

χορήγηση των αιματοποιητικών βλαστοκυττάρων που υπέστησαν μεταγωγή του ADA γονιδίου. 

Αυτή η θεραπεία πραγματοποιήθηκε από το 2000 μέχρι το 2011 και η παρακολούθηση των 

ασθενών έγινε για 7 χρόνια. Η επιβίωση των ασθενών ήταν 100%, 75% των ασθενών δε 

χρειάστηκαν θεραπεία αποκατάστασης του ενζύμου ADA και όλοι οι ασθενείς παρουσίασαν 

βελτίωση της λειτουργίας του ανοσολογικού συστήματος, μείωση του αριθμού των λοιμώξεων 

και ομαλοποίηση του αριθμού των Τ-λεμφοκυττάρων χωρίς σημαντικές παρενέργειες. Αυτή τη 

στιγμή, το Strimvelis είναι διαθέσιμο για ασθενείς με ADA-SCID χωρίς δωρητή μυελού των 

οστών μόνο από το νοσοκομείο San Raffaele Hospital  στο Μιλάνο λόγω της εξειδίκευσης του 

νοσοκομείου στη γονιδιακή θεραπεία αιματοποιητικών βλαστοκυττάρων, καθώς και στα πλαίσια 

κλινικής μελέτης από το νοσοκομείο του UCLA (21).  

   Η μυική δυστροφία τύπου Duchenne είναι μία σχετικά συχνή κληρονομική νόσος που 

προκαλλείται από την ελλατωματική έκφραση της πρωτεϊνης δυστροφίνη. Η νόσος προσβάλλει 

περίπου 1 στα 3.000 αγόρια. Η αποκατάσταση της έκφρασης του γονιδίου της δυστροφίνης 

στους μυς με τη μεταγωγή του αντίστοιχου γονιδίου αποτελεί τον πιο αποτελεσματικό και άμεσο 
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τρόπο αντιμετώπισης της νόσου. Παρόλες τις εξαιρετικές προκλινικές μελέτες σε πειραματικά 

μοντέλα ζώων, η γονιδιακή θεραπεία δεν έχει ακόμα καταστεί κλινικά αποτελεσματική για τη 

θεραπεία της μυικής δυστροφίας τύπου Duchenne (22). Μία πολλα υποσχόμενη μέθοδος 

μεταγωγής του γονιδίου της δυστροφίνης είναι η χρήση του adeno-associated virus (AAV) ως 

ιικού φορέα του γονιδίου (23). Ο ιός AAV έχει ήδη δοκιμαστεί σε πολλές κλινικές μελέτες και 

έχει δειχθεί ότι έχει χαμηλή νοσογονικότητα, ικανότητα παραγωγής σε μεγάλα ιικά φορτία, και 

μεγάλη μεταγωγική ικανότητα γονιδίων σε μύς όλου του ανθρώπινου σώματος. Ωστόσο, λόγω 

του πολύ μεγάλου μεγέθους του γονιδίου της δυστροφίνης (2.2Μbs) και της μικρής 

χωρητικότητας του AAV, χρησιμοποιείται το μικρότερο γονίδιο της μικροδυστροφίνης (mini-

dystrophin) που είναι πιο κατάλληλο για τη θεραπεία της μυικής δυστροφίας τύπου Becker. ‘Ενα 

επιπλέον πρόβλημα είναι η υψηλή ανοσογονικότητα του AAV, εκλύοντας απενεργοποιητική 

ανοσοαντίδραση έναντι του ιού και του φερόμενου γονιδίου της δυστροφίνης. Επίσης, λόγω της 

παρουσίας των AAV φορέων ως επισωμάτων στα μυικά κύτταρα που στοχεύουν, αναμένεται ότι 

το γενετικό υλικό αυτών των φορέων θα εξαλειφθεί λόγω του φυσιολογικού κυτταρικού κύκλου 

των μυικών κυττάρων (muscle cell turnover), με αποτέλεσμα να αναμένεται η ανάγκη 

επαναχορήγησης του ιικού φορέα. Με βάση τα παραπάνω, αν και η γονιδιακή θεραπεία 

θεωρείται η πιο υποσχόμενη μέθοδος θεραπείας της μυικής δυστροφίας τύπου Duchenne, η 

αντιμετώπιση των παραπάνω προβλημάτων είναι απαραίτητη για την κλινική 

αποτελεσματικότητα αυτής της θεραπευτικής προσέγγισης.  

   ‘Αλλα παραδείγματα κληρονομούμενων νοσημάτων στα οποία ερευνάται η κλινική εφαρμογή 

της γονιδιακής θεραπείας είναι η κυστική ίνωση, με μία πρόσφατη βρετανική κλινική μελέτη 

(Imperial College of London) που χρησιμοποίησε τον λιποσωματικό ιικό φορέα 

 pGM169/GL67A για το γονίδιο της κυστικής ίνωσης και αναμένεται η δημοσίευση των 

αποτελεσμάτων της (clinicaltrials.gov, NCT01621867), καθώς και η αιμοφιλία Α με την 

πρόσφατη ολοκλήρωση μίας βρετανικής κλινικής μελέτης που χρησιμοποίησε τον AAV ως 

γονιδιακό φορέα του γονιδίου του παράγοντα VIII (clinicaltrials.gov, NCT02576795). 
    

 

3. ΣΥΓΧΡΟΝΑ ΔΕΔΟΜΕΝΑ ΓΙΑ ΤΗ ΓΟΝΙΔΙΑΚΉ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΟΥ ΚΑΚΟΗΘΟΥΣ 

ΜΕΣΟΘΗΛΙΩΜΑΤΟΣ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΙΙΚΩΝ ΦΟΡΕΩΝ 
 

3.1. Το κακόηθες μεσοθηλίωμα ως «στόχος» γονιδιακής θεραπείας 
 

   Tις τελευταίες τρεις δεκαετίες έγινε αντιληπτό ότι η γονιδιακή θεραπεία μπορεί να βρει 

εφαρμογή στη θεραπεία του καρκίνου, ιδιαίτερα με την αυξανόμενη κατανόηση της βιολογίας 

του καθώς και με τη ραγδαία ανάπτυξη μιας πληθώρας φορέων DNA. Το κακόηθες 

μεσοθηλίωμα αποτελεί έναν ιδανικό τύπο καρκίνου καρκινικό για τη μελέτη γονιδιακής 

θεραπείας με ιικούς φορείς. ‘Ενας λόγος είναι οτι το μεσοθηλίωμα παραμένει συνήθως 

εντοπισμένο στη θωρακική κοιλότητα και δεν εξελίσσεται με μεταστάσεις ακόμα και σε 

προχωρημένα στάδια, συνεπώς η τοπική χορήγηση ενός ιικού φορέα θεωρητικά θα μπορούσε να 

ελέγξει αυτήν την επέκταση. Επίσης, ο όγκος είναι εύκολα προσβάσιμος μέσω του θωρακικού 

τοιχώματος χωρίς έτσι να είναι απαραίτητη η χορήγηση του ιού μέσω της συστηματικής 

κυκλοφορίας, ενώ ταυτόχρονα καθίσταται σχετικά εύκολη η λήψη δειγματων πλευριτικού υγρού 

ή του όγκου για ανάλυση. Επιπλέον, η υπεζωκοτική κοιλότητα παρέχει μια εκτεταμένη, συνεχή 

επιφάνεια μεσοθηλιακών κυττάρων που αναμένεται να διευκολύνει την αποτελεσματική, ταχεία 

και διάχυτη μεταβίβαση των ιικών φορέων από το ένα κύτταρο στο άλλο. Τέλος, η απουσία 

αποτελεσματικών θεραπειών καθιστά την ανάγκη για καινοτόμες θεραπείες επιτακτική. 
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3.2. Στρατηγικές γονιδιακής θεραπείας για το κακόηθες μεσοθηλίωμα 

   

   Οι πρώτες κλινικές μελέτες φάσης Ι γονιδιακής θεραπείας του μεσοθηλιώματος ξεκίνησαν στις 

αρχές του 1990 (24). Οι στρατηγικές που μελετήθηκαν αρχικά είναι η μέθοδος «αυτοκτονίας» με 

τη μεταγωγή του γονιδίου της θυμιδιλικής κινάσης και η μεταγωγή ανοσοτροποποιητικών 

γονιδίων, όπως η IL2 και η IFN-β.  

   Η πρώτη κλινική μελέτη ξεκίνησε στο Queen Elizabeth Medical Center στο Perth της 

Αυστραλίας με τη χρήση του γενετικά τροποποιημένου με πολλαπλασιαζόμενου ιού δαμαλίτιδας 

(vaccinia virus) που εξέφραζε το γονίδιο της IL2 (vaccinia-IL2, VV-IL-2) με στόχο την 

ανάπτυξη ανοσιακής αντίδρασης εναντίον του όγκου.  Οι αμέσως επόμενες μελέτες έγιναν στο 

University of Pennsylvania από τους Steven Albelda και Daniel Sterman. Αρχικά 

χρησιμοποίησαν ένα γενετικά τροποποιημένο μη πολλαπλασιαζόμενο αδενοϊό που εξέφραζε το 

γονίδιο της θυμιδιλικής κινάσης του ερπητοϊού (Ad.HSVtk) σε κλινικές μελέτες που ξεκίνησαν 

το 1995, ενώ σε ακόλουθες μελέτες, που ξεκίνησαν το 2003, χρησιμοποιήθηκε τροποποιημένος 

αδενοϊός με το γονίδιο της ΙFN-β (Ad.IFN-β). 

 

3.2.1. Θεραπεία με γονίδια «αυτοκτονίας»: Ad.HSVtk/GCV 

 

   Η θεραπεία με γονίδια  «αυτοκτονίας» (suicide gene therapy) βασίζεται στην αρχή ότι η 

μεταβίβαση ενός γονιδίου που κωδικοποιεί ένα ένζυμο και η έκφραση αυτού του ενζύμου από τα 

καρκινικά κύτταρα επιφέρει ευαισθητοποίηση των καρκινικών κυττάρων σε ένα φάρμακο ή 

ουσία («prodrug» ή «προφάρμακο») με κατά τα άλλα καλοήθη δράση σε κύτταρα τα οποία δεν 

εκφράζουν αυτό το ένζυμο. Αυτό το ένζυμο μεταβολίζει το «προφάρμακο» σε τοξική ουσία που 

προκαλλεί κυτταρικό θάνατο ή «αυτοκτονία» στα καρκινικά κύτταρα που το εκφράζουν. ‘Ενα 

πλεονέκτημα της θεραπείας με γονίδια «αυτοκτονίας» είναι τo bystander effect που προκύπτει 

όταν η ενδοκυτταρικά παραγόμενη τοξική ουσία προσβάλλει και γειτονικά καρκινικά κύτταρα 

τα οποία δεν έχουν υποστεί μεταβίβαση του γονιδίου. Αυτό το φαινόμενο είναι εφικτό λόγω της 

παρουσίας χασματικών συνδέσεων (gap junctions) που επιτρέπουν τη διακυτταρική δίαχυση 

μορίων ανάμεσα σε γειτονικά κύτταρα.  

   ‘Ενα χαρακτηριστικό παράδειγμα αυτής της αρχής είναι το γονίδιο αυτοκτονίας της 

θυμιδινικής κινάσης του ερπητοϊού (herpes simplex virus-1 thymidine kinase, HSVtk), που 

ευαισθητοποιεί τα κύτταρα στα οποία εκφράζεται στο νουκλεοσιδικό ανάλογο γκανσικλοβίρη 

(gancyclovir). Στα φυσιολογικά κύτταρα η γκανσικλοβίρη (GCV) δεν μεταβολίζεται και 

συνεπώς σπάνια έχει τοξικές παρενέργειες. Η HSVtk φωσφορυλιώνει την γκανσικλοβίρη σε 

μονοφωσφορική γκανσικλοβίρη η οποία μεταβολίζεται περαιτέρω από ενδογενεις κινάσες σε 

τριφωσφορική γκανσικλοβίρη που αναστέλλει δραστικά την DNA πολυμεράση καθώς και τη 

φυσιολογική αντιγραφή του DNA.  

   Σε αυτά τα πλαίσια, μία εργαστηριακή μελέτη έδειξε ότι η τοπική χορήγηση ενός 

ανασυνδυασμένου αδενοϊού που φέρει το γονίδιο HSVtk (Ad.HSVtk/GCV) σε μοντέλα 

ανοσοκατασταλμένων ποντικιών (severe combined immunodeficiency, SCID) με 

ενδοπεριτοναϊκούς όγκους μεσοθηλιώματος οδήγησε σε σημαντική μείωση του μεγέθους των 

όγκων μετά τη χορήγηση GCV, ακόμα και σε ποντίκια με προχωρημενους όγκους. Δεν 

παρατηρήθηκαν ανησυχητικές παρενέργειες, όπως διαπιστώθηκε και από την απουσία του 

mRNA ιικών γονιδίων με real-time polymerase chain reaction σε διάφορους φυσιολογικούς 

ιστούς των ποντικιών που υπεστησαν τη θεραπεία (25).  
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   Με βάση αυτά τα προκλινικά δεδομένα, ο Sterman και συνεργάτες ξεκίνησαν μία σειρά από 

κλινικές μελέτες φάσης Ι για τη διερεύνηση της τοξικότητας, της αποτελεσματικότητας της 

μεταβίβασης του γονιδίου HSVtk και την εκτίμηση της παραγωγής αντιικής ανοσοαντίδρασης 

μετά από τη χορήγηση μίας ενδοϋπεζωκοτικής δόσης του Ad.HSVtk και ενδοφλέβιας 

χορήγησης GCV 2 φορές την ημέρα για 2 εβδομάδες (26, 27). Στη μελέτη συμμετείχαν 34 

ασθενείς που έλαβαν μία υψηλή, ενδοϋπεζωκοτική δόση μη πολλαπλασιαζόμενου (non-

replicative) αδενοϊού που κωδικοποιεί το γονίδιο της θυμιδινικής κινάσης (Ad.HSVtk) που 

καθορίστηκε ως ίση ή μεγαλύτερη των 1.6x10
13 

ιικά σωματίδια. Η έκφραση του γονιδίου της 

θυμιδινικής κινάσης Ad.HSVtk διαπιστώθηκε σε  21 από τους ασθενείς με ανοσοϊστοχημεία των 

μεσοθηλιακών καρκινικών κυττάρων και η ανάλυση επικεντώθηκε σε αυτόυς του ασθενείς. Η 

ενδοϋπεζωκοτική έγχυση του αδενοϊού αξιολογήθηκε ως ασφαλής χωρίς σοβαρές παρενέργειες 

και κανένας από τους ασθενείς δε χρειάστηκε να εγκαταλείψει τη μελέτη. Οι περισσότερες 

παρενέργειες ήταν πρώτου ή δευτέρου βαθμού και περιλάμβαναν λεμφοπενία, αναιμία, 

παροδική αύξηση ηπατικών ενζύμων, πυρετό, κνησμό και θρομβοκυττάρωση. Η διάμεση 

επιβίωση ήταν περίπου 10-15 μήνες, αν και 2 από τους ασθενείς παρουσίασαν παρατεταμένη 

κλινική σταθεροποίηση του όγκου και επιβίωση μέχρι 7-10 χρόνια. Αν και η μεταγωγή του ιού 

Ad.HSVtk παρατηρήθηκε σε 21 από του 34 ασθενείς, η έκφραση του γονιδίου της θυμιδιλικής 

κινάσης παρατηρήθηκε μόνο επιφανειακά και σποραδικά από τα μεσοθηλιακά καρκινικά 

κύτταρα. Επιπλέον, η έκφραση των γονιδίων του ιού ήταν χαμηλή και μόνο για περίπου 48 

ώρες. Επίσης, διαπιστώθηκε ανοσιακή αντίδραση με την ενεργοποίηση natural killer cells και 

αντισωμάτων έναντι του ιού καθώς και των μεσοθηλιακών καρκινικών κυττάρων. Λόγω της 

χαμηλής μεταγωγής του ιού στα καρκινικά κύτταρα, οι ερευνητές συμπέραναν ότι ο κύριος 

μηχανισμός αντικαρκινικής δράσης του ιού διαμεσολαβήθηκε μέσω της ανοσιακής αντίδρασης 

που εκλύθηκε έναντι του ιού και των καρκινικών κυττάρων. Ταυτόχρονα όμως με αυτήν την 

αντίδραση, παρατηρήθηκαν και ουδετεροποιητικά αντισώματα έναντι του ιού. Οι ερευνητές 

κατέληξαν ότι αν και ο Ad.HSVtk ιός ήταν γενικά ασφαλής, αλλά η μεταγωγή του στα 

καρκινικά κύτταρα πολύ χαμηλή. Παρόλα αυτά, διαπιστώθηκε αξιοσημείωτη αντικαρκινική 

δράση της οποίας η αποτελεσματικότητα οφείλεται μάλλον στην έκλυση ανοσιακής αντίδρασης 

έναντι των καρκινικών κυττάρων και όχι στη μεταγωγή της θυμιδιλικής κινάσης. Το 

συμπέρασμά τους ήταν η χρήση αδενοϊών που εκφράζουν ανοσοτροποποιητικά γονίδια και θα 

μπορούσαν να ενισχύσουν περαιτέρω την έκλυση αντικαρκινικής ανοσιακής αντίδρασης, π.χ. 

κυτταροκίνες, IFN-β, χρήζουν περαιτέρω έρευνας και κλινικών μελετών.  

 

3.2.2. Γονιδιακή θεραπεία με ανοσοτροποποιητικά γονίδια  

         

   Η υπόθεση που υποστηρίζει τη γονιδιακή θεραπεία με ανοσοτροποποιητικά γονίδια στη 

θεραπεία του καρκίνου είναι οτι η υψηλή έκφραση ανοσοδιεγερτικών κυτταροκινών (π.χ. IL-2, 

TNF, GM-CSF, IFN-α και IFN-β) εντός των καρκινικών κυττάρων μπορεί να ενεργοποιήσει το 

ανοσοποιητικό σύστημα και να ενισχύσει την αντικαρκινική ανοσιακή αντίδραση. Τα 

πλεονεκτήματα της γονιδιακής θεραπείας περιλαμβάνουν την αποφυγή της τοξικότητας που έχει 

παρατηρηθεί με τη συστηματική χορήγηση κυτταροκινών και την παρατεταμένη έκφραση των 

κυτταροκινών στους καρκινικούς ιστούς.  

 

3.2.2.1. Vaccinia-virus VV-IL-2 
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   Η κλινική μελέτη του ανασυνδυασμένου ιού δαμαλίτιδας VV-IL-2 ήταν η πρώτη κλινική 

μελέτη άμεσης ενδοϋπεζωκοτικής χορήγησης γονιδίου κυτταροκίνης σε ασθενείς με κακόηθες 

μεσοθηλίωμα. Αυτή η μελέτη ξεκίνησε το 1990 και τα αποτελέσματά της ανακοινώθηκαν το 

2000 (28). Αν και ο ιός δαμαλίτιδας δεν είχε χρησιμοποιηθεί ευραίως σε μελέτες γονιδιακής 

θεραπείας λόγω της υψηλής ανοσογονικότητάς του που θα καθιστούσε την χορήγηση 

πολλαπλών ενέσεων του ιού δύσκολη με την παραγωγή ουδετεροποιητικών αντισωμάτων, οι 

ερευνητές τροποποίησαν τον ιό γενετικά τοποθετώντας το γονίδιο της IL-2 εντός του γονιδίου 

της θυμιδιλικής κινάσης του ιού, καταργώντας την πολλαπλαστική ικανότητά του (non-

replicative virus). Επέλεξαν τη χρήση του ιού δαμαλίτιδας λόγω του μεγάλου γονιδιώματός του, 

επιδεχόμενου τροποποίησης με μεγάλα γονίδια, και λόγω της διαθεσιμότητας ενός 

εργαστηριακού τεστ που μπορούσε να μετρήσει την παρουσία ουδετεροποιητικών αντιικών 

αντισωμάτων έναντι του ιού (VV IgG).  

   6 ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα ανθεκτικό στις τότε ενδεδειγμένες θεραπείες έλαβαν 

διαδοχικές, ενδοϋπεζωκοτικές ενέσεις του ιού VV-IL-2 (1x10 
7 

ιικά σωματίδια) για 12 

εβδομάδες. Δείγματα βιοψιών του όγκου, σιέλου, ούρων και αίματος εξετάστηκαν για την 

έκφραση VV-IL-2 mRNA, ενώ η παρουσία διήθησης του όγκου από Τ-λεμφοκύτταρα 

αξιολογήθηκε με ανοσοϊστοχημεία. Διήθηση με Τ-λεμφοκύτταρα διαπιστώθηκε στο 50% των 

ασθενών. Η έκφραση του VV-IL-2 mRNA ήταν υψηλότερη 1-3 ημέρες μετά από κάθε ένεση 

του ιού και παρέμεινε μετρήσιμη μέχρι 3 εβδομάδες μετά από κάθε ένεση παρά την παρουσία 

ουδετεροποιητικών αντισωμάτων. Δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές παρενέργειες και λοιμώξεις 

σε συγγενείς των ασθενών. Ωστόσο, η κλινική αποτελεσματικότητα αυτής της θεραπείας ήταν 

απογοητευτική καθώς δεν διαπιστώθηκε μείωση του όγκου και της διάμεσης επιβίωσης των 

ασθενών. Οι ερευνητές συμπέραναν ότι η χορήγηση του VV-IL-2 ήταν ασφαλής και προκαλλεί 

παρατεταμένη έκφραση της IL-2, υποδηλώνοντας ότι ο ιός δαμαλίτιδας μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως αποτελεσματικός φορέας της IL-2 για τη γονιδιακή θεραπεία του καρκίνου 

με κυτταροκίνες.   

 

3.2.2.2. Ad.IFN-β και Ad.IFN-α 

    

   Με βάση τα αποτελέσματα της γονιδιακής θεραπείας με τον ανασυνδυασμένο αδενοϊό 

Ad.HSVtk (3.2.1), και λαμβάνοντας υπόψη την υψηλή τοξικότητα αλλά ισχυρή αντικαρκινική 

δράση της IFN-β, η ομάδα του Steven Albelda στο University of Pennsylvania ξεκίνησε 

προκλινικές μελέτες ενός μη πολλαπλασιαζόμενου ανασυνδυασμένου αδενοϊού που φέρει το 

γονίδιο της IFN-β (Ad.IFN-β) (29). Χρησιμοποιώντας ένα ανοσοεπαρκές, ορθοτοπικό μοντέλο 

ποντικιών με ενδοπεριτοναϊκό μεσοθηλίωμα (κυτταρικές σειρές ΑΒ12 ή ΑC29), η χορήγηση 

μίας μόνο δόσης του Ad.IFN-β ενδοπεριτοναϊκά οδήγησε σε στατιστικά σημαντικώς 

παρατεταμένη επιβίωση άνω του 90% των ποντικιών σε σύγκριση με τα ποντίκια ελέγχου που 

έλαβαν μία δόση αδενοϊού που δεν κωδικοποιεί το γονίδιο IFN-β. Ιδιαίτερα σημαντική είναι η 

παρατήρηση ότι αντικαρκινική δράση διαπιστώθηκε και σε ποντίκια με μεγάλους όγκους, καθώς 

και σε υποδόριους όγκους όπου δε χορηγήθηκε άμεσα ο ιός (abscopal effect). Οι ερευνητές 

απέδωσαν αυτά τα εντυπωσιακά αποτελέσματα στην έκλυση αντικαρκινικής ανοσιακής 

αντίδρασης μέσω κυτταροτοξικών CD8+ Τ-λεμφοκυττάρων, αφού η αντικαρκινική δράση 

ανερέθηκε σε ποντίκια που έλαβαν ουδετεροποιητικά αντισώματα έναντι των CD8+ T-

λεμφοκυττάρων.  

   Με βάση τα παραπάνω προκλινικά δεδομένα, ξεκίνησε μία κλινική μελέτη φάσης Ι για να 

ερευνηθεί η τοξικότητα της γονιδιακής θεραπείας με τον ιό Ad.IFN-β σε ασθενείς με κακόηθες 
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μεσοθηλίωμα και άλλους τύπους καρκίνου με μεταστάσεις στην υπεζωκοτική κοιλότητα (30). 

Μία δόση του Ad.IFN-β (9x10 
11 

έως 10x10 
12 

ιικά σωματίδια) χορηγήθηκε μέσω ενδοπλεύριου 

καθετήρα σε 7 ασθενεέις με κακόηθες μεσοθηλίωμα και σε 3 ασθενείες με κακοήθεις 

υπεζωκοτικές συλλογές. Αξιολογήθηκαν η τοξικότητα, η γονιδιακή μεταγωγή, η έκλυση ειδικής 

ανοσίας και το μέγεθος των όγκων. Η χορήγηση του Ad.IFN-β ήταν πολύ καλά ανεκτή και η 

συχνότερη παρενέργεια ήταν η παροδική λεμφοπενία. Τα επίπεδα IFN-β στο πλευριτικό υγρό 

μετά τη χορήγηση του Ad.IFN-β ποικίλλαν σημαντικά, ενώ γονιδιακή μεταγωγή της IFN-β 

διαπιστώθηκε σε 7 από τους 10 ασθενείς με αξιολόγηση της έκφρασης IFN-β mRNA ή 

πρωτεΐνης. Αντικαρκινική ανοσιακή αντίδραση διαπιστώθηκε σε 7 από τους 10 ασθενείς με τη 

μορφή CD8+ κυτταροτοξικών Τ-λεμφοκυττάρων και αντισωμάτων ειδικών για το αντιγόνο 

μεσοθηλίνης ή το Simian virus 40 large T-antigen που εκφράζονται χαρακτηριστικά και συχνά 

από τους όγκους μεσοθηλιώματος. ‘Ολοι οι ασθενείς ανέπτυξαν ουδετεροποιητικά αντισώματα 

έναντι του αδενοϊού. 4 από τους 10 ασθενείς παρουσίασαν είτε σταθεροποίηση της νόσου ή 

μείωση του μεγέθους των όγκων (PET-CT, CT) 60 μέρες μετά από τη χορήγηση του Ad.IFN-β.  

   Με βάση αυτά τα ενθαρρυντικά αποτελέσματα, η ίδια ερευνητική ομάδα ξεκίνησε μία δεύτερη 

κλινική μελέτη φάσης Ι σε ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα προχωρημένου σταδίου με τη 

διαφορά ότι χορηγήθηκαν δύο δόσεις του Ad.IFN-β (3x10 
11 

έως 3x10 
12

 ιικά σωματίδια) 

ενδοπλευρικά με διαφορά μίας εβδομάδας (31). Το σκεπτικό της χορήγησης δύο δόσεων του ιού 

ήταν η αναμενόμενη ενίσχυση της αντικαρκινικής ανοσολογικής αντίδρασης (32). 10 ασθενείς 

με κακόηθες μεσοθηλίωμα και 7 ασθενείς με κακοήθεις υπεζωκοτικές συλλογές συμμετείχαν 

στη μελέτη. Η θεραπεία δεν είχε σοβαρές παρενέργειες και παρατηρήθηκε ξανά αντικαρκινική 

ανοσιακή αντίδραση όπως περιγράφθηκε στην προηγούμενη μελέτη. Αν και διαπιστώθηκαν 

υψηλά επίπεδα IFN-β μετά από τη χορήγηση της πρώτης δόσης του ιού, η έγχυση της δεύτερης 

ένεσης προκάλεσε ελάχιστη αύξηση των επιπέδων IFN-β λόγω της παραγωγής 

ουδετεροποιητικών αντισωμάτων που παρεμπόδισε την αποτελεσματική μεταγωγή του γονιδίου 

IFN-β. Ουδετεροποιητικά αντισώματα παρήχθησαν ακόμα και όταν η δεύτερη δόση χορηγήθηκε 

μόλις μετά από 7 μέρες μετά από την πρώτη δόση. 3 ασθενείς παρουσίασαν μείωση ή 

σταθεροποίηση της νόσου και 7 ασθενείς είχαν επιβίωση μεγαλύτερη των 18 μηνών. Οι 

ερευνητές συμπέραναν ότι η χορήγηση του Ad.IFN-β είναι κλινικά αποτελεσματική και χρήζει 

περαιτέρω έρευνας για ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα, ωστόσο η δεύτερη δόση του ιού 

μετά από 7 μέρες μάλλον δεν επιφέρει καλύτερα αποτελέσματα λόγω της έκλυσης αντιικής 

ανοσιακής αντίδρασης και παραγωγής ουδετεροποιητικών αντισωμάτων. Σε μία ακόλουθη 

κλινική μελέτη φάσης Ι (33), χρησιμοποιήθηκαν δύο δόσεις ανασυνδυασμένου αδενοϊού 

Ad.IFN-α έναντι του Ad.IFN-β (για λόγους χρηματοδότησης από τη συγκεκριμένη 

συνεργάζουσα φαρμακευτική εταιρία) που χορηγήθηκαν με διαφορά 3 ημερών για να 

αποφευχθεί η απενεργοποίηση του ιικού φορτίου της δεύτερης δόσης από ουδετεροποιητικά 

αντισώματα. 9 ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα συμμετείχαν στη μελέτη. Πράγματι, 

διαπιστώθηκε παράταση της αύξησης της IFN-α και έκλυση αντισωμάτων έναντι μεσοθηλιακών 

αντιγόνων σε 7 από τους 8 ασθενείς. Περίπου 50% των ασθενών είχαν σταθεροποίηση ή μείωση 

του μεγέθους του όγκου με σχετικά ανεκτές παρενέργειες, υποδηλώνοντας ότι η γονιδιακή 

θεραπεία με τον αδενοϊό Ad.IFN-α χρήζει περαιτέρω κλινικής διερεύνησης ως θεραπευτική 

στρατηγική για το κακόηθες μεσοθηλίωμα.  

 

3.3. Μειονεκτήματα της γονιδιακής θεραπείας με μη πολλαπλασιαζόμενους ιούς 
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   Οι ερευνητικές προσπάθειες για τη γονιδιακή θεραπεία του κακοήθους μεσοθηλιώματος έχουν 

επικεντρωθεί στη χρήση μη πολλαπλασιαζόμενων ιικών φορέων, κυρίως του αδενοϊού, όπως 

περιγράθφηκε παραπάνω (2.2). Ο κύριος λόγος χρήσης μη πολλαπλασιαζόμενων ιών είναι οτι 

θεωρούνται πιο ασφαλείς. Αν και τα κλινικά αποτελέσματα είναι σχετικά ενθαρρυντικά, 

ταυτόχρονα παρατηρήθηκαν τα εξής μειονεκτήματα με τη χρήση μη πολλαπλασιαζόμενων ιικών 

φορέων: (1) η μεταγωγή του γονιδίου ενδιαφέροντος παρατηρήθηκε μεν, αλλά ήταν μόνο 

επιφανειακή και σποραδική, (2) η πρόσβαση του ιού στα καρκινικά κύτταρα είναι περιορισμένη, 

και (3) η έκφραση του μεταγόμενου γονιδίου ήταν χαμηλή και μικρού χρονικού διαστήματος (2 

ημέρες). Αυτοί είναι οι βασικοί λόγοι που πολύ λίγοι μη πολλαπλασιαζόμενοι ιοί έχουν 

προχωρήσει σε κλινικές μελέτες φάσης ΙΙ και ΙΙΙ.  

 
 

 

4. ΟΓΚΟΛΥΤΙΚΟΙ ΙΟΙ ΣΤΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 
 

4.1. Γενικά στοιχεία 

 

   Η απάντηση σε αυτά τα προβληματικά σημεία είναι η χρήση ικών φορέων που 

πολλαπλασιάζονται και ταυτόχρονα λύουν τα προσβαλλόμενα καρκινικά κύτταρα, μία 

εφαρμογή που είναι γνωστή ως ογκολυτική ιοθεραπεία.  

    Οι περισσότεροι καρκίνοι προκαλλούνται από μία πληθώρα ογκογενετικών μηχανισμών, 

όπως η ενεργοποίηση ογκογονιδίων, η απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων, η 

γονιδιακή αστάθεια, η διηθητική ικανότητα, η ανάπτυξη αναερόβιων μεταβολικών οδών, η 

αγγειογένεση, και η διαφυγή από την ανοσιακή αναγνώριση. Για κάθε μηχανισμό, μπορούν να 

αναπτυχθούν αναστολείς, οι οποίοι όμως αν χρησιμοποιηθούν ως μονοθεραπεία, επιδρούν 

παροδικά στον όγκο ως επιλεκτική δαρβινική πίεση που οδηγεί σε διαφυγή του όγκου. Οι 

περισσότεροι όγκοι έχουν πολλές μεταλλάξεις που επιτρέπουν τη διαφυγή τους από τέτοιους 

συγκεκριμένους αναστολείς. Γι’αυτό το λόγο, η ανάπτυξη μεθόδων που καταστέλλουν 

πολλαπλούς καρκινογενετικούς μηχανισμούς είναι απαραίτητη. Η ογκολυτική ιοθεραπεία 

αποτελεί μία καινοτόμο θεραπευτική στρατηγική που δεν παρουσιάζει «cross-resistance» με τις 

κατεστημένες αντικαρκινικές θεραπείες και ταυτόχρονα δρα μέσω «μονοπατιών» που είναι 

απαραίτητοι για την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων. Συνεπώς, η ανάπτυξη 

«ανθεκτικότητας» στους ογκολυτικούς ιούς με την επιλεκτική καταστολή αυτών των 

«μονοπατιών» θα οδηγούσε σε θάνατο των καρκινικών κυττάρων.  

    

4.2. Μηχανισμοί αντικαρκινικής δράσης 

 

   Οι κύριοι μηχανισμοί δράσης των ογκολυτικών ιών είναι οι παρακάτω: 

Α. Προκαλλούν ογκόλυση, εκμεταλλευόμενοι τα πολλαπλά ογκογενετικά «μονοπάτια» των 

καρκινικών κυττάρων, αποτελώντας ένα είδος βιολογικής μηχανής που αυτοαναπαράγεται με τη 

βοήθεια των ίδιων των καρκινικών κυττάρων.  

Β. Προκαλλούν μη ειδική και ειδική ανοσιακή αντίδραση έναντι του όγκου, κάτι που έχει 

καταδειχθεί σε πολλά in vivo πειραματικά μοντέλα. 

Γ.  Μπορούν να δράσουν ταυτόχρονα ως φορείς γονιδίων στα πλαίσια γονιδιακής θεραπείας, 

αλλά με αποτελεσματικότερη μεταγωγή και υψηλότερη έκφραση του γονιδίου σε περισσότερα 

καρκινικά κύτταρα που επιτυγχάνεται με τον ταχύ πολλαπλασιασμό του ιού και συνεπώς την 
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ταχύτερη προσβολή καρκινικών κυττάρων. Διακρίνονται 5 βασικές στρατηγικές γονιδιακής 

θεραπείας που μπορούν να εφαρμοστούν με τη χρήση ογκολυτικών ιών: 
 

1) Μεταγωγή ογκοκατασταλτικών γονιδίων, όπως το p53 και η πρωτεΐνη ρετινοβλαστώματος, 

που υφίστανται μεταλλάξεις σε περισσότερο από 50% των καρκινικών όγκων 

2) Μεταγωγή γονιδίων «αυτοκτονίας», που είναι ένζυμα που μετατρέπουν ένα προφάρμακο σε 

ουσία που είναι τοξική για τα κύτταρα που εκφράζουν το συγκεκριμένο ένζυμο, π.χ η θυμιδιλική 

κινάση του ερπητοϊού, που μετατρέπει τη γκανσικλοβίρη σε τοξική ουσία. 

3) Αναστολή της έκφρασης ογκογονιδίων με τη μεταγωγή γονιδίων που μεταγράφονται σε 

siRNA (small interfering RNAs) και συνεπώς καταστέλλουν τη μετάφραση του mRNA 

ενεργοποιημένων ογκογονιδίων, όπως το HER2 και Ras. 

4)Μεταγωγή γονιδίων που αυξάνουν την ευαισθησία των όγκων στη χημειοθεραπεία και την 

ακτινοθεραπεία, όπως το γονίδιο p53. 

5) Μεταγωγή γονιδίων που ενεργοποιούν την ανοσιακή αντίδραση εναντίων του όγκου, π.χ. 

ιντερλευκίνες και το μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας (ΜΗC class I) για την ενίσχυση της 

παρουσίασης ογκοαντιγόνων. 

 

4.3. Χαρακτηριστικά γνωρίσματα ενός αποτελεσματικού ογκολυτικού ιού 

 

Τα χαρακτηριστικά ενός ιδανικού ογκολυτικού φορέα περιλαμβάνουν τα παρακάτω: 

 

1)  την επιλεκτική προσβολή καρκινικών και όχι φυσιολογικών κυττάρων 

2) την ασφάλεια για τον ασθενή, με τη χρήση φορέων που δεν προκαλλούν σημαντική 

νοσηρότητα και για τους οποίους υπάρχει διαθέσιμο αντιικό φάρμακο και ένας μηχανισμός 

άμεσης απενεργοποίησης του ιού 

3)  τον ταχύ λυτικό κύκλο ζωής του ιού, έτσι ώστε η προσβολή των καρκινικών κυττάρων και 

εξάπλωση του ιού εντός του όγκου να πραγματοιείται το δυνατόν γρηγορότερο πριν από την 

ανάπτυξη αντιικής ανοσιακής αντίδρασης 

4)  την υψηλή μεταγωγική ικανότητα για το φερόμενο γονίδιο 

5)  την ικανότητα υψηλής έκφρασης του γονιδίου για παρατεταμένο διάστημα 

6)  τη χαμηλή ανοσογονικότητα 

7)  την απουσία μεταλλαξιογόνου ικανότητας 

8) την προσβολή τόσο πολλαπλασιαζόμενων όσο και μη πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων, 

δεδομένης της παρουσίας και των 2 τύπων πληθυσμών σε έναν όγκο. 

9)  την ικανότητα παραγωγής σε υψηλούς τίτλους από τη φαρμακευτική βιομηχανία 

 

4.4. Μηχανισμοί επιλεκτικότητας για τα καρκινικά κύτταρα 

 

  Τα καρκινικά κύτταρα είναι εγγενώς ευεπίφορα στην προσβολή από ιούς διότι τα αποπτωτικά 

και αντιικά «μονοπάτια» τους, που επιτρέπουν στα φυσιολογικά κύτταρα να αντιστέκονται στην 

ιική προσβολή, έχουν απενεργοποιηθεί με στόχο την πρόωθηση της πολλαπλασιαστικής τους 

ικανότητας. Ωστόσο, οι περισσότεροι ογκολυτικοί ιοί προσβάλλουν όχι μόνο τα καρκινικά αλλά 

και τα φυσιολογικά κύτταρα όταν χορηγούνται ενδοφλεβίως. Γι’αυτό το λόγο, η γενετική 

τροποποίησή είναι συνήθως απαραίτητη, ώστε ο ιός να στοχεύει μόνο τα καρκινικά κύτταρα. Οι 

κύριες μέθοδοι στόχευσης που έχουν χρησιμοποιηθεί είναι οι εξής: 
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1)Mεταγωγική στόχευση, που αναφέρεται στην τροποποίηση των ιικών καψιδίων ή της 

κυτταρικής μεμβράνης που περιβάλλει τον ιικό φορέα και μπορεί να πραγματοποιηθεί με  

τη σύζευξη της επιφάνειας του ιού με υποστρώματα υποδοχέων που εκφράζονται ειδικά απο το 

καρκινικό κύτταρο, όπως ο υποδοχέας του επιδερμιδικού αυξητικού παράγοντα. 

2)Μεταγραφική στόχευση, που αναφέρεται στην ενσωμάτωση ενός promoter, που εκφράζεται 

συγκεκριμένα στο καρκινικό κύτταρο (π.χ. prostatic acid phosphatase PSA για τον καρκίνο του 

προστάτη, alpha fetoprotein antigen AFP για τον ηπατοκυτταρικό καρκίνο), μπροστά από το 

μεταβιβαζόμενο ιικό γονιδίωμα. 

3)H διαγραφή ιικών γονιδίων που είναι απαραίτητες για τον πολλαπλασιασμό του ιού σε 

φυσιολογικά κύτταρα αλλά όχι σε καρκινικά κύτταρα. 

4)Tελος, ορισμένοι ιοί, όπως ο VSV, παρουσιάζουν εγγενή επιλεκτικότητα για τα καρκινικά 

κύτταρα και αυτό παρατηρείται με ιούς που είναι ιδιαίτερα ευαίσθητοι στην αντιική δράση των 

ιντερφερονών, λαμβάνοντας υπόψη ότι μεγάλο ποσοστό των κακοήθων όγκων παρουσιάζουν 

ελαττωματικά  «μονοπάτια» ιντερφερονών τύπου Ι, κάτι που θα εξηγηθεί με περισσότερη 

λεπτομέρεια παρακάτω (4.3).  

 

4.5. Παραδείγματα ογκολυτικών ιών που έχουν χρησιμοποιηθεί στη θεραπεία καρκίνου  

 
   Περισσότεροι από 10 ογκολυτικοί ιοί βρίσκονται σε κλινικές μελέτες φάσης Ι/II/III και πάνω 

από 10 φαρμακευτικές εταιρίες έχουν ενεργά προγράμματα ογκολυτικής ιοθεραπείας. Ο 

παρακάτω πίνακας περιλαμβάνει παραδείγματα κλινικών μελετών με ογκολυτικούς ιούς και 

αφορούν διάφορους τύπους καρκίνου, όπως ο καρκίνος κεφαλής/τραχήλου, ο καρκίνος 

προστάτη, το γλοιοβλάστωμα, ο καρκίνος ουροδόχου κύστης καθώς και ο καρκίνος του παχέως 

εντέρου και ωοθηκών.  
 

Ογκολυτικός ιός Φάση κλινικής μελέτης 

και τύπος καρκίνου 

Γενετική τροποίηση του 

ιού 

Μηχανισμός επιλεκτικής 

προσβολής των 

καρκινικών κυττάρων 

Onyx 015 (adenovirus) I-III, καρκίνος 

κεφαλής/τραχήλου 

Διαγραφή γονιδίου E1B Απουσία έκφρασης του 

p53 

CN706 (adenovirus) I, καρκίνος προστάτη ‘Εκφραση του γονιδίου 

Ε1Α υπό την επίδραση του 

promoter του γονιδίουο 

prostate-specific ets (PSE) 

Μεταγραφή του PSE 

G207 (herpesvirus-1) Ι, γλοιοβλάστωμα Διακοπή έκφρασης του 

γονιδίου ribonucleotide 

reductase (ICP6) 

Πολλαπλασιαζόμενα 

κύτταρα 

Newcastle virus 73-T Ι, καρκίνος ουροδόχου 

κύστης 

Καμία τροποποίηση Απενεργοποίηση των 

«μονοπάτια» 

ιντερφερονών τύπου Ι 

Measles virus encoding 

thyroidal sodium iodide 

symporter 

I, κακόηθες μεσοθηλίωμα ‘Εκφραση του γονιδίου 

thyroidal sodium iodide 

symporter 

Δράση Ι
131 

μόνο στα 

καρκινικά κύτταρα που 

προσβάλλονται από τον ιό 
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5. ΙΟΣ ΘΥΛΑΚΙΏΔΟΥΣ ΣΤΟΜΑΤΙΤΙΔΑΣ (VESICULAR STOMATITIS 

VIRUS, VSV) 

 
5.1. Γενετική οργάνωση και κύκλος ζωής του VSV 

 

   Ο ιός θυλακιώδους στοματίτιδας (vesicular stomatitis virus, VSV) είναι ένας  φακελωμένος 

λυτικός ραβδοϊός μήκους 100-430nm και διαμέτρου 80nm με χαρακτηριστικό σχήμα σφαίρας 

όπλου. Ο πυρήνας του περιβάλλεται από νουκλεοκαψίδιο που εσωκλείει μία μονόκλωνη 

αρνητική RNA αλυσίδα περίπου 11,200 νουκλεοτιδίων που φέρει 5 γονίδια. Ο ιός αποτελείται 

από το γενετικό υλικό (RNA αλυσίδα), την ιική νουκλεοκαψιδική πρωτεϊνη Ν (VSV-N, 47kD), 

την πρωτεϊνη Μ (matrix, VSV-M, 26kD) που συνδέεται με τους πυρηνικούς πόρους και 

παρεμποδίζει τη μεταφορά του κυτταρικού mRNA από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα του 

προσβεβλημένου κυττάρου, τη φωσφοπρωτεϊνη P που αποτελεί μέρος της πολυμεράσης (VSV-

P, 30kD) και τις RNA εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες (VSV-L, large, 240kD) που είναι 

απαραίτητες για την αντιγραφή και μετάφραση του ιικού γονιδιώματος (Εικόνα 1). Ο ιός 

περιβάλλεται από φάκελο φωσφολιπιδικής μεμβράνη που καλύπτεται από προεξοχές της 

γλυκοπρωτεϊνης G (VSV-G, 56kD) μέσω της οποίας ο ιός προσδένεται και εισέρχεται στα 

κύτταρα που προσβάλλει   Ο VSV χαρακτηρίζεται από έναν πολύ γρήγορο λυτικό κύκλο ζωής. 

Προσδένεται στην κυτταρική επιφάνεια των προσβαλλόμενων κυττάρων μέσω της 
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γλυκοπρωτεϊνης G που συνδέεται με υποδοχείς που δεν έχουν ακόμα διευκρινιστεί, και 

ενδοκυτταρώνεται σε ενδοσώματα κλαθρίνης που στη συνέχεια απελευθερώνουν τον ιό στο 

κυτταρόπλασμα. Εκεί, οι RNA εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες αντιγράφουν και μεταφράζουν 

το ιικό γονιδίωμα, το οποίο εισέρχεται στα νεοσυστηθέντα νουκλεοκαψίδια (VSV-N). Μετά την 

ολοκλήρωση του σχηματισμού των νέων ιών, τα προσβεβλημένα κύτταρα λύονται και 

απελευθερώνουν τους νέους ιούς.  
Εικόνα 1. Σχηματική απεικόνιση του ιού VSV (εικόνα από το σύγγραμμα Principles of Virology, by Flint et al). A. 

Φωτογραφία του ιού  VSV με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο που απεικονίζει το χαρακτηριστικό σχήμα σφαίρας όπλου 

του ιού. Απεικόνιση των συστατικών του ιού VSV. Ο ιός αποτελείται από φάκελο φωσφολιπιδικής μεμβράνης, από 

την οποία προέχει η γλυκοπρωτεΐνη G, που μεσολαβεί την είσοδο του ιού στο κύτταρο, τον πυρήνα που 

περιβάλλεται από την νουκλεοκαψιδιακή πρωτεΐνη Ν, τα ένζυμα L και P που συνιστούν RNA πολυμεράσες και την 

πρωτεΐνη M (matrix) που επενδύει την μεμβράνη, συνδέεται με τους πυρηνικούς πόρους και παρεμποδίζει τη 

μεταφορά του mRNA από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα του προσβεβλημένου κυττάρου. Β. Απλοποιημένη 

απεικόνιση του γονιδιώματος του VSV. Το γονιδίωμα του VSV αποτελείται από μία αρνητική μονόκλωνη έλικα 

RNA που αντιγράφεται με τις RNA-εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες σε θετική έλικα, η οποία στη συνέχεια 

κωδικοποιεί τα 5 γονίδια του ιού.  

 

5.2. Παθογένεια και φορείς (hosts) του VSV 

 

    Ο ιός VSV ανήκει στην κατηγορία των ραβδοϊών και είναι ενδημικός στην περιοχή της 

κεντρικής Αμερικής και στις νότιες πολιτείες των ΗΠΑ, ενώ επιδημικές κρίσεις προκαλλούνται σε 

τροπικές περιοχές της Νότιας Αμερικής κάθε 2-3 χρόνια. Φέρεται από μεγάλη ποικιλία 

αρθρόποδων τα οποία μεταφέρουν τον ιό  σε βοοειδή, χοίρους και άλογα, προκαλλώντας πυρετό 

και θυλακιώδεις φλύκταινες στο στοματικό βλεννογόνο. Αν και είναι κύριως νόσος των ζώων, 

μπορεί να μεταδοθεί και σε ανθρώπους μετά από επαφή με νοσούντα ζώα (αερογενής μετάδοση 

μέσω σταγονιδίων). Συνήθως είναι ασυμπτωματική αλλά μπορεί να εκδηλωθεί με γριπώδη 

συνδρομή, επιπεφυκίτιδα και στοματικές φλύκταινες. Η νόσος υποχωρεί αυτόματα σε 7-10 

μέρες και συνήθως χωρίς σοβαρές επιπλοκές. 

 

5.3. Εγγενής επιλεκτικότητα του VSV για τα καρκινικά κύτταρα 

 

   Ο ιός VSV ειναι χαρακτηριστικά ευαίσθητος στην αντιική δράση τύπου Ι ιντερφερονών (μη 

ειδική ανοσία) σε σχέση με άλλους ιούς. Με την σύνδεση της IFN-β στους υποδοχείς τύπου Ι 

ιντερφερονών των προσβεβλημένων καθώς και των γειτονικών κυττάρων ενεργοποείται η 

μεταγραφή μίας ομάδας γονιδίων που ονομάζονται interferon-stimulated genes (ISGs), τα οποία 

ενορχηστρώνουν αντιικές κυτταρικές δράσεις, όπως η απόπτωση, η άρση του κυτταρικού 

κύκλου και η έκλυση κυτταρικής ανοσοαντίδρασης.  

   Οι φυσιολογικοί μηχανισμοί δράσης των τύπου Ι ιντερφερονών δεν περιλαμβάνουν μόνο την 

αντιική τους επίδραση, αλλά και την ανασταλτική τους επίδραση στον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων μέσω προώθησης εντολών απόπτωσης, άρσης της κυτταρικής διαίρεσης και 

αναστολής της αγγειογένεσης. Σε αυτά τα πλαίσια, έχει παρατηρηθεί και περιγραφθεί 

απενεργοποίηση των «μονοπατιών» που άγουν τα μηνύματα των τύπου Ι ιντερφερονών σε 

διάφορους τύπους καρκίνου, είτε μέσω απενεργοποιητικών μεταλλάξεων είτε μέσω επιγενετικής 

«σίγασης» (epigenetic silencing) της μεταγραφής των κύριων φορέων αυτών των «μονοπατιών».     

   Για τους παραπάνω λόγους, τέθηκε η υπόθεση ότι ο ιός VSV προσβάλλει επιλεκτικά τα 

καρκινικά κύτταρα τα οποία έχουν απενεργοιήσει τα «μονοπάτια» τύπου Ι ιντερφερονών, ενώ τα 

αντίστοιχα φυσιολογικά κύτταρα με φυσιολογική απαντητικότητα στην επίδραση τύπου Ι 

ιντερφερονών καταστέλλουν αποτελεσματικά τον πολλαπλασιασμό του ιού. H πρώτη μελέτη 
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στην οποία παρατηρήθηκε ότι ο ιός VSV προσβάλλει επιλεκτικά τα καρκινικά κύτταρα ήταν το 

2000 απο την ομάδα του Stojdl (34), όπου 8 καρκινικές κυτταρικές σειρές εκτέθηκαν στο ιό 

VSV με επακόλουθη λύση και μείωση της βιωσιμότητας στατιστιτικά σημαντικώς μεγαλύτερη 

σε σχέση με τα αντίστοιχα φυσιολογικά κύτταρα. Στην ίδια μελέτη, η προθεραπεία των 

καρκινικών κυττάρων με IFN-β δεν επιρρέασε την ογκολυτική ικανότητα του ιού, ενώ 

προστάτευσε ακόμα περισσότερο τα φυσιολογικά κύτταρα. Με βάση αυτές τις παρατηρήσεις, οι 

συγγραφείς πρότειναν ότι τα καρκινικά κύτταρα έχουν ελλατωματικά «μονοπάτια» τύπου Ι 

ιντερφερόνης, γεγονός που εξηγεί την επιλεκτικότητα του VSV για τα καρκινικά κύτταρα. Αυτή 

η υπόθεση επιβεβαιώθηκε σε άλλη μία μελέτη απο την ίδια ομάδα (35), στην οποία 60 

ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές από μία μεγάλη ποικιλία όγκων, όπως λευχαιμία, 

καρκίνος του πνεύμονα, παχέως εντέρου, μελανώματος κτλ, καθώς και οι αντίστοιχες 

φυσιολογικές κυτταρικές σειρές, εκτέθηκαν στον ιό VSV για 48h και περισσότερο από 80% 

αυτών των σειρών έδειξαν ευαισθησία στη λύση από τον ιό, σε αντίθεση με τα φυσιολογικά 

κύτταρα, ενώ προθεραπεία με ΙFN-β δεν επηρρέασε την ογκολυτική δράση του VSV, 

υποδηλώνοντας την παρουσία ελαττωματικών «μονοπατιών» τύπου Ι ιντερφερόνων (Εικόνα 2). 

 
Εικόνα 2. Σχηματική απεικόνιση της βασικής αρχής επιλεκτικότητας του VSV. Ελλατωματικά «μονοπάτια» τύπου 

Ι ιντερφερόνων επιτρέπουν τον πολλαπλασιασμό του ιού VSV και την εξάπλωσή του εντός του όγκου, σε αντίθεση 

με τα φυσιολογικά κύτταρα.  

 

5.4. Αναφορές στην αποτελεσματική αντικαρκινική δράση του VSV in vivo 

 

   Η αντικαρκινική αποτελεσματικοτητα του ιού VSV έχει καταδειχθεί σε μία ποικιλία in vivo 

πειραματικών μοντέλων, τόσο ξενομοσχευμάτων ανθρώπινων καρκινικών σειρών όσο και 

ανοσοεπαρκών συγγενικών μοντελων. Σε μία ερευνα της ομάδας του Stodjl (35), η χορήγηση 

του ιού VSV εντός υποδόριων όγκων μελανώματος σε ανοσοκατασταλμένα ποντίκια που 

δέχτηκαν τα αντίστοιχα ξενομοσχεύματα μείωσε το ρυθμό αύξησης των όγκων σε στατιστικά 

σημαντικό βαθμό σε σχέση με ποντίκια που δεν έλαβαν τον ιό.  

   Ανάλογα, η ομάδα του Savio Woo έχει μελετήσει εκτεταμένα τη θεραπευτική χρήση του VSV 

για τη θεραπεία καρκίνου του παχέως εντέρου και ηπατοκυτταρικού καρκινώματος. Σε ένα 

ανοσοεπαρκές συγγενικό μοντέλο της καρκινικής σειράς MCA26 παχέως εντέρου με ηπατικές 
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μεταστάσεις σε ποντίκια BALB/C, η χορήγηση μίας δόσης του ιού VSV σε μία από τις ηπατικές 

μεταστάσεις παρέτεινε την διάμεση επιβίωση των ποντικιών σε στατιστικά σημαντικό βαθμό 

(36). Σε ένα άλλο ανοσοεπαρκές μοντέλο καρκίνου του παχέως εντέρου με ηπατικές 

μεταστάσεις σε αρουραίους (chemically-induced rat colorectal carcinoma), η χορήγηση του 

VSV με έγχυση μέσω της ηπατικής αρτηρίας οδήγησε στην πρόσβαση του ιού σε πολλαπλές 

ηπατικές μεταστάσεις με στατιστικώς σημαντική παράταση της επιβίωσης, ενώ η μείωση του 

όγκου των μεταστάσεων ενισχύθηκε με την έγχυση πολλαπλών δόσεων του ιού (37, 38).  

   Με βάση τα παραπάνω, καθώς και πολλές άλλες μελέτες, έχει αποδειχθεί ότι ο ιός VSV έχει 

υψηλή μολυσματικότητα και κυτταρολυτική ικανότητα σε μία ποικιλια καρκινικών κυττάρων, 

καθώς επίσης και ισχυρή αντικαρκινική δράση σε πολλαπλά καρκινικά μοντέλα in vivo. Αν και 

η μολυσματικότητα του VSV στα καρκινικά κύτταρα in vitro είναι υψηλή, η επίτευξη θεραπείας 

in vivo προϋποθέτει τη χορήγηση πολλαπλών δόσεων του ιού, κάτι που υποδηλώνει την εγγενή 

παρουσία σημαντικών παρεμποδίων στη χορήγηση ή/και εξάπλωση του ιού εντός των 

καρκινικών όγκων. Πιθανά εμπόδια περιλαμβάνουν την ανάπτυξη ειδικής ανοσίας και 

απενεργοποιητικών (neutralizing) αντισωμάτων που παρεμποδίζουν την πρόσβαση των ιών από 

τη συστηματική κυκλοφορία του αίματος στον όγκο, την παρουσία ενός «πυκνού»  καρκινικού 

μικροπεριβάλλοντος (tumor stroma) που παρεμποδίζει την ώσμωση των ιών εντός του όγκου, 

και την παρουσία ετερογενών καρκινικών πληθυσμών που διαθέτουν ενεργά «μονοπάτια» τύπου 

Ι ιντερφερονών συμβάλλωντας στην καταπολέμηση του ιού.  

  

5.5. Χαρακτηριστικά του VSV που τον καθιστούν έναν ιδανικό ογκολυτικό ιό 
 

   Ο ιός VSV παρουσιάζει 6 χαρακτηριστικά που τον καθιστούν ιδανικό φορέα ογκολυτικής 

θεραπείας. Καταρχήν, ο VSV δεν θεωρείται ανθρώπινο παθογόνο, με αποτέλεσμα τα πολύ 

χαμηλά ποσοστά προϋπάρχουσας ειδικής ανοσίας στον άνθρωπο. Η παρουσία προϋπάρχουσας 

ανοσίας θα μπορούσε να αποτελέσει σημαντικό εμπόδιο για τη θεραπευτική χρήση του VSV 

λαμβάνοντας υπόψη ότι ο VSV προκαλλεί ταχεία ανάπτυξη ειδικής ανοσίας με την παραγωγή 

απενεργοποιητικών αντισωμάτων και κυτταροτοξικών λεμφοκυττάρων. Επιπλέον, ο κύκλος 

ζωής του ιού ειναι πολύ σύντομος (περίπου 1-2 ώρες), κάτι που επιτρέπει την ταχεία προσβολή 

των καρκινικών κυττάρων πριν από την έναρξη ειδικής ανοσιακής αντίδρασης που 

απενεργοποιεί τον ιό.  

   Ένας ακόμα πολύ σημαντικός παράγοντας είναι η εγγενής επιλεκτικότητα του VSV για τα 

καρκινικά κύτταρα χωρίς την ανάγκη γενετικής τροποποίησης (σε αντίθεση με άλλους ιούς) και 

ο περιορισμός του πολλαπλασιασμού του στα φυσιολογικά κύτταρα. Αυτή η επιλεκτικότητα 

βασίζεται στα ελαττωματικά «μονοπάτια» τύπου Ι ιντερφερόνων που παρατηρείται σε μεγάλο 

ποσοστό των καρκινικών κυττάρων, τα οποία συνεπώς αδυνατούν να ελέγξουν τον 

πολλαπλασιασμό του ιού. Εκτός αυτού, ο VSV διαθέτει χαμηλή παθογονικότητα στον άνθρωπο, 

κάτι που αποδίδεται στην εξαιρετική ευασθησία του VSV στην αντιική δράση των τύπου Ι 

ιντερφερονών που παράγονται από τα φυσιολογικά κύτταρα.  

   ΄Ενα επιπλέον πλεονέκτημα του VSV είναι η μεγάλη χωρητική του ικανότητα, που σημαίνει 

ότι μπορεί να τροποποιηθεί γενετικά ώστε να μεταφέρει γονίδια που συμβάλλουν στην ενίσχυση 

της αντικαρκινικής αποτελεσματικότητας του ιού (π.χ. γονίδια αυτοκτονίας). Επιπρόσθετα, η 

έκφραση των γονιδίων του VSV μπορεί να φτάσει σε πολύ υψηλά επίπεδα, ενισχύοντας την 

αποτελεσματική έκφραση επιπρόσθετων γονιδίων. Τέλος, το γενετικό υλικό του VSV δεν 

ενσωματώνεται στο γονιδίωμα των κυττάρων, περιορίζοντας τις πιθανότητες για γενετικές 

μεταλλάξεις και τροποποιήσεις που θα μπορούσαν να αποβούν καρκινογόνες.  
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1.ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 
   Τα αποτελέσματα των κλινικών μελετών με τον μη πολλαπλασιαζόμενο αδενοϊό Ad.IFN-β σε 

ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα ήταν εμψυχωτικά και ο μηχανισμός αντικαρκινικής δράσης 

του αποδόθηκε στην έκλυση ειδικής ανοσιακής αντίδρασης μέσω CD8+ T-λεμφοκυττάρων και 

αντισωμάτων έναντι των κακόηθων μεσοθηλιακών κυττάρων. Ωστόσο, η αντικαρκινική δράση 

παρατηρήθηκε μόνο σε όγκους μικρού μεγέθους και η έκφραση του γονιδίου της IFN-β ήταν 

χαμηλή και παροδική.  

   Με την υποσχόμενη προοπτική των ογκολυτικών ιών ως καινοτόμου θεραπευτικής 

στρατηγικής για τη θεραπεία του καρκίνου, η ομάδα του Steven Albelda ξεκίνησε ερευνητικές 

μελέτες για την αξιολόγηση της αντικαρκινικής δράσης του ανασυνδυασμόνου, 

πολλαπλασιαζόμενου ογκολυτικού ιού θυλακιώδους στοματίτιδας που εκφράζει το γονίδιο IFN-

β για το μεσοθηλιωμα, με στόχο να βελτιώσει τα παραπάνω κλινικά αποτελέσματα. Η μελέτη 

που παρουσιάζεται σε αυτήν τη διατριβή είχε ως στόχο την αξιολόγηση της ικανότητας του 

ογκολυτικού ιού VSV.IFN-β για λύση καρκινικών κυττάρων μεσοθηλιώματος και της 

καταλληλότητάς του για κλινική μετάφραση. 

 

2. Η ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΗΣ ΙΝΤΕΡΦΕΡΟΝΗΣ-β ΕΝΙΣΧΥΕΙ ΤΗΝ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΤΗΝ ΑΣΦΑΛΕΙΑ ΤΟΥ ΟΓΚΟΛΥΤΙΚΟΥ 

ΙΟΥ ΘΥΛΑΚΙΩΔΟΥΣ ΣΤΟΜΑΤΙΤΙΔΑΣ ΣΤΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΟΥ 

ΚΑΚΟΗΘΟΥΣ ΜΕΣΟΘΗΛΙΩΜΑΤΟΣ 

 

2.1. Εισαγωγή  

 
  To κακόηθες μεσοθηλίωμα είναι ένας επιθετικός καρκίνος της πλευριτικής ή περιτοναϊκής 

κοιλότητας που σχετίζεται με την έκθεση σε ίνες αμιάντου (1). Λόγω της έλλειψης 

αποτελεσματικής θεραπείας, λίγοι ασθενείς επιβιώνουν περισσότερο από 2 χρόνια από τη στιγμή 

της διάγνωσης (1), γέγονος που υπογραμμίζει την ανάγκη ανεύρεσης καινούργιων 

αποτελεσματικών θεραπειών. Με αυτό το σκοπό αναπτύσσονται ογκολυτικοί ιοί που μπορούν 

να πολλαπλασιάζονται επιλεκτικά εντός των καρκινικών κυττάρων χωρίς να προσβάλλουν τα 

φυσιολογικά κύτταρα. Θεωρητικά η χρήση ογκολυτικών ιών με την ικανότητα 

πολλαπλασιασμού (replication-competent) απαιτεί χορήγηση μικρότερου ιικού φορτίου σε έναν 

όγκο για την εξασφάλιση προσβολής κατά το δυνατόν όλων των καρκινικών κυττάρων εντός 

του όγκου (2, 3). Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι ο ιός θυλακιώδους στοματίτιδας (VSV) 

που πολλαπλασιάζεται εντός του κυτταροπλάσματος και είναι εξαιρετικά λυτικός,  παρουσιάζει 

αποτελεσματικότητα σε διάφορα προκλινικά μοντέλα όγκων (4, 5). Ο ιός VSV προτάθηκε 

αρχικά ως πιθανός ογκολυτικός παράγοντας διότι η  λοίμωξη φυσιολογικών κυττάρων από το 

VSV προκαλλεί την παραγωγή τύπου Ι IFN (IFNα/β) που παρεμποδίζουν τον πολλαπλασιαμό 

του ιού και συνεπώς καταπολεμούν την εξάπλωση της ιικής προσβολής στα φυσιολογικά 
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κύτταρα. Αντιθέτως, πολλά καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν ελλειμματική ικανότητα αντιικής 

«απάντησης» με την παραγωγή IFN τύπου Ι (6-8), κατί που επιτρέπει τον ανεμπόδιστο 

πολλαπλασιασμό του ιού και την επακόλουθη ογκόλυσή τους (9-11). O VSV είναι ένας ισχυρός 

ογκολυτικός ιός και είναι δραστικός σε μία ποικιλλία τόσο όγκων του ανθρώπου όσο και όγκων 

ποντικιών. (5, 9-17). Επιπλέον έχουμε δείξει σε προηγούμενες μελέτες ότι η αντικαρκινική 

δράση του VSV σε ανοσοεπαρκή ποντίκια δε βασίζεται μόνο σε άμεσο πολλαπλασιασμό του ιού 

και στην επακόλουθη λύση των καρκινικών κυττάρων, αλλά επιπλέον εξαρτάται και από τη 

δράση των CD8 και ΝΚ (natural killer) Τ-λεμφοκυττάρων (4).  

   Η εύκολη πρόσβαση των όγκων μεσοθηλιώματος καθιστά αυτόν τον όγκο ιδανικό στόχο για 

την εφαρμογή ογκολυτικής ιοθεραπείας, καθώς ο ιός μπορεί να χορηγηθεί τοπικά (18) 

(συστηματική χορήγηση ογκολυτικών ιών προκαλλεί την παραγωγή ουδετεροποιητικών 

αντισωμάτων που μειώνουν την ογκολυτική τους δράση). Η χρήση ενός ογκολυτικού ιού στη 

θεραπεία του μεσοθηλιώματος αποτελεί προέκταση προηγούμενων προκλινικών μελετών μας σε 

ποντίκια, στις οποιές χορήγηση του γονιδίου της IFN-β εντός όγκων μεσοθηλιώματος με τη 

χρήση ενός μη πολλαπλασιαζόμενου αδενοϊού (non-replicative vector) απέφερε σημαντικά 

θεραπευτικά αποτελέσματα(19, 20). Η έκφραση του γονιδίου της IFN-β επέφερε αναστολή της 

ανάπτυξης καθώς και θεραπεία των όγκων, που αποδόθηκε στην πολλαπλή αντικαρκινική δράση 

της IFN-β, συμπεριλαμβανομένης της ενίσχυσης της έμμεσης ανοσιακής αντίδρασης, της 

αναστολής πολλαπλασιασμού των κυττάρων (21) και της «ωρίμανσης» των Τ-κυτταρικών 

ανοσιακών αντιδράσεων(19, 22, 23). Αντίστοιχες κλινικές μελέτες μας έχουν επιφέρει ανάλογα 

αισιόδοξα αποτελέσματα (24).  

   Τα παραπάνω δεδομένα (19, 20, 24, 25) υποστηρίζουν ότι η ενσωμάτωση και έκφραση του 

γονιδίου της IFN-β από τον ιό VSV  (21) θα ενισχύσει περαιτέρω την αντικαρκινική 

ανοσοθεραπευτική δράση του. Επιπλέον, η ενσωμάτωση του γονιδίου της IFN-β στον ιό VSV 

αναμένεται να ενισχύσει το προφίλ ασφάλειας αυτού του ιού, σε περίπτωση ιικής προσβολής 

φυσιολογικών κυττάρων (21). Συνεπώς, δεδομένου ότι τα φυσιολογικά κύτταρα έχουν πλήρως 

λειτουργικές απαντήσεις στην IFN-α/β (σε αντίθεση με τα περισσότερα καρκινικά κύτταρα), που 

καταστέλλουν πλήρως τον πολλαπλασιασμό του ιού VSV τόσο in vitro όσο και in vivo, 

υποθέσαμε ότι η αύξηση της έκφρασης της IFN-β με την ενσωμάτωση του αντίστοιχου γονιδιού 

στον ιό VSV αναμένεται να περιορίσει την πιθανή τοξικότητα του VSV-IFN-β χωρίς να 

επηρρεάσει σημαντικά την αντικαρκινική του δράση. Αυτό είναι σημαντικό δεδομένου ότι σε 

ορισμένα προκλινικά μοντέλα ποντικιών, η χορήγηση του VSV σε υψηλές δόσεις οδήγησε σε 

θανατηφόρο νευροτοξικότητα (ιδιαίτερα σε ανοσοκατασταλμένα ποντίκια, 10, 21).  

  Σε αυτήν τη μελέτη, εξετάσαμε την IFN-β ως θεραπευτικό γονίδιο εκφραζόμενο από τον ιό 

VSV ως καινούργια θεραπεία για όγκους μεσοθηλιώματος, υποθέτοντας ότι ο ιικός φορέας 

VSV-IFN-β θα ενισχύσει την ανοσοθεραπευτική αποτελεσματικότητα, την αυξήσει εξάπλωση 

του ιού από κύτταρο σε κύτταρο και θα βελτιώσει το προφίλ ασφαλείας του VSV. Με τα 

παρακάτω πειράματα αποδείξαμε ότι ο VSV-IFN-β προκαλλεί αποτελεσματική λύση της 

καρκινικής κυτταρικής σειράς ΑΒ12 ποντικιών καθώς και ότι ή έκφραση της IFN-β δεν 

επιρρεάζει σημαντικά τον πολλαπλασιασμό του ιού. Τοπική χορήγηση του ιού VSV-IFN-β 

προκάλεσε την πλήρη υποχώρηση των όγκων μεσοθηλιώματος σε προκλινικά μοντέλα 

ποντικιών, παρατήρηση που αποδίδεται τουλάχιστον εν-μέρει σε ενεργοποίηση CD8 T-

κυττάρων μέσω του ιού VSV. Επιπλέον επιβεβαιώσαμε ότι η έκφραση IFN-β καθιστά τον ιό 

VSV πιο ασφαλή και προστάτευσε ανοσοανεπαρκή ποντίκια (SCID) από θανατηφόρο 

νευροτοξικότητα. Αυτά τα δεδομένα υποστηρίζουν την χρήση του VSV-IFN-β ως νέας 

θεραπευτικής προσέγγισης σε ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα. 
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2.2.Υλικά και Μέθοδοι 

 
Κυτταρικές σειρες. Αγοράστηκε η ανθρώπινη κυτταρική σειρά MSTO-21 1H από το American 

Tissue Type Collection. O Dr. Bruce Robinson (Univesity of Western Australia, Perth, Australia) 

παρείχε την κυτταρική σειρά ποντικιών ΑΒ12. Τα κύτταρα Β16ova, μία κυτταρική σειρά 

μελανώματος ποντικιών, προέκυψε από τη μεταγωγή της αντίστοιχης κυτταρικής σειράς με 

cDNA που κωδικοποιεί το γονίδιο chicken ovalbumin.  

 

Ιικά strains. Tα ιικά strains VSV.mIFN-β και VSV.hINF-β περιγράφθηκαν αρχικά από τον 

Obuchi et al. (2003). To strain VSV.GFP παρήχθηκε οπώς έχει περιγραφθεί από τους Diaz RM 

et al (2007). Tα ιικά strains παρασκευάστηκαν στο Core Viral Facility της Mayo Clinic 

(Rochester, MN).  

 

MTT μέθοδος. Η μέθοδος ΜΤΤ εφαρμόστηκε με τα ιικά strains VSV.mIFN-β και VSV.GFP. Tα 

κύτταρα τοποθετήθηκαν και καλλιεργήθηκαν εις τετραπλούν σ πλακίδια με 96 υποδοχείς (96-

well) και μολύνθηκαν με διάφορες συγκεντρώσεις ιικών διαλυμάτων (multiplicities of infection 

MOIs). H βιωσιμότητα των προσβεβλημένων κυττάρων αξιολογήθηκε σε διαφορετικά χρονικά 

σημεία κατά τις οδηγίες του κατασκευαστή της μεθόδου (Promega).  

 

Ανάλυση ELISPOT για την έκκριση της IFN-γ. Ο σπλήνας ή οι λεμφαδένες που παροχέτευαν 

αντίστοιχους όγκους ελήφθησαν από ποντίκια σε συγκεκριμένα χρονικά σημεία. Για την 

εφαρμογή της μεθόδου ELISPOT, 10.000 κύτταρα τοποθετήθηκαν εις τριπλούν σε πλακίδια με 

96 υποδοχείς και εκτέθηκαν σε πεπτίδια για 48 ώρες  στους 37οC (όλα τα πεπτίδια σε 

συγκέντρωση 5μg/ml). Κηλύδες θετικές για IFN-γ που προκλήθηκαν από τα πεπτίδια 

αξιολογήθηκαν κατά τις οδηγίες του κατασκευαστή της μεθόδου (Mabtech, Inc.) και 

μετρήθηκαν με τη βοήθεια απεικονιστικού software. Τα ακόλουθα πεπτίδια καταστευάστηκαν 

στο Mayo Clinic Core Facility: EGSRNQDWL, gp100 ποντικιού, SIINFEKL, chicken OVA, 

TRP-2 ποντικιού, RGYVYQGL, VSV-N.  

 

Πειράματα με ποντίκια (in vivo studies). ‘Ολα τα πειράματα εγκρίθηκαν απο το Mayo 

Foundation ή την Επιτροπή Χρήσης Ζώων του University of Pennsylvania με βάση τον Οδηγό 

για τη Φροντίδα και Χρήση Εργαστηριακών Ζώων. Για την ανάπτυξη υποδόριων όγκων, έγιναν 

υποδόριες ενέσεις με 5x10
5 

Β16ova κύτταρα, 1x10
6
 AB12 κύτταρα ή 1x10

6 
MSTO-211H 

κύτταρα σε 100μL PBS στη γλουτιαία χώρα ποντικιών C57Bl/6, BALB/c ή σε ποντίκια με 

Σοβαρή Συνδυασμένη Ανοσοανεπάρκεια (SCID), αντιστοίχως. Oταν οι όγκοι έφτασαν το 

μέγεθος των 200mm3, πραγματοποιήθηκαν ενέσεις εντός των όγκων με μέσο ελέγχου ή με 5 x 

10
8
 pfu ιικού strain C57Bl/6) ή 6.6 x 10

8
 pfu σε 100μL κάθε ιικού strain (VSV.mIFN-β ή 

VSV.hIFN-β) μία φορά την έβδομάδα για δύο (C57Bl/6, SCID) ή τρεις (BALB/c) συνεχόμενες 

εβδομάδες. Το μέγεθος των όγκων μετριόταν δύο φορές την εβδομάδα και τα ποντίκια 

υπόκεινταν σε ευθανασία εάν παρουσιαζόταν τοξικότητα ή το μέγεθος του όγκου ξεπερνούσε τα 

1500mm3. Για ενδοπεριτοναϊκούς όγκους, έγιναν ενδοπεριτοναϊκές ενέσεις με 3.5x10
5 

κύτταρα. 

Την τέταρτη μέρα, η ανάπτυξη ενδοπεριτοναϊκών όγκων επιβεβαιωνόταν και γίνονταν ενέσεις 

με μέσο ελέγχου ή με 6.6x10
8 

pfu ιικού strain se 100μL μέσου (VSV.mIFN-β ή VSV.hIFN-β)  
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Εξάλειψη CD8+ T-κυττάρων σε ποντίκια. BALB/c ποντίκια έλαβαν ενδοπεριτοναϊκές ενέσεις 

200μg αντι-CD8 μονοκλωνικού αντισώματος που παράχθηκε απο anti-CD8 υβρίδωμα 53.6.7 

(American Type Culture Collection). Οι ενέσεις χορηγήθηκαν 3 ημέρες και 1 ημέρα πριν από 

την ενδοπεριτοναϊκή έγχυση ΑΒ12 κυττάρων. Ακολούθως, δόσεις διατήρησης του αντισώματος 

χορηγούνταν ενδοπεριτοναϊκά κάθε 7 ημέρες κατά τη διάρκεια όλου του πειράματος για τη 

διατήρηση της εξάλειψης της λειτουργίας των CD8 Τ-κυττάρων. Η εξάλειψη CD8+ Τ-κυττάρων 

επιβεβαιώθηκε με κυτταρομετρία ροής σπληνικών κυτταρικών διαλυμάτων την ημέρα της 

έγχυσης ΑΒ12 κυττάρων καθώς και εβδομαδιαία. Την ημέρα 11 και 18 του πειράματος, τα 

ποντίκια έλαβαν 6.6x10
8 

pfu VSV.mIFN-β ή μέσο ελέγχου (PBS). Το μέγεθος των όγκων 

μετριόταν δύο φορές την εβδομάδα και τα ποντίκια υπόκεινταν σε ευθανασία εάν 

παρουσιαζόταν τοξικότητα ή το μέγεθος του όγκου ξεπερνούσε τα 1500mm3. 

 

Κυτταρομετρία ροής και ενδοκυτταρική μέθοδος staining για IFN-γ. Για την ανάλυση του 

φαινότυπου των κυττάρων, 1x10
6 

κύτταρα «πλύθηκαν» με PBS και 0.1% bone serum albumin 

(wash buffer), επαναδιαλύθηκαν σε κυτταρικό διάλυμα 50μL του wash buffer, και εκτέθηκαν σε 

συζευγμένα αντισώματα για 30 λεπτά στους 4οC. Το OVA-iTag0H-2K
b
-SIINFEKL-PE 

συζευγμένο τετραμερές χρησιμοποιήθηκε κατά τις οδηγίες του καταστευαστή (Beckman 

Coulter). Τα κύτταρα «πλύθηκαν» και επαναδιαλύθηκαν σε 500μL PBS με 4% φορμαλδεϋδης, 

αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής και τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με το FlowJo software. 

Για το ενδοκυτταρικό staining, κυτταρικά διαλύματα (single-cell) προετοιμάστηκαν από όγκους 

που ελήφθησαν σε συγκεκριμένες χρονικές στιγμές (3 ποντίκια ανά ομάδα). Η παραγωγή IFN-γ 

μετά από έκθεση σε πεπτίδια (5μg/ml) μετρήθηκε με την παρουσία Golgi Plug για 4 ώρες. Τα 

κύτταρα υπέστησαν staining, σταθεροποίηση (fixation) και διάτρηση για ενδοκυτταρικό staining 

χρησιμοποιώντας το Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences) κατά τις οδηγίες του 

κατασκευαστή.  

 

Στατιστική ανάλυση. Για τη σύγκριση διαφορών μεταξύ δύο ομάδων χρησιμοποιήσαμε 

unpaired student t-tests. Για συγκρίσεις περισσότερων από τριών ομάδων, χρησιμοποιήσαμε 

analysis of variance with post hoc tesing. Οι καμπύλες επιβίωσης σχεδιάστηκαν με βάση τη 

μέθοδο Kaplain-Meier, και οι στατιστικές διαφορές μεταξύ των διαφορετικών ομάδων 

συγκρίθηκαν χρησιμοποιώντας το log-rank test. 

 

2.3. Αποτελέσματα 

 
O VSV-mIFN-β είναι ισχυρά κυτταροτοξικός έναντι κυττάρων μεσοθηλιώματος in vitro 

 

Τόσο ο VSV (Εικ. 1Α)  όσο και ο VSV-m-IFN-β (Εικ. 1Β) προκάλεσαν ταχύ και εκτεταμένο 

κυτταρικό θάνατο λόγω συνεχούς πολλαπλασιασμού του ιού στα κύτταρα ΑΒ12 σε 

συγκεντρώσεις ιικού φορτίου που κυμαίνονταν από ΜOI 0.01 έως 10 (Εικ. 1C και D). 

Παρατηρήσαμε μία μέτρια αλλά σημαντική μείωση της ταχύτητας πολλαπλασιασμού του VSV-

m-IFN-β σε σύγκριση με τον VSV στη  μικρότερη MOI συγκέντρωση ιικού φορτίου (Εικ. 1C 

και D), που αντίστοιχα αντικατοπτρίστηκε σε ένα σχετικά μικρότερο βαθμό κυτταρικού 

θανάτου (Εικ 1Α και Β), υποδηλώνοντας ότι τα κύτταρα ΑΒ12 μπορεί να διατηρούν ένα μικρό 

βαθμό ενεργότητας του αντιικού «μονοπατιού» της IFN-β που κατ’επέκταση μπορεί να 

αναστέλλει σε μικρό βαθμό και τον πολλαπλασιαμό του VSV σε αυτά τα κύτταρα. Ωστόσο, στις 
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72 ώρες μετά την ιική προσβολή, περισσότερο από 99% των κυττάρων ΑΒ12 είχαν υποστεί 

κυτταρικό θάνατο και από τα δύο ιικά strains (Εικ 1Α και Β).  

 

 
Εικόνα 1. Ο VSV-m-IFN-β είναι ισχυρά κυτταροτοξικός για τα κύτταρα μεσοθηλιώματος in vitro. Κύτταρα ΑΒ12 

τοποθετήθηκαν και καλλιεργήθηκαν σε πλακίδια 96 υποδοχέων και εκτέθηκαν σε διάφορες συγκεντρώσεις ΜΟΙς 

είτε με (Α) VSV ή με (Β) VSV-mIFN-β. Σε συγκεκριμένα χρονικά σημεία, εφαρμόστηκε η μέθοδος ΜΤΤ κατά τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Τα αποτελέσματα απεικονίστηκαν ώς κλάσματα μονάδας σε σχέση με την επιβίωση 

των κυττάρων ελέγου με σταθερά απόκλισης. Κύτταρα ΑΒ12 εκτέθηκαν στον ιό VSV (C ) ή στον VSV-mIFN-β 

(D) για 1 ώρα στους 37 οC σε συγκεκριμένες συγκεντώσεις ιικού φορτίου ΜΟΙs. Μετά από εκκόλαψη, τα κύτταρα 

«πλύθηκαν», και στα συγκεκριμένα χρονικά σημεία, ελήφθηκαν δείγματα για τη μέτρηση του ιικού φορτίου με τη 

μέθοδο πλακών.  

 

Ο VSV-mIFN-β έχει αντικαρκινική δράση έναντι όγκων μεσοθηλιώματος  

 

   Σε αντιστοχία με τα in vitro αποτελέσματα της Εικ. 1, άμεση χορήγηση (ένεση) του VSV-m-

IFN-β εντός υποδόριων όγκων ΑΒ12 σε ανοσοεπαρκή ποντίκια προκάλεσε σημαντική 

αντικαρκινική δράση έναντι των ΑΒ12 όγκων σε σχέση με τους όγκους ελέγχου (P<0.01 την 

ημέρα 32 ; Εικ. 2Α). Αυτή η μείωση στο ρυθμό ανάπτυξης των όγκων μεταφράστηκε σε 

σημαντική αύξηση της επιβίωσης των ποντικιών που έλαβαν ενέσεις VSV-m-IFN-β, ενώ  

τέσσερα από τα οχτώ ποντίκια θεραπεύτηκαν τελείως από τους όγκους τους (Εικ. 2Α), σε 

σύγκριση με κανένα από τα οχτώ ποντίκια της ομάδας ελέγχου. Επιπλέον, αργότερα, όλα τα 

ποντίκια που επεβίωσαν για μεγάλο χρονικό διάστημα απέρριψαν μία δοκιμασία υποδόριας 

εγκατάστασης ζωντανών κυττάρων ΑΒ12. Υποθέτουμε ότι η αντικαρκινική ανοσιακή αντίδραση 

που παρατηρήθηκε στην Εικ. 2Α είναι συγκεκριμένη έναντι των κυττάρων ΑΒ12, αν και δεν 

είχαμε επαρκή αριθμό ποντικιών που επεβίωσαν για μεγάλο χρονικό διάστημα για να τα 

εκθέσουμε σε μία διαφορετική σειρά καρικινικών κυττάρων.  

   Ο VSV-m-IFN-β ήταν επίσης αποτελεσματικός στη θεραπεία ενδοπεριτοναϊκών όγκων ΑΒ12 

με τοπική ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του ιού (Εικ. 2Α). Σε αντίθεση όμως με το μοντέλο 
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υποδόριων όγκων, δεν επιτεύχθηκε πλήρης θεραπεία και μακρά επιβίωση των ποντικιών. 

Ωστόσο, η επιβίωση των ποντικιών που έλαβαν το srain VSV-m-IFN-β  (μέση επιβίωση 54 

ημέρες) αυξήθηκε σημαντικά σε σχέση με τα ποντίκια ελέγχου (μέση επιβίωση, 26 ημέρες ; 

P<0.01). 

   Συνολικά αυτά τα δεδομένα υποστηρίζουν ότι ο VSV-m-IFN-β είναι ένας αποτελεσματικός 

παράγοντας έναντι όγκων μεσοθηλιώματος ΑΒ12 τόσο in vitro όσο και in vivo με υποδόρια και 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση.  

 

Η αποτελεσματικότητα της in vivo θεραπείας εξαρτάται από την βιολογική δραστηριότητα 

της IFN-β 

 

   Βασιζόμενοι σε προηγούμενες μελέτες που έγιναν με τη χρήση ενός μη πολλαπλασιαζόμενου 

αδενοϊού που εξέφραζε την IFN-β (19, 20, 24, 25), η υπόθεσή μας ήταν ότι η προσθήκη του 

γονιδίου της IFN-β στον πολλαπλασιαζόμενο ιό VSV θα ενίσχυε ακόμα περισσότερο την 

ανοσοδιεγερτική επίδραση της κυτταρικής λύσης καρκινικών κυττάρων μέσω του ιού. Για να 

εξετάσουμε αυτήν την υπόθεση, κατασκευάσαμε ένα ιικό strain VSV που εκφράζει την 

ανθρώπινη IFN-β, η οποία είναι ανενεργή σε ποντίκια. Συνεπώς, με αυτό το σκεπτικό, η δράση 

του VSV-m-IFN-β και του VSV-h-IFN-β σε ανοσοεπαρκή ποντίκια παρέχει μία σωστή 

σύγκριση της αντικαρκινικής δράσης που διαμεσολαβείται μέσω της διέγερσης ανοσιακής 

αντίδρασης από το ιικο strain και αυτής που διαμεσολαβείται μέσω της λυτικής δράσης του. 

Επιβεβαιώσαμε ότι τα ιικά strain VSV-m-IFN-β και VSV-h-IFN-β έχουν παρόμοια προφίλ 

πολλαπλασιασμού και κυτταροτοξικότητας έναντι των κυττάρων ΑΒ12 in vitro (δεδομένα που 

δε δείχνονται). Οπως δείξαμε προηγουμένως, η άμεση χορήγηση του VSV-m-IFN-β εντός 

υποδορίων όγκων ΑΒ12 επέφερε σημαντική αντικαρκινική δράση σε σύγκριση με τους όγκους 

ελέγχου που έλαβαν PBS (Εικ. 2Α; P<0.01). Αντιθέτως,  η χορήγηση του VSV-h-IFN-β εντός 

των όγκων δεν επέφερε στατιστικά σημαντικό θεραπευτικό αποτέλεσμα σε σύγκριση με τη 

χορήγηση PBS (Εικ. 2Α; P=0.27), κάτι που υποδηλώνει ότι ένα σημαντικό μέρος της 

αντικαρκινικής δράσης του VSV-IFN-β in vivo διαμεσολαβείται μέσω της ανοσιακής δράσης 

της τοπικής έκφρασης της IFN-β και λιγότερο μεσω της ογκολυτικής δράσης του ιού.  

   Επίσης παρατηρήσαμε μια τάση μεγαλύτερης αποτελεσματικότητας του VSV-m-IFN-β σε 

σχέση με τον VSV-h-IFN-β στο ενδοπεριτοναϊκό μοντέλο χορήγησης του ιού, αν και αυτή η 

διαφορά δεν ήταν στατιστικά σημαντική (P=0.54; Εικ. 2Β). Ωστόσο, τόσο ο VSV-h-IFN-β όσο 

και ο VSV-m-IFN-β ήταν οπωσδήποτε πιο αποτελεσματικοί στη θεραπεία σε σύγκριση με τη 

χορήγηση PBS (P<0.01 και  P<0.0001, αντιστοίχως).  
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Εικόνα 2. Η in vivo θεραπεία εξαρτάται από τη βιολογική δραστικότητα της IFN-β. Ομάδες (n=8) ποντικιών 

BALB/C με υποδόριους (Α) ή ενδοπεριτοναϊκούς όγκους (Β)  ΑΒ12 έλαβαν ορό, VSV-m-IFN-β ή VSV-h-IFN-β σε 

δόση 6.6 x 10 8 pfu, μία φορά την εβδομάδα για 3 εβδομάδες. Η χορήγηση VSV-m-IFN-β οδήγησε σε σημαντική 

υποχώρηση των υποδόριων όγκων (P<0.01) σε σύγκριση με το group ελέγχου, ενώ o VSV-h-IFN-β δεν επέφερε 

σημαντική θεραπευτική δράση. Ωστόσο, τόσο ο VSV-m-IFN-β όσο και ο VSV-h-IFN-β αύξησαν σημαντικά την 

επιβίωση στο ενδοπεριτοναϊκό μοντέλο σε σύγκριση με το group ελέγχου (P<0.0001 και P<0.01, αντιστοιχως). 

 

Η έκφραση της IFN-β μέσω του VSV ενισχύει την αντικαρκινική δράση του μέσω της  

διέγερσης CD8 T-κυττάρων 

 
   Για να διευκρινίσουμε περαιτέρω τους ανοσολογικούς μηχανισμούς με τους οποίους η IFN-β 

ενισχύει τη θεραπεία που επιφέρει η τοπική χορήγηση του VSV εντός των όγκων, τα πειράματα 

της Εικ. 2 επαναλήφθηκαν σε ποντίκια SCID. Η χορήγηση VSV-IFN-β εντός των όγκων μείωσε 

σημαντικά το ρυθμό ανάπτυξης των όγκων σε ποντίκια SCID σε σύγκριση με τα ποντίκια 

ελέγχου (P<0.001, Eικ.3Α). Ωστόσο, οι όγκοι ΑΒ12 αναπτύσσονται με ταχύτερο ρυθμό σε 

ποντίκια SCID σε σύγκριση με ανοσοεπαρκή ποντίκια ΒΑLB/c. Ετσι, μετρώντας το ποσοστό 

αναστολής της ανάπτυξης των όγκων μεταξύ των ποντικιών ελέγχου και των ποντικιών που 

έλαβαν VSV-IFN-β, παρατηρήσαμε ότι υπάρχει σημαντική διαφορά στην αποτελεσματικότητα 

του VSV-IFN-β μεταξύ ανοσοεπαρκών και ανοσοκατασταλμένων ποντικιών (P<0.0001 για όλες 

τις ημέρες ; Εικ. 3Β). Ετσι, την ημέρα 14 μετά από τη χορήγηση του VSV-m-IFN-β εντός των 
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όγκων, αν και στα ποντίκια SCID το ποσοστό αναστολής της ανάπτυξης των όγκων ήταν 35%, 

το αντίστοιχο ποσοστό στα ανοσοεπαρκή ποντίκια ήταν 60%. Συνεπώς, η απουσία Τ ή/και Β- 

κυττάρων στα ποντίκια SCID ήταν υπεύθυνη για την απώλεια περίπου 50% της αντικαρκινικής 

αποτελεσματικότητας του VSV-IFN-β στο μοντέλο υποδόριων όγκων ΑΒ12 14 ημέρες μετά από 

την αρχική χορήγηση του ιού.  

   Σε αντιστοιχία με τα αποτελέσματα της Εικ. 3Α και Β, όγκοι που αναπτύχθηκαν σε ποντίκια 

χωρίς δραστικά CD8 T-κύτταρα και υπέστησαν θεραπεία με χορήγηση του VSV-IFN-β εντός 

των όγκων, παρουσίασαν αναστολή της ανάπτυξής τους κατά 25% σε σύγκριση με τους όγκους 

ελέγχου 14 ημέρες μετά την έναρξη χορήγησης του VSV-IFN-β, σε σύγκριση με το ποσοστό 

αναστολής 60% σε ανοσοεπαρκή BALB/c ποντίκια (P<0.0001 ; Εικ. 3C και D). Aυτά τα 

αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι περίπου 50% της αντικαρκινικής αποτελεσματικότητας της 

χορήγησης του VSV-IFN-β εντός υποδόριων όγκων μεσοθηλιώματος ΑΒ12 σε ανοσοεπαρκή 

ποντίκια εξαρτάται από τη δράση των CD8 T-κυττάρων.  
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Εικόνα 3. Η έκφραση της IFN-β από τον ιό VSV ενισχύει την αντικαρκινική θεραπεία του VSV-IFN-β μέσω της 

επαγωγής CD8 Τ-κυττάρων. Ομάδες (n=8) ποντικιών BALB/C, SCID (A) ή ποντίκια με απενεργοποιημένο CD8 

πληθυσμό κυττάρων (CD8 depleted) (C) με υποδόριους όγκους ΑΒ12 κυττάρων μεσοθηλιώματος έλαβαν όρο ή 

VSV-mIFN-β (6.6 x 10 8 pfu), μια φορά την εβδομάδα για 2 συνεχόμενες εβδομάδες. B και D, επειδή οι όγκοι 

AB12 αναπτύσσονται γρηγορότερα στα SCID και CD-8 depleted ποντίκια σε σύγκριση με τα ανοσοεπαρκή 

ποντίκια BALB/C, υπολογίστηκε ένα ποσοστό αναστολής ανάπτυξης μεταξύ των όγκων ελέγχου και των όγκων 

που έλαβαν VSV-IFN-β ως εξής: V control- V VSVmIFN-β/ V control x 100. 

 

Η έκφραση της IFN-β δεν επάγει ανιχνεύσιμες αντιδράσεις Τ- κυττάρων έναντι 

χαρακτηριστικών αντιγόνων των καρκινικων κυττάρων ΑΒ12 μεσοθηλιώματος  

 

   Δεδομένης αυτής της εξάρτησης της αντικαρκινικής δράσης του VSV-IFN-β από τα CD8 Τ-

κύτταρα, θεωρήσαμε ενδιαφέρον να διερευνήσουμε περαιτέρω αυτήν την ανοσιακή αντίδραση 

που διαμεσολαβείται από την IFN-β. Επειδή η σειρά ΑΒ12 δε φέρει συγκεκριμένα γνωστά 

καρκινικά αντιγόνα, διεκπεραιώσαμε επιπλέον μηχανιστικές μελέτες χρησιμοποιώντας την 

κυτταρική σειρά Β16ova, η οποία έχει ένα πληρέστερα γνωστό ανοσολογικό προφίλ και 

επιπλέον εκφράζει το νεο-αντιγόνο chicken ovalbumin που μας επέτρεψε να χρησιμοποιήσουμε 

CD8 Τ-κυττάρα έναντι του συγκεκριμένου αντιγόνου (τετραμερή). Εχουμε διεξάγει 

προηγούμενες μελέτες των ανοσολογικών αντιδράσεων με τη θεραπεία wild-type VSV στο 

συγκεκριμένο μοντέλο Β16ova (4). Αρχικά δείξαμε ότι το μοντέλο υποδόριων όγκων Β16ova σε 

ποντίκια C57Bl/6 «απάντησε» στη θεραπεία με VSV-mIFN-β με τον ίδιο τρόπο που 

«απάντησαν» οι όγκοι ΑΒ12 σε ποντίκια BALB/C (Εικ.4Α). Ακολούθως, απομονώσαμε 

σπληνοκύτταρα από ποντίκια C57Bl/6 στα οποία χορηγήθηκαν VSV- ή VSV-mIFN-β και 

εξετάσαμε το μέγεθος και την ειδικοτητα των ανοσολογικών Τ-κυτταρικών αντιδράσεων έναντι 

ιικών ή καρκινικών αντιγόνων. Για την παρακολούθηση των ανοσολογικών αντιδράσεων έναντι 

των καρκινικών αντιγόνων, εκμεταλλευτήκαμε το γεγονός ότι ποντίκια C57Bl/6 που φέρουν 
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όγκους B16οva αντιδρούν με την παραγωγή ειδικών Τ-κυτταρικών αντιδράσεων έναντι του 

επιτόπου SIINFEKL του πρότυπου καρκινικού αντιγόνου OVA. 

   Χορήγηση του VSV εντός των όγκων Β16ova φαίνεται ότι επάγει μεγάλο αριθμό Τ-κυττάρων 

που αναγνωρίζουν τον ανοσολογικά επικρατέστερο επίτοπο της ιικής πρωτεϊνης Ν, σε σύγκριση 

με τους όγκους ποντικιών που έλαβαν ενέσεις με αδρανοποιημένο με θέρμανση VSV (Eικ. 4Β, 

στήλη 2 και στήλη 7), αν και δεν παρουσιάστηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των Τ-

κυτταρικών απαντήσεων έναντι του ιικού αντιγόνου Ν σε σύγκριση με τα ποντίκια ελέγχου που 

εκτέθηκαν σε δραστικό ιό VSV (Eικ. 4Β, στήλη 6 και στήλη 7). Εκφραση της IFN-β από τον ιό 

VSV γενικά ενίσχυσε τη συχνότητα επαγωγής Τ- κυττάρων έναντι της ιικής Ν πρωτεϊνης σε 

σύγκριση με τα ποντίκια που έλαβαν το strain VSV (Eικ. 4Β, στήλη 12). Ωστόσο, 

παρατηρήσαμε επίσης ότι τα σπληνοκύτταρα από ποντίκια που έλαβαν είτε το strain VSV είτε 

το VSV-mIFN-β παρουσίασαν μία γενικευμένη, αντιγονικά μη-ειδική ενεργοποίηση, σε 

αντιστοιχία με την αυξημένη συχνότητα IFN-γ-producing spots που παράγεται μόνο με την 

έκθεση στα ιικά strain του VSV και χωρίς περαιτέρω ενεργοποίηση με την έκθεση σε ειδικό 

αντιγόνο (Εικ. 4Β, στήλη 11). Σε σύγκριση με τη συχνότητα αντιγονικά μη ειδικών Τ-

κυτταρικών απαντήσεων (χωρίς έκθεση σε συγκεκριμένο πεπτίδιο), δεν παρατηρήσαμε 

στατιστικά σημαντική αύξηση της συχνότητας των Τ-κυττάρων έναντι του επίτοπου SIINFEKL-

OVA στα σπληνοκύτταρα ή στους λεμφαδένες ποντικιών που έλαβαν VSV-IFN-β (Εικ. 4Β, 

στήλη 13). Επίσης, η συχνότητα των Τ-κυττάρων έναντι του OVA στα ποντίκια που έλαβαν το 

strain VSV-IFN-β δεν ηταν υψηλότερη σε στατιστικά σημαντικό βαθμό σε σύγκριση με τα 

ποντίκια που έλαβαν το strain VSV, αν και μεταξύ των πειραμάτων παρατηρήθηκε τάση 

υψηλότερης συχνότητας στα ποντίκια που έλαβαν VSV-IFN-β (Εικ. 4Β, στήλη 8 και στήλη 

13). 

   Σε αντιστοιχία με τα παραπάνω αποτελέσματα, αν και η χορήγηση του VSV εντός των όγκων 

ενίσχυσε σημαντικά το μέγεθος της αντίδρασης Τ- κυττάρων έναντι ιικών αντιγόνων (Εικ. 4C, 

στήλη 6 και στήλη 7), δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των Τ- κυτάρων έναντι 

των ειδικών καρκινικών αντιγόνων OVA, TRP-2 ή του gp100 (Εικ. 4C, στήλη 6 και στήλες 8-

10). Εκφραση της IFN-β από τον ιό δεν αύξησε την αντιική Τ- κυτταρική απάντηση (σε σχέση 

με την έκθεση στον VSV) ή την Τ-κυτταρική απάντηση έναντι του αντιγόνου OVA εντός του 

όγκου (Εικ. 4C, στήλη 8 και στήλη 13). Aνάλογα, αν και παρατηρήσαμε μία τάση προς 

αυξημένο αριθμό Τ-κυττάρων έναντι του αντιγόνου OVA εντός των όγκων που εκτέθηκαν στο 

VSV σε σύγκριση με τα ποντίκια ελέγχου, αυτή η τάση δεν ήταν στατιστικά σημαντική (Εικ. 

4D). Αναλόγως, η έκφραση IFN-β από το VSV δεν τη συχνότητα των Τ-κυτταρικών 

απαντήσεων έναντι ειδικών καρκινικών αντιγόνων είτε στους όγκους είτε στο σπλήνα των 

ποντικιών, σε σύγκριση με τα ποντίκια ελέγχου ή τα ποντίκια που έλαβαν VSV (Εικ. 4D και E).   

  Συνολικά, τα παραπάνω αποτελέσματα δείχουν ότι η χορήγηση του VSV εντός των όγκων 

μεσοθηλιώματος επαγει αντιικές Τ- κυτταρικές απαντήσεις, που ενισχύονται ακόμα περισσότερο 

με την έκφραση IFN-β από τον ιό. Επιπλέον, η χορήγηση του VSV εντός των όγκων σχετίζεται 

με την επαγωγή αντιγονικά μη ειδικής Τ-κυτταρικής ενεργοποίησης. Τελειώνοντας, δεν 

καταφέραμε να δείξουμε επαγωγή Τ- κυτταρικών απαντήσεων έναντι των ειδικών καρκινικών 

αντιγόνων TRP-2, gp100 και του τεχνητού αντιγόνου OVA σε επίπεδα υψηλότερα από αυτά των 

ποντικιών ελέγχου.  
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Η IFN-β παρέχει ενισχυμένη προστασία έναντι της νευροτοξικότητας που προκαλλείται απο 

τoν VSV 

 

   Ενας βασικός λόγος της ενσωμάτωσης του γονιδίου της IFN-β στον ιό VSV ήταν η αύξηση 

της ασφάλειάς του στην περίπτωση ιικής προσβολής φυσιολογικών κυττάρων-στην περίπτωση 

αυτή η έκφραση της IFN-β αναμένεται να ενισχύσει την αντιική απάντηση των φυσιολογικών 

κυττάρων, αποτρέποντας τον πολλαπλασιαμό του ιού και συνεπώς τον κυτταρικό θάνατο. Η 

τοξικότητα του VSV, που περιλαμβάνει και τη νευροτοξικότητα, είναι περισσότερο εμφανής σε 

ανοσοκατασταλμένα ποντίκια. Για αυτόν το λόγο, υποδόριοι όγκοι της ανθρώπινης κυτταρικής 

σειράς MSTO-211H αναπτύχθηκαν σε SCID ποντίκια, στους οποίους ακολούθως χορηγήθηκαν 

VSV-h-IFN-β (η ανθρώπινη IFN-β δεν επιφέρει προστασία των ιστών του ποντικιού από ιική 

προσβολή) ή VSV-m-IFN-β (η IFN-β του ποντικιού προστατεύει τους ιστούς του ποντικιού από 

την ιική προσβολή). Οι όγκοι των ποντικιών που έλαβαν το strain VSV-h-INF-β εμφάνισαν 

σημαντική μείωση του μεγέθους τους σε σύγκριση με τα ποντίκια ελέγχου (Εικ. 5), αλλά 

ταυτόχρονα εμφάνισαν και σημαντική νευροτοξικότητα την ημέρα 40 μετά από την 

εγκατάσταση των όγκων, που κατέστησε απαραίτητη τη διακοπή του πειράματος στο 

συγκεκριμένο group. Αντιθέτως, χορήγηση του VSV-m-IFN-β οδήγησε στον ίδιο βαθμό 

αναστολής του της ανάπτυξης των όγκων την ημέρα 40 μετά την εμφύτευση των κυττάρων, 

αλλά χωρίς εμφανή τοξικότητα. Αυτή η έλλειψη τοξικότητας επέτρεψε τη συνέχιση του 

πειράματος, που οδήγησε στην υποχώρηση όγκων και στην εμφάνιση ποντικιών με μακρά 

επιβίωση (Εικ. 5). Αυτά τα αποτελέσματα επιβεβαιώνουν ότι η ενσωμάτωση του γονιδίου της 

IFN-β στον ιό VSV προσθέτει το σημαντικό πλεονέκτημα της προστασίας από τη 

νευροτοξικότητα που μπορεί να προκαλέσει ο VSV και επιτρέπει την εκδήλωση της 

αποτελεσματικότητας του VSV προστατεύοντας τα φυσιολογικά κύτταρα από τις πιθανές 

τοξικές δράσεις του VSV.  
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Εικόνα 4. Η έκφραση της IFN-β δεν επάγει ανιχνεύσιμες ειδικές Τ-κυττάρικές απαντήσεις έναντι καρκινικών 

αντιγόνων. Α, ομάδες (n=8) C57Bl/6 ποντικιών με υποδόριους όγκους B16οva έλαβαν ορό ή VSV-m-IFN-β (5 x10 

8 pfu) τις ημέρες 8 και 12 μετά από εμφύτευση των υποδόριων όγκων. Η χορήγηση VSV-mIFN-β οδήγησε σε 

σημαντική υποχώρηση όγκων (P<0.05) σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. Β- Ε, ομάδες C57Bl/6 ποντικιών (n=4) 

με υποδόριους όγκους Β16ova έλαβαν δύο φορές εντός των όγκων απενεργοποιημένο με θέρμανση ιό VSV,  VSV ή 

VSV-m-IFN-β σε συγκέντρωση 5x10 8 pfu. Τα ποντίκια θυσιάστηκαν 7 ημέρες μετά από την τελευταία ένεση και 

τα όργανά τους αποσπάστηκαν προς επεξεργασία. Β, οι λεμφαδένες εκτέθηκαν σε ορό χωρίς πεπτίδιο ή εκτέθηκαν 

στα αντιγόνα ova, VSV-N, TRP-2 ή gp100 και ακολούθως αναλύθηκε η παρουσία κυττάρων που παράγουν IFN-γ 

με τη μέθοδο ELISpot. Oι τελέιες στο διάγραμμα αντιστοιχούν στο μέσο όρο 2 ή 3 αξιών από το ίδιο ποντίκι ; 

στήλες, σταθερά απόκλισης. C, καρκινικά κύτταρα εκκολάφθηκαν για 4 ώρες με την παρουσία Golgi plug με ή 

χωρίς τα αναφερόμενα πεπτίδια και αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής για την παρουσία ενδοκυττάριας IFN-γ. 
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Επιπλέον, καρκινικά κύτταρα (D) και σπληνοκύτταρα (Ε) αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής για την παρουσία 

H2-Kb-SIINFEKL-tetramer-positive CD8 κύτταρα. 
 

 

 

 
 
Εικόνα 5. Η IFN-β επιφέρει ενισχυμένη ασφάλεια έναντι της νευροτοξικότητας που προκαλλείται απο το VSV. 

Ομάδες (n=8) ποντικιών SCID με υποδόριους όγκους MSTO-211H έλαβαν ορό, VSV-m-IFN-β ή VSV-h-IFN-β σε 

μία δόση 6.6x 10 8 pfu, μια φορά την εβδομάδα για 2 συνεχόμενες εβδομάδες. Η χορήγηση και των δύο ιικών 

strains οδήγησε σε σημαντική μείωση του μεγέθους των όγκων σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (P<0.0001 και 

για τις δύο ομάδες). Ωστόσο τα ποντίκια που έλαβαν VSV-hIFN-β εκδήλωσαν νευροτοξικότητα και θυσιάστηκαν 

την ημέρα 40 μετά την εμφύτευση των όγκων. 

 

2.4. Συμπεράσματα 

 
   Βασιζόμενοι στην υπόθεση ότι η έκφραση της IFN-β μπορεί να αυξήσει την 

ανοσοθεραπευτική αποτελεσματικότητα του VSV, ενώ ταυτόχρονα συμβάλλει στη μείωση της  

συστηματικής τοξικότητάς του, εξετάσαμε την αποτελεσματικότητα του πολλαπλασιαζόμενου 

ογκολυτικού ιικού strain του VSV που εκφράζει το γονίδιο της IFN-β σε ένα μοντέλο 

μεσοθηλιώματος σε ποντίκια. Σε αυτή τη μελέτη δείξαμε ότι τα κύτταρα AB12 είναι πολύ 

ευαίσθητα τόσο στον VSV όσο και στο παράγωγό του VSV-ΙFN-β σε in vitro πειράματα 

(Εικ.1). Η ευαισθησία στο ιικό strain VSV-m-IFN-β επιβεβαιώθηκε και σε in vivo πειράματα με 

χορήγηση του ιού εντός των όγκων καθώς και ενδοπεριτοναϊκά (Εικ. 2). Σε συστοιχία με το 

αρχική μας υπόθεση, σημαντικό μέρος της αντικαρκινικής δράσης του VSV-IFN-β in vivo 

εξαρτάται από ανοσολογικούς μηχανισμούς που επάγονται από την IFN-β, όπως καταδείχτηκε 

σε προκλινικό μοντέλο ποντικιών με την in vivo σύγκριση του VSV-m-IFN-β με το ιικό strain 

VSV-h-IFN-β, στο οποίο η ανθρώπινη IFN-β δεν είναι βιολογικά ενεργή στο ποντίκι (Εικ. 2). Η 

εξάρτηση της αντικαρκινικής δράσης του VSV-IFN-β από την ανοσολογικές του επιδράσεις 
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ήταν πιο εμφανής στο προκλινικό μοντέλο υποδόριων όγκων σε αντίθεση με το ενδοπεριτοναϊκό 

μοντέλο (Εικ. 3Α και Β). Αυτή η διαφορά πιστεύουμε ότι οφείλεται στο γεγονός ότι οι όγκοι 

που αναπτύσσονται στον υποδόριο ιστό μπορεί να διαφέρουν όσον αφορά τη διείσδυσή τους και 

την ενεργοποίηση ανοσολογικών διαμεσολαβητικών κυττάρων, όπως τα μακροφάγα, τα κύτταρα 

ΝΚ (4), και όπως φαίνεται και στην Εικ.3, τα κύτταρα CD8, σε αντίθεση με όγκους της 

ενδοπεριτοναϊκής κοιλότητας. Ωστόσο περαιτέρω μελέτες απαιτούνται για την επαλήθευση 

αυτής της υπόθεσης.  

   Σε προηγούμενες μελέτες δείξαμε ότι η ενσωμάτωση του γονιδίου της IFN-β σε έναν μη-

πολλαπλασιαζόμενο αδενοϊό απέφερε σημαντικά θεραπευτικά αποτελέσματα με τη χορήγηση 

του ιού εντός των όγκων μέσω της επαγωγής ανοσολογικής αντικαρκινικής αντίδρασης (19, 20, 

24, 25). Συνεπώς, υποθέσαμε ότι η προσθήκη του γονιδίου της IFN-β μπορεί να οδηγήσει σε 

ανάλογη ενίσχυση της ανοσοθεραπευτικής αποτελεσματικότητας του ογκολυτικού ιού VSV. Για 

να εντοπίσουμε ειδικές αντιγονικές ανοσολογικές αντιδράσεις έναντι συγκεκριμένων 

καρκινικών αντιγόνων, χρησιμοποιήσαμε την σειρά μελανώματος Β16ova, για την οποία 

υπάρχουν ήδη διαθέσιμες ανοσολογικές τεχνικές μέθοδοι προσδιορισμού τόσο του πρότυπου 

μη-ενδογενούς, τεχνητά ενσωματωμένου αντιγόνου OVA, όσο και μερικών ενδογενών 

αντιγόνων της συγκεκριμένης σειράς μελανώματος. Για να δικαιολογήσουμε τις ομοιότητες 

μεταξύ της σειράς μεσοθηλιώματος και της σειράς μελανώματος, δείξαμε ότι ο VSV-m-IFN-β 

παρέχει αποτελεσματική θεραπεία έναντι των όγκων Β16ova, και ότι η προσθήκη τoυ γονιδίου 

της IFN-β στον ιό VSV εχεί παρόμοια αποτελέσματα όπως στο μοντέλο ΑΒ12 (Εικ. 4Α). 

Ωστόσο, τα αποτελέσματά μας υποδεικνύουν ότι η προσθήκη τoυ γονιδίου της IFN-β στον 

ογκολυτικό VSV δεν ενίσχυσε την επαγωγή ειδικής ανοσολογικής αντίδρασης έναντι 

καρκινικών αντιγόνων (Εικ. 4). Αν και η χορήγηση του VSV εντός των όγκων προκάλεσε την 

επαγωγή ειδικής ανοσολογικής αντίδρασης έναντι συγκεκριμένων αντιικών αντιγόνων (Εικ. 4), 

δεν καταφέραμε να ανιχνεύσουμε ειδικές ανοσολογικές αντιδράσεις έναντι των καρκινικών 

αντιγόνων OVA, του ενδογενούς TRP-2 ή του gp100.  

   Ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε VSV εντός των υποδόριων όγκων τους ανέπτυξαν αυξημένα 

επίπεδα δραστηριότητας των Τ-κυττάρων τους, αν και αυτή η δραστηριότητα ήταν 

συγκεκριμένη μόνο προς ιικά αντιγόνα (Εικ.4 Β-Ε και αλλά δεδομένα που δε δείχνονται). 

Ωστόσο, μελέτες στις οποίες τα CD8 κύτταρα απενεργοποιήθηκαν έδειξαν ότι τα συγκεκριμένα 

κύτταρα ειναι σημαντικά για την αντικαρκινική δράση του VSV-IFN-β. Αυτό μπορεί να 

οφείλεται στο ότι η μη ειδική ανοσολογική ενεργοποίση που επάγει έιτε ο VSV είτε η IFN-β που 

εκφράζεται από τον ιό συνίσταται από ένα σύνολο σχετικά ασθενών πολυκλωνικών αντιγονικών 

ανοσολογικών αντιδράσεων έναντι καρκινικών αντιγόνων, οι οποίες δε δύνανται να ανιχνευθούν 

παρά μόνο μετά από κάποιο έιδος ενίσχυσής τους (amplification). Aυτή η παρατήρηση 

βρίσκεται σε αντιστοιχία με προηγούμενες μελέτες μας που έδειξαν ότι η επαγωγή Τ-κυττάρων 

έναντι του αντιγόνου OVA στο μοντέλο Β16ova είναι ιδανικά αποτελεσματική όταν το αντιγόνο 

εκφράζεται από τον ιό VSV (4). Εναλλακτικά, είναι πιθανό ότι οι ισχυρές αντιικές ανοσολογικές 

αντιδράσεις κυριαρχούν και επισκιάζουν τις Τ-κυτταρικές αντιδράσεις έναντι των καρκινικών 

αντιγόνων εντός του όγκου, και η εξάρτηση της αντικαρκινικής δράσης του VSV από τα CD8 

κύτταρα μπορεί να σχετίζεται με την παρατηρούμενη γενικευμένη ενεργοποίηση των Τ-

κυττάρων από μία ισχυρά αντιγονική ουσία (potently immunogenic adjuvant), παρά με την 

παρουσία ειδικών Τ-κυττάρων που αναγνωρίζουν συγκεκριμένα καρκινικά αντιγόνα. Το 

δεδομένο που υποστηρίζει την πρώτη υπόθεση (γενικευμένη ενεργοποίηση Τ-κυττάρων) είναι η 

απόρριψη υποδόριων όγκων ΑΒ12 όταν κύτταρα ΑΒ12 χορηγήθηκαν επανειλημμένα υποδορίως 

σε ποντίκια τα οποία είχαν ήδη θεραπευτεί από υποδόριους όγκους ΑΒ12 με τη χορήγηση 
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ενέσεων VSV-IFN-β. Συνεπώς, είναι σημαντικό να διερευνηθεί αν αυτή η απόρριψη οφείλεται 

σε μη ειδική αντικαρκινική ανοσολογική αντίδραση (28)- ιδέα συμβατή με την επαγωγή 

γενικευμένης ενεργοποίησης των Τ-κυττάρων από τον VSV- ή σε ενεργοποίηση μικρού αριθμού 

ειδικών Τ- κυττάρων έναντι καρκινικών αντιγόνων. 

   Η έκφραση της IFN-β από τον ιό VSV θα αναμενόταν να μειώσει την αντικαρκινική 

αποτελεσματικότητα του VSV-IFN-β, σε σύγκριση με τον VSV, αναστέλλοντας τον 

πολλαπλασιασμό του ιού εντός των καρκινικών κυττάρων, στην περίπτωση που τα τελευταία 

διατηρούσαν ευαισθησία στη δράση των τύπου Ι IFN. Ωστόσο τα δεδομένα μας, καθώς και τα 

αποτελέσματα άλλων μελετών (5), υποδηλώνουν ότι οι άμεσες ανοσολογικές αντιδράσεις 

(immune effectors) είναι κυρίως υπεύθυνες για την αντικαρκινική δράση του VSV-IFN-β σε 

ανοσοεπαρκή ποντίκια. Συνεπώς οι ανοσοδιεγερτικές επιδράσεις της IFN-β που εκφράζεται απο 

το ιικό strain VSV-IFN-β μπορεί να αντισταθμίζει την αρνητική επίδραση του πιθανώς 

μειωμένου ιικού πολλαπλασιασμού στο θεραπευτικό αποτέλεσμα. Περαιτέρω μελέτες του 

μεγέθους του ιικού πολλαπλασιασμού εντός των όγκων σε διαφορετικά χρονικά σημεία είναι 

απαραίτητες για να επιβεβαιωθεί αυτή η υπόθεση. 

   Σε συνέπεια με τα παραπάνω, οι μελέτες μας δείχνουν έναν κυρίαρχο ρόλο της ανοσολογικής 

επίδρασης του VSV-IFN-β στην αντικαρκινική θεραπεία των όγκων ΑΒ12 σε ανοσοεπαρκή 

ποντίκια (Εικ. 2). Ωστόσο, στο προκλινικό μοντέλο MSTO των ποντικιών SCID (Eικ. 5), η 

θεραπεία των όγκων αποδόθηκε στην ογκολυτική δράση του ιού VSV-IFN-β, διότι τόσο ο VSV-

m-IFN-β όσο και ο VSV-h-IFN-β είχαν ανάλογη αντικαρκινική αποτελεσματικότητα.Αυτά τα 

αποτελέσματα συνάδουν με την υπόθεση ότι η αντικαρκινική δράση της ογκολυτικής 

ιοθεραπείας αποτελεί μία ισορροπία μεταξύ της επαγωγής ανοσολογικών αντιδράσεων (έναντι 

ιικών και καρκινικών αντιγόνων) και άμεσης καταστροφής των καρκινικών κυττάρων μέσω 

πολλαπλασιασμού του ιού και συνεπακόλουθης ογκόλυσης. Σε πλήρως ανοσοεπαρκή ποντίκια, 

οι ανοσολογικές αντιδράσεις κυριαρχούν και προάγουν τόσο την «εκκαθάριση» του ιού όσο και 

του όγκου. Αντιθέτως, σε ανοσοκατασταλμένα SCID ποντίκια, ο ρόλος της άμεσης ογκόλυσης 

είναι πιθανόν να είναι πιο κυρίαρχος και εμφανής.  

   Επιβεβαιώσαμε επίσης ότι η ενσωμάτωση του γονιδίου της IFN-β εντος του VSV προς  

επιπρόσθετη ασφάλεια προστατεύει τα φυσιολογικά κύτταρα και τους ιστούς από τον 

πολλαπλασιασμό και την επακόλουθη τοξικότητα από τον VSV (Εικ. 5). Συνεπώς, η 

ενσωμάτωση του βιολογικά ανενεργού ανθρώπινου γονιδίου της IFN-β στο VSV προκάλεσε 

σημαντική νευροτοξικότητα μετά από χορήγηση του VSV-h-IFN-β σε ανοσοκατασταλμένα 

SCID ποντίκια, στα οποία η τοξικότητα του VSV είναι εμφανής γρηγορότερα σε σύγκριση με τα 

ανοσοεπαρκή ποντίκια. Αντιθέτως, η αντικατάσταση του γονιδίου της ανθρώπινης IFN-β με το 

γονίδιο της  IFN-β ποντικιού αύξησε το θεραπευτικό δείκτη ασφαλείας χώρις εμφανή 

τοξικότητα, κάτι που επέτρεψε την επίτευξη πλήρους θεραπειάς με τη χορήγηση ενέσεων του 

ιού εντός των όγκων. Αυτά τα δεδομένα είναι σύμφωνα με τις τοξικολογικές μας μελέτες που 

στοχεύουν στην έναρξη χρήση του VSV-IFN-β σε κλινικές μελέτες με ασθενείς.. Σε αυτά τα 

πλαίσια έχουμε παρατηρήσει ότι η ενσωμάτωση ενός βιολογικά ενεργού γονιδίου IFN-β στον 

VSV αυξάνει σημαντικά την μέγιστη ανεκτή δόση του κατά περισσότερο από 2 λογαριθμικές 

μονάδες όταν χορηγείται σε μοντέλα τρωκτικών. 

   Συνοπτικά, δείξαμε ότι ο VSV-ΙFN-β αποτελεί έναν υποσχόμενο παράγοντα για τη θεραπεία 

όγκων μεσοθηλιώματος, τόσο σε υποδόρια, όσο και σε ενδοπεριτοναϊκά προκλινικά μοντέλα 

ποντικιών. Η προσθήκη του γονιδίου της IFN-β προσφέρει τόσο ενισχυμένη αντικαρκινική 

δράση μέσω ανοσολογικών μηχανισμών που περιλαμβάνουν την ενεργοποίηση CD8 Τ-

κυττάρων, καθώς και ενισχυμένη ασφάλεια με την παρεμπόδιση του πολλαπλασιασμού του ιού 
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σε μη-καρκινικούς, φυσιολογικούς ιστούς. Η αρχική μας υπόθεση ήταν ότι η χρήση ενός 

πολλαπλασιαζόμενου ιικού φορεά που εκφράζει την IFN-β θα ήταν θεραπευτικά πιο 

αποτελεσματικός από έναν μη-πολλαπλασιαζόμενο αδενοϊό στη θεραπεία όγκων 

μεσοθηλιώματος. Αυτό βασίστηκε στην υπόθεση ότι ο πολλαπλασιαζομενος VSV-IFN-β ιός 

μπορεί να προσβάλλει περισσότερα καρκινικά κύτταρα στο ίδιο χρονικό διάστημα, και συνεπώς, 

εκφράζει υψηλότερα επίπεδα της IFN-β, προκαλώντας έτσι πιο εκτεταμένο κυτταρικό θάνατο 

καθώς και ενισχυμένες ανοσολογικές αντιδράσεις έναντι του όγκου μέσω της δράσης της IFN-β. 

Τα πειράματά μας δείχνουν ότι αυτή η αρχική υπόθεση πιθανώς να μην είναι απαραίτητα σωστή. 

Ετσι, παρατηρούμε πολύ περιορισμένο πολλαπλασιασμό του VSV in vivo, κάτι που σχεδόν 

σίγουρα οφείλεται στην εγγενώς ισχυρή αντιγονικότητα του συγκεκριμένου ιού (5). Επιπλέον, 

αυτή η ισχυρή αντιγονικότητα οδήγησε στην επαγωγή Τ-κυττάρων έναντι του ιού που φαίνεται 

ότι επισκιάζει σε μέγεθος την αντίστοιχη επαγωγή Τ-κυττάρων έναντι συγκεκριμένων 

καρκινικών αντιγόνων. Σε βάση τα παραπάνω αποτελεσματα, το εργαστήριό μας έχει αρχίσει να 

διεξάγει μελέτες σύγκρισης των ιικών φορέων VSV-IFN-β και Ad.IFN-β.  
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3.ΠΡΩΤΟΤΥΠΗ ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΑΠΑΝΩ ΜΕΛΕΤΗΣ (2)  
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4. ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΟΥ ΓΕΝΕΤΙΚΑ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΟΥ ΙΟΥ 

ΘΥΛΑΚΙΩΔΟΥΣ ΣΤΟΜΑΤΙΤΙΔΑΣ ΠΟΥ ΕΚΦΡΑΖΕΙ ΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ ΤΗΣ 

ΙΝΤΕΡΦΕΡΟΝΗΣ-β ΣΤΗ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΟΥ ΚΑΚΟΗΘΟΥΣ 

ΜΕΣΟΘΗΛΙΩΜΑΤΟΣ: Η ΕΤΕΡΟΓΕΝΕΙΑ ΤΗΣ ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑΣ ΣΤΗ 

ΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΙΝΤΕΡΦΕΡΟΝΗΣ-β ΚΑΘΟΡΙΖΕΙ ΤΗΝ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΟΤΗΤΑ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ 

 

 

4.1. Εισαγωγή 
 

   Η ογκολυτική ιοθεραπεία αποτελεί μία αναδυόμενη θεραπεία κατά του καρκίνου (1). Μία 

κατηγορία μικροσκοπικών, γενετικά μη τροποποιημένων RNA ιών, συμπεριλαμβανομένου του 

ιού θυλακιώδους στοματίτιδας (VSV), παρουσιάζει μία εγγενή επιλεκτικότητα για την προσβολή 

καρκινικών κυττάρων, που φαίνεται ότι οφείλεται, εν μέρει, σε ελλειμματικούς εγγενείς 

αντιικούς μηχανισμούς άμυνας των καρκινικών κυττάρων. Αυτοί οι RNA ιοί είναι φυσιολογικά 

σχετικά μη παθογόνοι λόγω της υψηλής ευαισθησίας τους στην αντιική δράση των 

ιντερφερονών τύπου Ι (IFNs). Η ιντερφερόνη β (IFN-β), που παράγεται από φυσιολογικά 

κύτταρα μετά από ιική προσβολή τους, ενισχύει την έκφραση αντιικών γονιδίων εξαρτώμενων 

από τη δράση της ιντερφερόνης (IFN-stimulated antiviral genes ISGs), όπως η πρωτείνη Α 

αντίστασης του μυξοϊού (myxovirus resistance A, MxA), η 2’-5’-ολιγο-αδενυλο-συνθετάση 

(2’,5’-oligo-adenylate-synthetase, 2’,5’-OAS), η διπλής-έλικας-RNA-εξαρτώμενη 

πρωτεϊνοκινάση (double-stranded-RNA-dependent protein kinase, PKR) και κατ’επέκταση της 

ιντερφερόνης α IFN-α από τα γειτονικά κύτταρα. Αυτές οι πρωτείνες αναστέλλουν τον 

πολλαπλασιασμό του ιικού γονιδιώματος και συνεπώς προστατεύουν τα γειτονικά κύτταρα από 

την ιική προσβολή. Μελέτες έχουν δείξει ότι καρκινικά κύτταρα πολλών διαφορετικών 

νεοπλασιών παρουσιάζουν σχετική αντίσταση στην προστατευτική αντιική δράση των τύπου Ι 

ιντερφερονών λόγω επίκτητων μεταλλάξεων στα «μονοπάτια» των ιντερφερονών που 

επιτρέπουν ταχύτερο πολλαπλασιασμό των καρκινικών κυττάρων.  (1, 2-7). 

   Ο VSV είναι ένας ταχέως πολλαπλασιαζόμενος RNA ιός με μία αρνητική, μονή RNA αλυσίδα 

γονιδιώματος που ανήκει στην οικογένεια των Ραβδοϊών και είναι σχετικά μη παθογόνος για 

τους ανθρώπους (1, 8-10). Ο VSV πολλαπλασιάζεται πιο αποτελεσματικά εντός καρκινικών 

κυττάρων σε σχέση με φυσιολογικά κύτταρα. Αυτό αποδίδεται σε ελλείματα της εγγενούς 

ανοσιακής αντίδρασης των καρκινικών κυττάρων μέσω του συστήματος των ιντερφερονών, 

ελλείμματα στη ρύθμιση της μετάφρασης του RNA και σε παθολογικά «μονοπάτια» εντολών 

(signaling pathways) εντός των καρκινικών κυττάρων που ενισχύουν τον ιικό πολλαπλασιασμό 

(11-13). Μελέτες έχουν ήδη δείξει ότι ο ιός VSV έχει σημαντική αντικαρκινική δράση σε πολλά 

προκλινικά μοντέλα κακοήθων όγκων, όπως στο μελάνωμα, στον πλακώδη καρκίνο, καρκίνο 

των ωοθηκών, παχέως εντέρου, προστάτη, μαστού, ραβδοειδείς όγκους, λευχαιμία, στον 

ηπατοκυτταρικό καρκίνο και στο γλοιοβλάστωμα (7, 14-22). 

   Εχει αποδειχθεί ότι πολλές ανθρώπινες και κυτταρικές σειρές ποντικιών παρουσιάζουν 

σημαντική εγγενή αντίσταση στη λοίμωξη από τον ιό VSV in vitro, αν και υψηλοί τίτλοι του ιού 

μπορούν να προκαλλέσουν θανατηφόρο λοίμωξη in vivo, με κύρια αιτία θανάτου τις 

νευρολογικές επιπλοκές (9, 13). Συνεπώς, για τη χρήση του ιού στη γονιδιακή θεραπεία, έχουν 

καταβληθεί προσπάθειες κατασκευής ιικών strains με μεγαλύερο δείκτη ασφαλείας και 
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ταυτόχρονα μικρή απώλεια της επιλεκτικότητας και αποτελεσματικότητας δράσης τους (7, 9, 10, 

13). Υπό αυτό το σκεπτικό, επιδιώχθηκαν γενετικές στρατηγικές για τη δημιουργία VSV strains 

που συμβάλλουν στην αύξηση της παραγωγής IFN από τα μολυσμένα με ιό κύτταρα. Μία τέτοια 

στρατηγική είναι η εισαγωγή του γονιδίου της IFN-β στο γονιδίωμα του ιού που, με τον 

πολλαπλασιασμό του ιού VSV, συντελλεί στην έκφραση πολύ υψηλών επιπέδων IFN-β από τα 

προσβεβλημένα καρκινικά κύτταρα (9). 

   Το κακόηθες μεσοθηλίωμα έχει γενικά κακή πρόγνωση και παρουσιάζει αντίσταση τόσο στη 

χημειοθεραπέια όσο και στην ακτινοθεραπεία;ωστόσο, το γεγονός ότι παραμένει εντοπισμένο 

στην πλευριτική κοιλότητα ακόμα και σε προχωρημένα στάδια, καθιστά το κακόηθες 

μεσοθηλίωμα δυνητικά πολύ καλό στόχο γενετικής ή ογκολυτικής ιοθεραπείας, όπως έχει 

καταφανεί από τις προκλινικές και κλινικές μελέτες μας (23, 24). Η ερευνητική μας ομάδα του 

εργαστηρίου έρευνας όγκων του θώρακος (Thoracic Oncology Research Laboratory at the 

University of Pennsylvania) έχει διεξάγει προκλινικές και κλινικές μελέτες σε όγκους 

μεσοθηλιώματος με έναν μη πολλαπλασιαζόμενο αδενοϊό ποθ εκφράζει το γονίδιο της 

ανθρώπινης INF-β (25, 26). Έχουμε παρατηρήσει ισχυρή αντικαρκινική δράση που 

μεσολαβείται κυρίως μέσω φλεγμονής έναντι του ιού σε συνδυασμό με την παραγωγή και 

έκκριση της IFN-β από τα μολυσμένα με ιό καρκινικά κύτταρα, που οδηγεί τόσο σε εγγενείς όσο 

και σε επίκτητες ανοσολογικές αντικαρκινική αντιδράσεις. Η διερεύνηση ενός 

πολλαπλασιαζόμενου ιικού φορέα-εκφραστή του γονιδίου της IFN-β (π.χ. VSV.hIFN-β) 

παρουσίαζε συνεπώς ιδιαίτερο ενδιαφέρον για την ερευνητική ομάδα μας.  

   Υποθέσαμε ότι ένας πολλαπλασιαζόμενος ιικός φορέας-εκφραστής της IFN-β θα επιφέρει 

επιπρόσθετη αντικαρκινική δράση μέσω ενισχυμένης έκφρασης της IFN-β (amplified transgene 

expression) και άμεσης ογκόλυσης από τον ιό. Δεδομένης της ανάδυσης του VSV ως δυνητικά 

υποσχόμενου αντικαρκινικού παράγοντα και της διαθεσιμότητας του ιικού strain VSV-human 

IFN-β, διεξάγαμε αυτήν τη μελέτη για να διερευνήσουμε (1) την ικανότητα του VSV να λύει 

κύτταρα ανθρώπινου μεσοθηλιώματος και (2) την καταλληλότητα του VSV.hIFN-β για κλινική 

μετάφραση.  

   

4.2. Υλικά και Μέθοδοι 

 
Κυτταρικές σειρές  

 
Ανθρώπινες κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος. Οι ανθρώπινες σειρές ΟΚ1, ΟΚ2, ΟΚ5, 

ΟΚ6 και ΟΚ7 χορηγήθηκαν από την Dr. Claire Verschaegen (University of New Mexico). Οι 

σειρές H2052, I-45 και MSTO αγοράστηκαν από το American Tissue Type Collection 

(Manassas, VA). Οι σειρές Pt108, REN, LRK και M30 προήλθαν από ασθενείς με μεσοθηλίωμα 

στο University of Pennsylvania. Οι σειρές OK1, OK2, OK5, OK6,OK7, M30,REN, LRK, H2052 

και MSTO καλλιεργήθηκαν με το μέσο καλλιέργειας Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

με 10% πλάσματος εμβρύου βοός (fetal bovine serum), 2mM L-γλουταμίνης και 2mM 

πενικιλλίνης/στρεπτομυκίνης. Τα κύτταρα I-45 καλλιεργήθηκαν με το ίδιο μέσο καλλιέργειας με 

την προσθήκη 0.1Μ μη απαραίτητων (nonessential) αμινοξέων (Invitrogen, Carlsbad, CA). Tα 

κύτταρα Pt 108 διατηρήθηκαν σε Ε-medium, που αποτελείται απο το μέσο καλλιέργειας RPMI 

1640 και 10μg/ml ινσουλίνης, 10mg/ml τρανσφερρίνης, 10μM αιθανολαμίνης, 10ng/ml σελήνιο, 

2mM γλουταμίνης, 10mM 4-(2-υδροξυαιθυλο)-1-πιπεραζίνο-αιθανο-σουλφονικό οξύ (HEPES) , 

0.5mM πυροσταφυλικό νάτριο, 0.1mM μη-βασικά αμινοξέα (nonessential aminoacids), 
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πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη, 1ng/ml επιδερμιδικός αυξητικός παράγοντας, 18ng/ml  

υδροκορτιζόνης και 0.1nΜ Τ3 oρμόνης.  

 

Ανθρώπινες κυτταρικές σειρές φυσιολογικών μεσοθηλιακών κυττάρων. Οι σειρές LP9, 

HM1 και HM3 χορηγήθηκαν από τον Dr. James Rheinwald (Dana Farber Cancer Institute); 

Αυτές οι κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν σε ειδικό μέσο καλλιέργειας με υδροκορτιζόνη 

(1000μg ανά 500ml) και επιδερμικό αυξητικό παράγοντα οπώς έχει περιγραφθεί (27, 28). Τα 

κύτταρα PF1M προέκυψαν από την καλλιέργεια μη κακόηθους πλευριτικού υγρού στο ίδιο μέσο 

καλλιεργειας.  

 

Ιικά strains 

 

Tα ιικά strains VSV.mIFN-β και VSV.hINF-β περιγράφθηκαν αρχικά από τον Obuchi et al. 

(2003). To strain VSV.GFP παρήχθηκε οπώς έχει περιγραφθεί από τους Diaz RM et al (2007). 

Tα ιικά strains παρασκευάστηκαν στο Core Viral Facility της Mayo Clinic (Rochester, MN). 

Ολα τα strains εκκολάφθηκαν σε Baby Hamster Kidney (BHK) κύτταρα και τιτλοποιήθηκαν με 

την προτυποποιημένη μέθοδο πλακών των κυττάρων BHK. 

 

MTT μέθοδος 

 

Για την εφαρμογή της μεθόδου 3-(4,5-διμεθυλοθιαζολο-2-)-2,5-διφαινυλοτετραζολοβρομιδίου 

(ΜΤΤ), τα κύτταρα τοποθετήθηκαν και καλλιεργήθηκαν εις τετραπλούν σε  πλακίδια με 96 

υποδοχείς (96-well) (5000 κύτταρα /υποδοχέα σε RPMI ή Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

[DMEM] μέσο καλλιέργειας με 10% FBS) και μολύνθηκαν με διάφορες συγκεντρώσεις ιικών 

διαλυμάτων (multiplicities of infection MOIs) (10,1,0.1, 0.01 και 0) των ιικών strains 

VSV.mIFN-β, VSV.hIFN-β και VSV.GFP. H βιωσιμότητα των προσβεβλημένων κυττάρων 

αξιολογήθηκε σε διαφορετικά χρονικά σημεία (24, 48 και 72h) ανάπτυξη της αντίδρασης της 

μεθόδου ΜΤΤ κατά τις οδηγίες του κατασκευαστή της μεθόδου (Promega, Madison, WI). Η 

οπτική πυκνότητα μετρήθηκε στα 570nm και διορθώθηκε με βάση μία τιμή ελέγχου του 

χρησιμοποιούμενου μέσου καλλιέργειας.  

 
Μέθοδος πλακών  

 

Για να αξιολογήσουμε την ικανότητα του ιικού strain VSV.hIFN-β να πολλαπλασιάζεται σε 

κύτταρα μεσοθηλιώματος, κύτταρα LP9, REN και LRK εκτέθηκαν σε μία συγκέντρωση ΜΟΙ 1 

ιικού φορτίου. Τα υπερκείμενα διαλύμματα συλλέχθηκαν 24 ώρες αργότερα και τιτλοποιήθηκαν 

με την προτυποποιημένη τεχνική των πλακών σε κύτταρα BHK. Επιπλέον, κύτταρα PF1M, REN 

και LRK εκτέθηκαν σε ανθρώπινη IFN-β για 24 ώρες σε συγκέντρωση 1 και 10000U/ml, και 

ακολούθως εκτέθηκαν στο ιικό strain VSV.GFP. Τα υπερκείμενα διαλύμματα και τα κυτταρικά 

«lysates» συλλέχθηκαν 6,24 και 48 ώρες μετά από την αρχική έκθεση στον ιό και μετρήθηκε ο 

ιικός τίτλος.  

 

Προετοιμασία mRNA της IFN-β και των γονιδίων που επάγονται από την IFN-β (ΜxA, 2’5’-

OAS και PKR) 
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Για να συλλέχθεί mRNA μετά από έκθεση στο strain VSV.GFP ή σε IFN-β για επεξεργασία με 

τη μέθοδο real-time PCR, Τ25 πλαστικά φλασκία με κύτταρα REN, LRK και LP9  (1.3 x 10 6 

κύτταρα/φλασκίο) χρησιμοποίηθηκαν ως control, εκτέθηκαν στο ιικό strain VSV.GFP σε 

συγκέντρωση ΜΟΙ 10 ή σε 2.5ml διαλύμματος ανθρώπινης IFN-β 10U/ml σε μέσο καλλιέργειας 

RPMI/10% FBS ή DMEM/10% FBS. Μετά από 1 ώρα έκθεσης, το υπερκείμενο διάλυμμα με 

τον ιό αναρροφήθηκε, τα κύτταρα «πλύθηκαν» με PBS δύο φορές και χορηγήθηκαν 2.5ml μέσου 

καλλιέργειας RPMI σε κάθε φλασκίο για 5 ώρες. Μετά από 6 ώρες από την στιγμή έκθεσης στον 

ιό ή στην IFN-β, το μέσο καλλιέργειας αναρροφήθηκε και τα κύτταρα υπεστησαν λύση με 

TRIzol Reagent (Invitrogen) χρησιμοποιώντας 300μL σε κάθε φλασκίο. Για κάθε πείραμα 

χρησιμοποιήθηκαν 3 φλασκία, τα οποία συνδυάστηκαν σε ένα τελικό διάλυμμα 1ml. Τα 

δείγματα ψύχθηκαν στους -80 οC. 

  Oλικό RNA απομονώθηκε χρησιμοποιώντας το πρωτόκολλο του κατασκευαστή και 

ακολούθησε διαχωρισμός του DNA με επεξεργασία με DNAase I (Roche Molecular 

Biochemicals, Indianapolis, IN). Η απομόνωση υψηλής ποιότητας RNA επιβεβαιώθηκε με 

ανάλυση μικρής ποσότητας κάθε δείγματος σε gel φορμαλδεϋδης/αγαρόζης/ΕtBr. 

 

Real-time RT-PCR 

 

Ποσοτική ανάλυση της έκφρασης του mRNA πραγματοποιήθηκε με RT-PCR. Τρία 

μικρογραμμάρια ολικού RNA υπέστησαν ανάστροφη μεταγραφή σε συμπληρωματικό cDNA, 

χρησιμοποιώντας Oligo(dT)15 primer(Promega) και SuperScript III ανάστροφη 

μεταγραφάση(Invitrogen), ακολουθώντας το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Το cDNA 

κανονικοποιήθηκε με βάση τα επίπιδα της β-ακτίνης, της γλυκεραλδεϋδηες-3-φωσφορο-

δεϋδρογενάσης (GAPDH) ή του 18S rRNA και ακολούθησε ποσοτικοποίηση των επιπέδων 

mRNA των όγκων,  όπως έχει περιγραφθεί (29). Πρσοδιορίστηκαν τα σχετικά επίπεδα έκφρασης 

καθενός από τα συγκεκριμένα γονίδια (αναλογία έκφρασης μεταξύ κυττάρων εκτεθιμμένων στο 

VSV.GFP ή στην IFN-β και κυττάρων ελέγχου). Η ποσοτικοποιηση έγινε 4 φορές σε κάθε 

δείγμα και το πείραμα επαναλήφθηκε τουλάχιστον 1 φορά με το Smart Cycler System (Cepheid, 

Sunnyvale, CA). Tα primers σχεδιάστηκαν με βάση τις αλληλουχίες cDNA και γενωμικού DNA 

που είναι διαθέσιμες στη GenBank. 

 

Πειράματα προέκθεσης στην IFN-β 

 

Κύτταρα τοποθετήθηκαν σε πλακίδια με 96 υποδοχείς (5000κύτταρα/υποδοχέα) και 

καλλιεργήθηκαν κατα τη διάρκεια μίας νύχτας. Την επόμενη ημέρα, το καλλιεργητικό μέσο 

αναρροφήθηκε και προστέθηκαν διαλύμματα ανθρώπινης IFN-β σε καλλιεργητικό μέσο RPMI ή 

DMEM και σε διάφορες συγκεντρώσεις (1, 10, 100, 500, 1000 και 10000U/ml). H 

δραστηριότητα της IFN-β ήταν 5pg/unit. Μετά 24 ώρες εκκόλαψης με IFN-β, τα διαλύμματα 

IFN-β αναρροφήθηκαν και τα κύτταρα εκτέθηκαν στο ιικό strain VSV.GFP σε συγκέντρωση 

ΜΟΙ 0.05. Σε τέσσερις υποδοχείς καλλιεργήθηκαν κύτταρα που εκτέθηκαν στο strain VSV.GFP 

χωρίς προέκθεση στην IFN-β και τέσσερις ακόμα υποδοχείς καλλιεργήθηκαν κύτταρα με μέσο 

καλλιέργειας ως control, χώρις έκθεση στο ιικό strain ή στην ΙFN-β. Πραγματοποιήθηκε η 

μέθοδος MTT μετά 24 ώρες έκθεσης στο strain VSV.GFP.  

 

IFN-β ELISA 
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 Κύτταρα REN, LRK και LP9 (1 x 10 6 ) τοποθετήθηκαν σε πλακίδια 6 υποδοχέων εις τριπλούν 

και καλλιεργήθηκαν με μέσο καλλιέργειας RPMI ή DMEM κατά τη διάρκεια μίας νύχτας. Την 

επόμενη ημέρα τα κύτταρα εκτέθηκαν στα ιικά strain VSV.GFP και VSV.hIFNN-β σε 

συγκεντρώσεις ΜΟΙ 1 με ολικό όγκο ιικού διαλύμματος 100μL. Μετά 1 ώρα, το υπερκείμενο 

ιικό διάλυμμα αναρροφήθηκε, τα φλασκία «πλύθηκαν» με PBS δύο φορές και τα κύτταρα 

καλύφθηκαν με 400μL μέσου καλλιέργειας RPMI ή DMEM. 24 ώρες μετά την έκθεση στα ιικά 

strain, το υπερκείμενο διάλυμμα συλλέχθηκε, φυγοκεντρήθηκε για 10 λεπτά στις 13000 

στροφές/λεπτό για να απομακρυνθούν τα νεκρά κύτταρα και αποθηκεύτηκε στους -80 οC. Τα 

διαλύμματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν για τον ποσοτικό προσδιορισμό της ανθρώπινης IFN-β με 

τη μέθοδο ELISA σύμφωνα με τις οδηγίες του παρασκευαστή (PBL IntereronSource). 

 

Βιομέθοδος ποσοτικού προσδιορισμού της IFN-β 

 

Ανθρώπινα μεσοθηλιακά κύτταρα και κύτταρα μεσοθηλιώματος εκτέθηκαν στο ιικο strain 

VSV.GFP σε συγκέντρωση ΜΟΙ 10 και τα υπερκείμενα διαλύμματα συλλέχθηκαν μετά 24 ώρες 

έκθεσης. Το ιικό φορτίο των διαλυμμάτων αδρανοποιήθηκε με θέρμανση στους 56 οC για 30 

λεπτά. Κύτταρα REN τοποθετήθηκαν σε πλακίδια με 96 υποδοχείς (5000 κύτταρα/υποδοχέα) 

και εκκολάφθηκαν με τα αδρανοποιημένα με θέρμανση υπερκείμενα διαλύμματα για 24 ώρες. 

Τα διαλύμματα αναρροφήθηκαν και τα κύτταρα εκτέθηκαν στο ιικό strain VSV.GFP σε 

συγκέντρωση ΜΟΙ 10 για 48 ώρες. Ακολούθως πραγματοποιήθηκε μέθοδος ΜΤΤ για να 

προσδιοριστεί η βιωσιμότητα των κυττάρων REN μετά απο προέκθεση στα υπερκείμενα 

διαλύμματα και ακολούθως έκθεση στο VSV.GFP. Τα επίπεδα ανθρώπινης h.IFN-β στα 

υπερκείμενα διαλύμματα προσδιορίστηκαν συγκρίνοντας τα αποτελέσματα της μεθόδου ΜΤΤ 

με μία προτυποποιημένη καμπύλη που βασίστηκε σε γνωστές συγκεντρώσεις h.IFN-β. Για τη 

δημιουργία αυτής της καμπύλης, κύτταρα REN καλλιεργήθηκαν σε πλακίδια 96 υποδοχέων  

(5000 κυτταρα/υποδοχέα), εκκολάφθηκαν με διάφορες συγκεντρώσεις h.IFN-β από 0.01U μέχρι 

10U/ml σε μέσο καλλιέργειας RPMI και ακολούθως εκτέθηκαν στο ιικό strain VSV.GFP σε 

συγκέντρωση ΜΟΙ 10 για 48 ώρες. Η ευαισθησία αυτής της μεθόδου ήταν 0.01U/ml h.IFN-β.  

 

Πειράματα με ποντίκια 

 

  Αγοράστηκαν ποντίκια με Σοβαρή Συνδυασμένη Ανοσοανεπάρκεια (SCID) από το Wistar 

Institute (Philadelphia, PA). Σε τρεις ομάδες ποντικιών SCID (n=6-8 ανά ομάδα) έγιναν 

υποδόριες ενέσεις με 1 x 10 6 (REN ή MSTO) κύτταρα στη γλουτιαία χώρα. Oταν οι όγκοι 

έφτασαν το μέγεθος των 200mm3, πραγματοποιήθηκαν ενέσεις εντός των όγκων με μέσο 

ελέγχου ή με 6.6 x 10 8 pfu ιικού strain σε 100μL PBS (VSV.mIFN-β ή VSV.hIFN-β) μία φορά 

την έβδομάδα για τρεις συνεχόμενες εβδομάδες. Το μέγεθος των όγκων μετριόταν δύο φορές την 

εβδομάδα με ρυθμισμένους κανόνες και τα ποντίκια παρακολουθούνταν για την ανάπτυξη 

πιθανής τοξικότητας. Τα ποντίκια υπόκεινταν σε ευθανασία εάν παρουσιαζόταν τοξικότητα ή το 

μέγεθος του όγκου ξεπερνούσε τα 1500mm3. Η Επιτροπή Χρήσης Ζώων του University of 

Pennsylvania ενέκρινε όλα τα πρωτόκολλα με βάση τον Οδηγό για τη Φροντίδα και Χρήση 

Εργαστηριακών Ζώων. 

 

Βlocks κυττάρων μεσοθηλιώματος από πλευριτικές συλλογές ασθενών 
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Για να αναλύσουμε δείγματα από ασθενείς, παραλάβαμε δείγματα πλευριτικών συλλογών από 

ασθενείς με μεσοθηλίωμα που συμμετείχαν στη Φάση Ι της κλινικής μελέτης ενδοπλευρικής 

χορήγησης ενός αδεονοϊού που εκφράζει το γονίδιο της IFN-β (Ad. IFN-β) (26). Συλλέχθηκαν 

δείγματα πριν και 24 ώρες μετά τη χορήγηση του Αd.IFN-β, όταν τα επίπεδα IFN-β εντός του 

πλευρικού υγρού ήταν εξαιρετικά υψηλά. Για να αξιολογηθούν τα κύτταρα, το υγρό του 

δείγματος από κάθε πλευριτική συλλογή φυγοκεντρήθηκε στις 1500 στροφές/λεπτο και το 

καθίζημα των κυττάρων διαλύθηκε σε αγαρόζη 1% και PBS.  Τα διαλύμματα σταθεροποιήθηκαν 

με 1% φορμαλίνης κατά τη διάρκεια μίας νύχτας και αργότερα σταθεροποιήθηκαν σε παραφίνη 

για ανοσοϊστοχημικό staining.  

 

Aνοσοϊστοχημεία 

 

Block κυττάρων, σταθεροποιημένων με φορμαλίνη και παραφίνη, και μία σειρά δειγμάτων από 

όγκους μεσοθηλιώματος (από το Mesothelioma Research Bank[CDC NIOSH 1-U19-OH009077 

Mesothelioma Virtual Bank for Translational Research, Pittsburgh, PA]) μικροτμήθηκαν σε 

πάχος τομών 5 μm και τοποθετήθηκαν σε slides μικροσκοπίου. Η συγκεκριμένη σειρά όγκων 

μεσοθηλιώματος περιλάμβανε 48 δείγματα τα οποία τμήθηκαν εις τριπλούν. 

   Τα block κυττάρων και οι τομές ιστών αποπαραφινοποιήθηκαν με ξυλένιο και 

επαενυδατώθηκαν με βύθισμα σε διαλύμματα με αυξανόμενη συγκέντρωση αλκοόλής. Τα slides 

τοποθετήθηκαν σε δοχείο coplin με 10mM κιτρικού νατρίου (pH 6) με σκοπό την αποκάλυψη 

αντιγονικών θέσεων και τοποθετήθηκαν σε microwave για 5 λεπτά μέχρι να επιτευχθεί 

θερμοκρασία βρασμού. Τα slides εκτέθηκαν σε κατάλληλο ορό για 30 λεπτά πριν από την 

έκθεση στο κύριο αντίσωμα. Τα κύρια αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το anti-p48 (sc-

496; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-STAT1 (sc-592; Santa Cruz 

Biotechnology), anti-IFNAR1 (ab45172; Abcam, Cambridge, MA), anti-PKR (sc-100378, Santa 

Cruz Biotechnology) και το anti-OAS1 (sc-100639; Santa Cruz Biotechnology). Mετά από 

εκκόλαψη με τα κύρια αντισώματα στους 4 οC κατά τη διάρκεια μίας νύχτας, τα slides 

«πλύθηκαν» δύο φορές με PBS και ακολούθησε έκθεση σε διάλυμμα 3% υπεροξειδίου του 

υδρογόνου για 30 λεπτά προς αδρανοποίηση της ενδογενούς δραστηριότητας υπεροξειδάσης. Οι 

τομές εκτέθηκαν στα κατάλληλα βιοτινυλιομένα δευτερογενή αντισώματα  (1:200 διάλυση) για 

30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τα slides «πλύθηκαν» ξανά και ακολούθως εκτέθηκαν σε 

υπεροξειδάση για 30 λεπτά (Victor Elite, Burlingame, CA). Μετά από ένα τελευταίο «πλύσιμο» 

σε PBS, τα block κυττάρων και οι τομές ιστών εκτέθηκαν σε υπόστρωμα 3,3’διαμινοβενζιδίου 

(DAB) (0.02% DAB, 0.005% υπεροξειδίου του υδρογόνου) για 1-5 λεπτά για την ανάπτυξη 

χρωματομετρικής αντίδρασης, βυθίστηκαν σε αιματοξυλίνη και ακολούθως καλύφθηκαν με 

γυάλινα λεπτά φύλλα που επικολλήθηκαν με Aqua-poly. Ο ανοσοαντιδραστικός βαθμός/score 

για κάθε τομή υπολογίστηκε με βάση το τροποποιημένο σύστημα Remmele. 

 

Tροποποιημένο βαθμολογικό σύστημα Remmele 

  

Xρησιμοποιήθηκε οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση x20 για την αξιολόγηση των slides από 

δύο παρατηρητές. Η αξιολόγηση έγινε «τυφλά» ως προς τα γνωρίσματα των δειγμάτων και την 

προέκθεση στο ιικό strain Αd.IFN-β. To ανοσοαντιδραστικό score υπολογίστηκε 

πολλαπλασιάζοντας το βαθμό του ποσοστού με το βαθμό έντασης του staining (30). Ο βαθμός 

ποσοστού υποδηλώνει το ποσοστό των κυττάρων με θετικό staining ως εξής : 76-100% 

κυττάρων, βαθμός 4 ; 50-75% κυττάρων, βαθμός 3 ; 26-50%, βαθμός 2 ; 0-25%, βαθμός 1. 
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Παράδειγμα του βαθμού της έντασης staining φαίνεται στην Εικόνα 4
Α
, με μία διαβάθμιση από 

0 (μηδενικό staining) έως 3+ (ισχυρά θετικό staining). Ανοσοαντιδραστικό score 0-2 

υποδηλώνει απουσία ή πολύ χαμηλή έκφραση της συγκεκριμένης πρωτείνης.  

 

 

Στατιστική ανάλυση 

 

Για τη σύγκριση διαφορών μεταξύ ομάδων των πειραμάτων με RT-PCR και του μεγέθους όγκων 

γλουτιαίας χώρας χρησιμοποιήσαμε unpaired student t-tests. Για τα πειράματα με όγκους της 

γλουτιαίας χώρας όπου συγκρίναμε περισσότερες από δύο ομάδες, χρησιμοποιήσαμε analysis of 

variance with appropriate post hoc tesing. Σημαντικές θεωρήθηκαν διαφορές με p<0.05. Τα 

δεδομένα εκφράστηκαν ως ο μέσος όρος+- σταθερά απόκλισης του μέσου όρου. 

 

 4.3 Αποτελέσματα της μελέτης 

 
Ογκολυτική δράση των ιικών strains του VSV in vitro σε κύτταρα μεσοθηλιώματος  

 

   Δοκιμάστηκε in vitro η ευαισθησία στη λύση μη εξαλλαγμένων σειρών ανθρώπινων 

μεσοθηλιακών κυττάρων και ανθρώπινων σειρών μεσοθηλιώματος από τα ιικά strain του VSV. 

Ως strain ελέγχου, χρησιμοποιήσαμε ένα ιικό strain που εκφράζει την ανοσοφθορίζουσα 

πρωτεϊνη green fluorescent protein (VSV.GFP) ή την murine IFN-β (VSV.mIFN-β). To strain 

VSV.mIFN-β αποτελεί ιδανικό strain ελέγχου για το VSV.hIFN-β, διότι οι ιντερφερόνες 

εμφανίζουν ενεργότητα μόνο στα κύτταρα του είδους από το οποίο προέρχονται χωρίς 

διασταυρούμενη δράση. Το ιικό strain που δοκιμάσαμε εξέφραζε ανθρώπινη IFN-β (VSV.hIFN-

β). 

   Μελετήθηκαν τέσσερις μη εξαλλαγμένες σειρές ανθρώπινων μεσοθηλιακών κυττάρων, PF1M, 

MH3, HM1 και LP9 (Εικ. 1A). H σειρά PF1M παράχθηκε στο εργαστήριό μας. Σαρανταοχτώ 

(48) ώρες μετά την ιική προσβολή (σε ιική συγκέντωση ΜΟΙ 0.1), τα strains VSV.mIFN-β και 

VSV.GFP (δεδομένα που δεν παρουσιάζονται) προκάλεσαν κυτταρικό θάνατο περίπου στο 50% 

των φυσιολογικών πρωτογενών ανθρώπινων μεσοθηλιακών κυττάρων (PF1M), αλλά μόνο 

περιορισμένο κυτταρικό θάνατο στις υπόλοιπες τρεις μη εξαλλαγμένες κυτταρικές σειρές. Ολες 

αυτές οι κυτταρικές σειρές εμφάνισαν απόλυτη αντίσταση στη λύση από το strain VSV.hIFN-β. 

   Μελετήθηκαν δώδεκα κυτταρικές σειρές ανθρώπινου μεσοθηλιώματος. Οι σειρές Pt108, Μ30, 

REN και LRK είναι πρωτογενείς κυτταρικές σειρές που παρήχθηκαν στο εργαστήριό μας και 

χρησιμοποιήθηκαν μόνο μετά από μικρό αριθμό κυτταρικών κύκλων πολλαπλασιασμού. 

Παρατηρήθηκαν τρεις τύποι αντιδράσεων στην προσβολή από τα ιικά strains. Τρεις από τις 

σειρές (Ομάδα 1: Pt 108, OK1 και OK2) εμφάνισαν σημαντική αντίσταση στον κυτταρικό 

θάνατο είτε από το strain VSV.mIFN-β είτε από το VSV.hIFN-β και συνεπώς προσομοιάζουν με 

την αντίδραση των φυσιολογικών μεσοθηλιακών κυττάρων. Πέντε σειρές μεσοθηλιώματος 

(Ομάδα 2: ΟΚ4, ΟΚ6, ΟΚ7, Μ30, REN) παρουσίασαν ενδιάμεση ευαισθησιά (50-75%) στον 

κυτταρικό θάνατο από το VSV.mIFN-β, αλλά απόλυτη αντίσταση στο θάνατο από το 

VSV.hIFN-β. Τέσσερις σειρές μεσοθηλιώματος (Oμάδα 3: H2052, LRK, I45 και MSTO) 

παρουσίασαν υψηλή ευαισθησία στον κυτταρικό θάνατο τόσο από το VSV.mIFN-β, όσο και από 

το VSV.hIFN-β. Επιπλέον δεδομένα για διαφορετικές ιικές συγκεντρώσεις MOIs και για 

διαφορετικά χρονικά διαστήματα ιικής εκθεσης παρουσιάζονται στην Συμπληρωματική εικόνα 

Fig. S1 (διαθέσιμη online στο www.liebertonline/hum). 

http://www.liebertonline/hum
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   Τα δεδομένα αυτά καταδεικνύουν ότι η IFΝ-β προστατεύει τα φυσιολογικά μεσοθηλιακά 

κύτταρα από την λύση μέσω του VSV, αλλά επίσης προστατεύει άνω του 50% των κυτταρικών 

σειρών μεσοθηλιώματος που μελετήθηκαν.  

 

Ικανότητα του VSV να πολλαπλασιάζεται σε ανθρώπινα κύτταρα μεσοθηλιώματος  

 

   Λόγω της διαφορετικής ευαισθησίας των κυτταρικών σειρών μεσοθηλιώματος στα ιικά strains 

του VSV, μελετήσαμε λεπτομερέστερα την ικανότητα του VSV.hIFN-β να πολλαπλασιάζεται σε 

μία μη εξαλλαγμένη σειρά μεσοθηλιακών κυττάρων (LP9), μία σειρά μεσοθηλιώματος 

ανθεκτική στη λύση από τον VSV.hIFN-β (REN) και μία σειρά ευαίσθητη στη λύση από τον 

VSV.hIFN-β (LRK). Αυτές οι κυτταρικές σειρές εκτέθηκαν στον ιό VSV.hIFN-β σε 

συγκέντρωση ΜΟΙ 1, και τα υπερκείμενα διαλύματα των καλλιεργειών συλλέχθηκαν μετά από 

24 ώρες με σκοπό τη μέτρηση του ιικού φορτίου με τη χρήση της μεθόδου πλακών. Το 

υπερκείμενο διάλυμα της καλλιέργειας των κυττάρων LP9 περιήχε 1x10 4 pfu/ml/1 εκατομμύριο 

κύτταρα, ενώ το διάλυμα των REN περιήχε 1.35 x10 6 pfu/ml/1 εκατομμύριο κύτταρα, 

αποτελέσματα συμβατά με περιορισμένο πολλαπλασιασμό του ιού. Αντιθέτως ο 

πολλάπλασιασμός του VSV.hIFN-β στα κύτταρα LRK ήταν σημαντικά εντονότερος (1.55 x 10 8 

pfu/ml/1 εκατομμύριο κύτταρα) και μεγαλύτερος κατά 2 λογαρίθμους σε σύγκριση με τα REN 

και 4 λογαρίθμους σε σύγκριση με τα LP9 κύτταρα. 

 

Αξιολόγηση της λειτουργικότητας των αντιικών προστατευτικών κυτταρικών «μονοπατιών» 

της IFN-β  

 

   Τα παραπάνω δεδομένα συνηγορούν με την υπόθεση ότι η παραγωγή της IFN-β από τον 

VSV.hIFN-β αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό και κατ’επέκταση την ογκόλυση ορισμένων 

καρκινικών κυττάρων, υποσημαίνοντας μία μερική ευαισθησία τους στην προστατευτική αντιική 

δράση της IFN. Συνεπώς αξιολογήσαμε την αντιική δράση της IFN-β σε αντιπροσωπευτικές 

σειρές μεσοθηλιώματος εκθέτοντας τις σειρές αυτές στη δράση της IFN-β για 24h και 

ακολούθως ελέγχοντας την ικανότητα του ιού VSV.GFP να πολλαπλασιάζεται και να προκαλλεί 

λύση αυτών των κυτταρικών σειρών.  

   Οι μη εξαλλαγμένες κυτταρικές σειρές ανθρώπινων μεσοθηλιακών κυττάρων (LP9 και ΗΜ1) 

παρουσίασαν ανθεκτικότητα στη ογκόλυση από το VSV.GFP με ή χωρίς προηγούμενη έκθεση 

στην ανθρώπινη INF-β (Εικ. 1B). Αντιθέτως, προηγούμενη έκθεση στην IFN-β σε συγκέντρωση 

1U και 500U/ml για 24ώρες συνέβαλε σε σχεδόν πλήρη προστασία των κυτταρικών σειρών 

μεσοθηλιώματος της Ομάδας 2 ΟΚ6 και REN από την ογκόλυση μέσω του VSV (Εικ. 1B και 

C). Η IFN-β φάνηκε ότι προστατεύει επίσης την σειρά Μ30; ωστόσο η βιωσιμότητα των 

κυττάρων μειώθηκε με την έκθεση στις υψηλές συγκεντρώσεις των 500U/ml της IFN-β. 

Αντιθέτως, προ-έκθεση στην IFN-β δεν προστάτεψε τις σειρές Η2052 και LRK της Ομάδας 3 

από την ογκολυτική δράση του ιού VSV.GFP. (Εικ. 1B και C). Μάλιστα αυτές οι σειρές 

υπέστησαν κυτταρικό θάνατο από τον VSV.GFP ακόμα και με προ-έκθεση σε 10.000U/ml της 

IFN-β (Συμπληρωματική Εικόνα Fig. S2, διαθέσιμη οnline στο www.liebertonline.com/hum). 

Εξαίρεση αποτέλεσε η προστασία των κυττάρων MSTO, αλλά μόνο σε υψηλές συγκεντρώσεις 

άνω των 1000U/ml προ-έκθεσης σε ανθρώπινη IFN-β (Συμπληρωματική Εικόνα Fig. S2). 

   Για να επιβεβαιώσουμε ότι η αντιική προστασία μέσω της IFN-β οφείλεται σε μείωση του 

πολλαπλασιασμού του ιού εντός των κυττάρων, μετρήσαμε το ιικό φορτίο (ιικός τίτλος) στις 

καλλιέργειες των κυττάρων μεσοθηλιώματος (REN και LRK) και των μεσοθηλιακών κυττάρων 

http://www.liebertonline.com/hum
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(PF1M) μετά από ιική προσβολή τους με τον VSV.GFP (Πίνακας 1). Στη σειρά μεσοθηλιακών 

κυττάρων PF1M (Πίνακας 1Α), ο αρχικός ιικός τίτλος 1
 
ώρα μετά την ιική προσβολή ήταν 2.8 

x10 3 pfu/ml/10 6 κύτταρα. Ο ιικός πολλαπλασιασμός κορυφώθηκε στις 48 ώρες, με τίτλο που 

έφτασε τα 2.5 x 10 5 pfu/ml/10 6 κύτταρα (αύξηση κατά 2 λογαρίθμους). Ο ιικός 

πολλάπλασιασμός ανεστάλη σημαντικά με προ-έκθεση σε 1U IFN-β (150 φορές) ή σε 10000U 

IFN-β (340 φορές). Στη μερικώς ευαίσθητη σειρά REN (Πίνακας 1Β), ο αρχικός ιικός τίτλος 1
 

ώρα μετά την ιική προσβολή ήταν 1.3 x10 4 pfu/ml/10 6 κύτταρα. Ο ιικός πολλαπλασιασμός 

κορυφώθηκε νωρίτερα στις 24 ώρες, με τίτλο που έφτασε τα 1.25x 10 6 pfu/ml/10 6 κύτταρα 

(αύξηση κατά 2 λογαρίθμους). Σε αυτήν την περίπτωση, η προ-έκθεση σε 1U IFN-β είχε 

μηδενική επίδραση στον πολλαπλασιασμό του ιού; ωστόσο προ-έκθεση σε 10000U IFN-β 

ανέστειλε σημαντικά τον ιικό πολλαπλασιασμό (1000 φορές). Στην υψηλής ανθεκτικότητας στη 

δράση της IFN-β κυτταρική σειρά LRK (Πίνακας 1C), o αρχικός ιικός τίτλος 1 ώρα μετά την 

ιική προσβολή ήταν 9 x 10 2 pfu/ml/10 6 κύτταρα. Ωστόσο, ο ιικός πολλαπλασιασμός ήταν 

εξαιρετικά ταχύς, με κορύφωση στις 6 ώρες, όταν ο ιικός τίτλος έφτασε τα 8.5 x 10 4 pfu/ml/10 

6 κύτταρα (αύξηση κατά 2 λογαρίθμους). Σε αυτό το σημείο, προ-έκθεση στην IFN-β δεν είχε 

καμία επίδραση στον ιικό πολλάπλασιασμό; Μάλιστα ο ιικός τίτλος μετρήθηκε υψηλότερος στα 

1 x 10 5 pfu/ml/10 6 κύτταρα. Ακόμα και στις πολύ υψηλές συγκεντρώσεις των 10000U IFN-β, 

ο ιικός πολλαπλασιασμός ανεσταλή κατά λιγότερο από 3 φορές.  

   Αυτά τα δεδομένα καταδεικνύουν ότι ορισμένες κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος έχουν μία 

μερικώς ή πλήρως ενεργή λειτουργικότητα των αντιικών «μονοπατιών» της IFN-β που τα 

προστατεύει από την ιική ογκόλυση, αναστέλλοντας τον ιικό πολλαπλασιασμό εντος του 

καρκινικού κυττάρου.  

 

Ογκολυτική δράση του VSV in vivo 

  
   Ακολούθως εξετάσαμε τη θεραπευτική αποτελεσματικότητα του VSV in vivo 

χρησιμοποιώντας τις 2 κυτταρικές σειρές που μπορούσαν να αναπτυχθούν ως ξενομοσχεύματα 

σε ανοσοκατασταλμένα SCID ποντίκια. Ο VSV.mIFN-β προκάλεσε κυτταρικό θάνατο και στις 

δύο σειρές in vitro, αν και η σειρά MSTO παρουσίασε μεγαλύτερη ευαισθησία. Ωστόσο, ο 

VSV.hINF-β προκάλεσε θάνατο μόνο στη σειρά MSTO in vitro, ενώ η σειρά REN παρουσίασε 

αντίσταση στο ίδιο strain in vitro. Οταν οι γλουτιαίοι όγκοι έφτασαν τα 200mm3 σε μέγεθος, 

πραγματοποιήθηκαν ενέσεις εντός των όγκων με φυσιολογικό ορό ή ιικά strains σε 

συγκέντρωση 6.6 x 10 8 pfu σε εβδομαδιαία διαστήματα. Οι όγκοι MSTO που υπέστησαν 

ενέσεις είτε με VSV.mIFN-β ή VSV.hIFN-β παρουσίασαν στατιστικά σημαντική (p<0.05) 

αναστολή της ανάπτυξής τους (περίπου κατά 75%) σε σύγκριση με τους όγκους ελέγχου. (Εικ. 

2A). H αναστολή ανάπτυξης των όγκων ήταν ποσοτικά παρόμοια και για τα δύο strains 

(VSV.mIFN-β και VSV.hIFN-β). Οι όγκοι REN που υπέστησαν ενέσεις με VSV.mIFN-β 

παρουσίασαν στατιστικά σημαντική (p<0.01) αναστολή της ανάπτυξής τους (περίπου κατά 80%) 

σε σύγκριση με τους όγκους ελέγχου (Εικ. 2B). Ωστόσο οι REN όγκοι που υπέστησαν ενέσεις 

με τον VSV.hIFN-β δεν ήταν στατιστικά σημαντικά μικρότεροι σε μέγεθος  (p=0.2) σε σχέση με 

τους όγκους ελέγχου και ήταν στατιστικά μεγαλύτεροι  (p<0.05) σε σχέση με τους όγκους που 

υπέστησαν ενέσεις με τον VSV.mIFN-β.  
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Eικόνα 1. (Α) Ευαισθησία των ανθρώπινων κυττάρων μεσοθηλιώματος σε strain του Vesicular Stomatitis Virus 

(VSV) in vitro. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν και καλλιεργήθηκαν σε  πλακίδια με 96 υποδοχείς (5000 κύτταρα 

/υποδοχέα) και εκκολάφθηκαν με VSV που εξέφραζε την IFN-β ποντικιού ή ανθρώπου ( VSV.mIFN-β [γκρι 

μπάρες] ή VSV.hIFN-β [μαύρες μπάρες]) σε μία συγκέντρωση ΜΟΙ 0.1. Εφαρμόστηκε η μέθοδος 3-(4,5-

διμεθυλοθιαζολο-2-)-2,5-διφαινυλοτετραζολοβρομιδίου (ΜΤΤ) μετά από 48 ώρες έκθεσης στον ιό και 

προσδιορίστηκε το ποσοστό των βιώσιμων κυττάρων. Τα δεδομένα του σχήματος εκφράζονται ως ο μέσος όρος+- 

σταθερά απόκλισης του μέσου όρου. (Β και C) Εκτίμηση της ικανότητας της IFN-β να αναστέλλει thn ογκόλυση 

που προκαλλείται από τον VSV. Tα κύτταρα προ-εκτέθηκαν σε ανθρώπινη IFN-β σε συγκεντρώσεις 1 και 500 
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Units/ml για 24
 
ώρες και μετά εκτέθηκαν στο strain VSV.GFP σε συγκέντρωση ΜΟΙ 0.05 για 48 ώρες. Η μέθοδος 

ΜΤΤ εφαρμόστηκε για το προσδιορισμό των βιώσιμων κυττάρων. Κάθε πείραμα επαναλήφθηκε εις τετραπλούν. Τα 

δεδομένα του σχήματος εκφράζονται ως ο μέσος όρος+- σταθερά απόκλισης του μέσου όρου. 
 

Πινακες 1 Α, Β, C 

 

Πίνακας 1Α. Ιικός τίτλος σε καλλιέργεια PF1M φυσιολογικών μεσοθηλιακών κυττάρων 

που προεκτέθηκαν σε IFN-β και ακολούθως στο ιικό strain Vesicular Stomatitis Virus που 

κωδικοποιεί την ανοσοφθορίζουσα πρωτείνη Green Fluorescent Protein. 
 

                                                                                                           Iικός τίτλος  

 

Interferon-β (U/ml)                                                      1 ώρα α                        48 ώρες α  

0                                                                                      2800                            250.000 

1                                                                                        ΔΜ                             1.700 

10.000                                                                               ΔΜ                               730 

 

Πίνακας 1Β. Ιικός τίτλος σε καλλιέργεια της κυτταρικής σειράς μεσοθηλιώματος REN που 

προεκτέθηκε σε IFN-β και ακολούθως στο ιικό strain Vesicular Stomatitis Virus που 

κωδικοποιεί την ανοσοφθορίζουσα πρωτείνη Green Fluorescent Protein. 

 

                                                                                                           Iικός τίτλος  

 

Interferon-β (U/ml)                                        1 ώρα α             24 ώρες α             48 ώρες α  

0                                                                        13.000            1.250.000              220.000 

1                                                                           ΔΜ              1.100.000               2.300 

10.000                                                                  ΔΜ                  950                     2.050 

 

Πίνακας 1C. Ιικός τίτλος σε καλλιέργεια της κυτταρικής σειράς μεσοθηλιώματος LRK που 

προεκτέθηκε σε IFN-β και ακολούθως στο ιικό strain Vesicular Stomatitis Virus που 

κωδικοποιεί την ανοσοφθορίζουσα πρωτείνη Green Fluorescent Protein. 

 

                                                                                                           Iικός τίτλος  

 

Interferon-β (U/ml)                           1 ώρα α      6 ώρες α       24 ώρες α            48 ώρες α  

0                                                             900         85.000           80.000                 3.200 

1                                                             ΔΜ        107.500          59.500                 1.900 

10.000                                                    ΔΜ         29.000           11.000                 2.050 

 
Η μονάδα μέτρησης του ιικού φορτίου είναι pfu/ml/εκατομμύριο κύτταρα 

Συντομογραφίες: ΔΜ, δε μετρήθηκε 

α. Χρόνος μετά από την έναρξη έκθεσης στον ιό 
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Εικόνα 2. Επίδραση των ιικών strain του VSV στην ανάπτυξη ανθρώπινων αλλομοσχευμάτων όγκων 

μεσοθηλιώματος. Ογκοι της γλουτιαίας χώρας δημιουργήθηκαν με υποδόρια ένεση κυττάρων μεσοθηλιώματος των 

σειρών MSTO (A) ή REN (B) σε ποντίκια με σοβαρή συνδυασμένη ανοσοανεπάρκεια SCID. Οταν το μέγεθος των 

όγκων έφτασε τα 200mm3,διεξήχθηκαν ενέσεις με ορό (λευκές μπάρες) ή με 6.6χ108 pfu των VSV.mIFN-β (γκρι 

μπάρες) και VSV.hIFN-β (μαύρες μπάρες) σε 100μL PBS εβδομαδιαία για 3 συνεχόμενες εβδομάδες. Απεικονίζεται 

το μέγεθος των όγκων μία εβδομάδα μετά από την τελευταία ένεση. Ο αστερίσκος υποδηλώνει τις στατιστικά 

σημαντικές αλλαγές στο μέγεθος των ογκων μεταξύ των όγκων ελέγχου (oρός) και των όγκων που έλαβαν φορτίο 

VSV. 

 

 

Figure 2
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Μηχανιστικές μελέτες 

 

   Για να κατανοήσουμε την διαφορετικότητα της ανθεκτικότητας των κυττάρων 

μεσοθηλιώματος στην ιική προσβολή με τον ιό VSV.IFN-β, επικεντρώσαμε τις περαιτέρω 

μελέτες σε τρεις ανθρώπινες σειρές που φαίνεται να αντιπροσωπεύουν κάθε κατηγορία 

αντίδρασης στα ιικά strains VSV.mIFN-β και VSV.hIFN-β: (1) LP9, μη εξαλλαγμένη σειρά 

μεσοθηλιακών κυττάρων που είναι ανθεκτική και στα δύο strains; (2) REN, μία σειρά 

μεσοθηλιώματος ευαίσθητη στον VSV.mIFN-β, αλλά ανθεκτική στον VSV.hIFN-β; και (3) 

LRK, μία σειρά μεσοθηλιώματος ευαίσθητη και στα δύο strains.  

 

Ικανότητα των ανθρώπινων μεσοθηλιακών κυττάρων να παράγουν IFN-β mRNA και 

πρωτεϊνη ως  απάντηση στην ιική προσβολή με τον VSV 

 
   Προσβάλαμε τα παραπάνω κύτταρα με VSV και αξιολογήσαμε την ικανότητα του ιού να 

προκαλλεί την παραγωγή IFN-β mRNA. Aυτή η απάντηση αποτελεί έναν βασικό αντιικό 

προστατευτικό μηχανισμό που διαμεσολαβείται μέσω του IRF3 «μονοπατιού» (10, 31). Πριν 

από την ιική προσβολή δεν υπήρχε ανιχνεύσιμο IFN-β mRNA σε καμία από τις κυτταρικές 

σειρές. Οπως φαίνεται στον Πίνακα 2, ο VSV αύξησε την έκφραση του IFN-β mRNA στις 

σειρές LP9 και REN σε ανάλογο βαθμό. Αντιθέτως, τα κύτταρα LRK δεν παρουσίασαν καμία 

επαγωγή της IFN-β.  

   Μετά την ιική προσβολή από τον VSV, το mRNA της IFN-β μεταφέρεται στο 

κυτταρόπλασμα, μεταφράζεται σε πρωτείνη και εκκρίνεται από το κύτταρο για να δράσει 

επάγοντας την έκφραση των ISGs (10, 31). Ο VSV έχει αναπτύξει μηχανισμούς (όπως η Μ 

πρωτείνη) για να αναστέλλει αυτήν τη μετάφραση, αν και φαίνεται ότι τα φυσιολογικά κύτταρα 

μπορούν τουλάχιστον μερικώς να υπερβούν αυτήν την αναστολή. Δεδομένου ότι τόσο τα 

κύτταρα LP9 όσο και τα REN παράγουν παρόμοια μεγάλες ποσότητες του IFN-β mRNA μετά 

από προσβολή του VSV και ότι και οι δύο σειρές παρουσιάζουν ευαισθησία στη δράση της 

εξωγενούς IFN-β, προσπαθήσαμε να διαπιστώσουμε εάν τα επίπεδα της IFN-β πρωτείνης 

αυξάνονται μετά από προσβολή με τον ιό VSV. Προς αυτό το σκοπό, μετρήσαμε τα επίπεδα της 

IFN-β πρωτείνης στα υπερκείμενα διαλύματα των κυττάρων LP9, REN και LRK μετά από 

προσβολή τους με VSV.GFP με μία προτυποποιημένη μέθοδο ELISA. Τα επίπεδα IFN-β σε 

όλες αυτές τις σειρές ήταν υπό το ανιχνεύσιμο όριο της συγκεκριμένης μεθόδου (ουδός 

ανίχνευσης 25pg/ml ή 2.5U/ml). Ετσι χρησιμοποιήσαμε μία βιο-μέθοδο (bioassay) και 

συγκρίναμε την ικανότητα των υπερκείμενων διαλυμάτων (μετά από απενεργοποιήση του ιού 

εντός αυτών) να προστατεύουν κύτταρα REN από προσβολή με τον VSV.GFP  σε σύγκριση με 

πολύ μικρές προτυποποιημένες συγκεντρώσεις IFN-β. Διαπιστώσαμε ότι αυτή η μέθοδος μπορεί 

να ανιχνεύσει πολύ χαμηλά επίπεδα έκφρασης, μέχρι και 0.01U/ml της IFN-β. Οπως φαίνεται 

στον Πίνακα 2, τα κύτταρα LP9, μετά από ιική προσβολή με τον VSV.GFP σε συγκέντρωση 

ΜΟΙ 10 για 24 ώρες, παρήγαγαν 0.22U/ml της IFN-β ανά 1 εκατομμύριο κύτταρα, ενώ τα 

κύτταρα REN παρήγαγαν μόνο 0.01U/ml ανά 1 εκατομύρριο κύτταρα. Αντιθέτως τα κύτταρα 

LRK δεν παρήγαγαν καμία ανιχνεύσιμη ποσότητα IFN-β.  

   Τελικά, συγκρίναμε τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης IFN-β μετά από προσβολή με τον VSV.GFP 

με τα επίπεδα έκφρασης μετά από προσβολή με τον VSV.hIFN-β. Τα επίπεδα IFN-β μετά από 

24 ώρες έκθεσης στον VSV.hIFN-β ανιχνέυτηκαν πολύ εύκολα στα υπερκείμενα διαλύματα των 

προσβεβλημένων κυττάρων; Ωστόσο τα επίπεδα έκφρασης παρουσίασαν σημαντική εξάρτηση 

από την ικανότητα του ιού να πολλαπλασιάζεται στα αντίστοιχα κύτταρα. Τα ευαίσθητα στη 
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λύση κύτταρα LRK παρήγαγαν περισσότερο από 353U/ml/10 6 κύτταρα στις 24 ώρες έκθεσης 

στον ιό VSV.hIFN-β σε συγκέντρωση ΜΟΙ 1. Τα κύτταρα LP9 και REN παρήγαγαν 

ανιχνεύσιμες αλλά πολύ μικρότερες ποσότητες IFN-β, 5 και 7.2U/ml/10 6 κύτταρα αντιστοίχως.  

 

 

Πίνακας 2. Αύξηση του mRNA και της πρωτείνης της IFN- σε ανθρώπινες κυτταρικές 

μεσοθηλιώματος μετά από έκθεση στο ιικό strain VSV.GFP σε συγκέντρωση MOI 10 για 6 ώρες με 

τη χρήση real time RT-PCR ή για  24 ώρες με τη χρήση της βιομεθόδου της IFN. 

 Επίπεδα mRNA (Fold Change) Επίπεδα πρωτείνης IFN- 

(U/ml/εκατομμύριο κυττάρων) 

Κυτταρικές σειρές  Ελεγχος                          Εκθεση VSV.GFP  α   Ελεγχος              Εκθεση VSV.GFP 

LP9      μ/α                              7325 +/- 6% 
β
       μ/α                         0.225  

REN      μ/α                           11428 +/- 12.5%       μ/α                  0.007 ± 0.003  

LRK      μ/α                                     μ/α 
γ
       μ/α                           μ/α 

Συντομογραφίες : LP9, φυσιολογικά μεσοθηλιακά κύτταρα; μ/α , μη ανιχνεύσιμα ; VSV.GFP, vesicular 

stomatitis virus expression green fluorescent protein. 

 α.  Τα επίπεδα του mRNA εκφράζονται σε αυθαίρετες μονάδες. 

 β.  Τα επίπεδα έκφρασης παρουσιάζονται ως μέσες τιμές  τριών αξιών με +/- το συντελεστή διακύμανσης 

(SEM/mean).  

 γ. p value<0.05 compared to LP9. 

 

Ικανότητα των ανθρώπινων κυττάρων μεσοθηλιώματος να επάγουν την έκφραση mRNA 

των ISGs μετά από εξωγενή έκθεση σε ανθρώπινη IFN-β (hIFN-β) 

 
   Ακολούθως επιδιώξαμε να καθορίσουμε πώς αντιδρά κάθε μία κυτταρική σειρά στην έκθεση 

σε IFN-β προσδιορίζοντας την ικανότητα αυτών των κυττάρων να επάγουν και να συνθέτουν τα 

mRNAs τριών ISGs που έχουν χαρακτηριστεί πολύ καλά, MxA, 2’5’-OAS και PKR, που είναι 

γνωστό ότι αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό του VSV στα φυσιολογικά κύτταρα (10, 11, 24, 

32). Εκθέσαμε τις κυτταρικές σειρές σε ανθρώπινη hIFN-β σε συγκέντρωση 10U/ml (περίπου 

50pg/ml) για 6 ώρες και μετά συλλέξαμε τα κύτταρα με σκοπό να ποσοτικοποιήσουμε τα mRNA 

επίπεδα κάθε γονιδιού με τη μέθοδο real-time RT-PCR (Πίνακας 3Α).  

   Πριν από την έκθεση στην IFN-β, όλες οι κυτταρικές σειρές εξέφραζαν πολύ χαμηλά ή μη 

ανιχνεύσιμα επίπεδα mRNA των γονιδίων ΜxA και 2’5’-ΟΑS. Παρατηρήθηκε ποικίλη έκφραση 

του γονιδίου PKR (Πίνακας 3Α). Ωστόσο μετά από την έκθεση στην IFN-β, τα κύτταρα LP9 

και REN παρουσίασαν σημαντική επαγωγή του mRNA όλων των επαγώμενων από την IFN-β 

πρωτεϊνών. Η επαγωγή ήταν πιο δραματική στη σειρά LP9, με μία στατιστικά μικρότερη 

απάντηση (p<0.05) στη σειρά REN. Η επαγωγή όλών αυτών των mRNAs ήταν μηδενική στη 

σειρά LRK.  
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Ικανότητα των ανθρώπινων κυττάρων μεσοθηλιώματος να επάγουν την έκφραση mRNA 

των ISGs μετά από ιική προσβολή με τον ιό VSV.GFP 

 

   Ακολούθως εξετάσαμε την ικανότητα του VSV να επάγει την έκφραση των ISGs (Πίνακας 

3Β) προσβάλοντας τις σειρές LP9, REN και LRK με τον ιό VSV.GFP με συγκέντρωση ιικού 

φορτίου ΜΟΙ 10. Εξι ώρες μετά την ιική προσβολή, ο VSV.GFP  προκάλεσε επαγωγή της 

έκφρασης και των τριών ISG mRNAs στις σειρές LP9 και REN; ωστόσο ο βαθμός επαγωγής 

ήταν μικρότερος κατά 30-50% στην σειρά REN σε σύγκριση με τη σειρά LP9 (p<0.05). Σε 

συνέπεια με την έλλειψη αντίδρασης της σειράς LRK στην IFN-β, δεν παρατηρήθηκε επαγωγή 

των ISGs μετά από προσβολή με τον VSV. Πρέπει να παρατηρηθεί ότι σε σύγκριση με τον 

Πίνακα 3Α και σε συνέπεια με τα χαμηλά επίπεδα IFN-β μετά από ιική προσβολή με τον VSV, 

τα επίπεδα επαγωγής των ISG mRNAs μετά από ιική προσβολή είναι πολυ χαμηλότερα σε 

σύγκριση με τα επίπεδα επαγωγής μετά από έκθεση σε 10U IFN-β. 

 

Πίνακας  3.  Αύξηση των ρυθμιζόμενων από την IFNαντιικών γονιδίων MxA, 2’5’OAS και PKR 

με τη χρήση real time RT-PCR σε ανθρώπινα μεσοθηλιακά κύτταρα και σε κύτταρα 

μεσοθηλιώματος μετά από εκκόλαψη με 10 U/ml hIFNβ ή μετά έκθεση στο ιικό strain VSV.GFP σε 

συγκέντρωση MOI 10. 

                              3A.  Εκκόλαψη με 10μονάδες/ml hIFNβ για 6 ώρες  

Κυτταρικές 

σειρές  

            MxA mRNA 
α
 

Baseline                 10U/ml                      

        2’5’OAS mRNA  

Baseline               10U/ml                      

               PKR mRNA  

Baseline                    10U/ml                            

LP9   μ/α 
 
                   13,255+/-3.4% 

β 
 μ/α                   14,463 +/-6.6%             615+/-9.1%             13,616 +/-3%          

REN 13+/-12.2%           5,780 +/16% 
γ
           μ/α                 3,392 +/-11.4% 

γ
           45+/-9.7%               2,609 +/-17.7% 

γ
              

LRK   μ/α                           μ/α  
γ
                         μ/α                         μ/α  

γ
                           μ/α                             μ/α  

γ
                                

 

 

 
Συντομογραφίες: MxA, μυξοϊός αντίστασης Α; 2’,5’-OAS, 2’-5’-ολιγο-αδενυλο-συνθετάση ; PKR, διπλής-έλικας-

RNA-εξαρτώμενη πρωτεϊνοκινάση ; VSV.GFP, vesicular stomatitis virus expressing green fluorescent protein. 

 3B.  Εκθεση στο ιικό strain VSV.GFP σε συγκέντρωση MOI 10 για 6 ώρες  

Κυτταρικές σειρές                 MxA mRNA
α
  

Ελεγχος       Εκθεση VSV.GFP      

            2’5’OAS mRNA   

Ελεγος           Eκθεση VSV.GFP      

                 PKR mRNA  

Ελεγχος          Εκθεση VSV.GFP          

LP9  μ/α
  
                     82+/-2.2%

 β
                          μ/α                          105+/-1.7%                       615+/-9.1%           958+/-1.7%          

REN 13+/-12.2%        30+/-5.9% 
 γ 

            μ/α                           23+/-6.3%  
γ 
                       45+/-9.7%                   μ/α    

LRK μ/α                           μ/α                                           μ/α                                μ/α     μ/α                           μ/α 
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α.  Τα επίπεδα του mRNA εκφράζονται σε αυθαίρετες μονάδες. 

β.  Τα επίπεδα έκφρασης παρουσιάζονται ως μέσες τιμές  τριών αξιών με +/- το συντελεστή διακύμανσης 

(SEM/mean).  

γ. p value<0.05 compared to LP9. 

 

Βασικά επίπεδα έκφρασης mRNA διαφόρων συστατικών του «μονοπατιού» της IFN σε 

διάφορες ανθρώπινες σειρές μεσοθηλιώματος 

 

   Η ετερογένεια της ευαισθησίας των διαφόρων σειρών μεσοθηλιώματος  στη δράση της IFN θα 

μπορούσε να εξηγηθεί με την απώλεια βασικών «αγγελιαφόρων» συστατικών του «μονοπατιού» 

της IFN στα πλαίσια της διαδικασίας της ογκογένεσης (1-6) ή με την παραδοχή της παρουσίας 

λειτουργικών ελειμμάτων στην απαντητικότητά τους στη δράση της IFN μετά από κατάλληλη 

έκθεση. Με στόχο την ανεύρεση βασικών ελλειμμάτων έκφρασης που θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν στην κλινική πράξη (π.χ. με προσδιορισμό με PCR ή ανασοϊστοχημεία) ώς 

βιολογικοί δείκτες ευαισθησίας/απαντητικότητας στην ογκολυτική δράση ιών, εξήγαμε ολικό 

RNA από 10 ανθρώπινες  σειρές μεσοθηλιώματος  και πραγματοποιήσαμε ποσοτική  rt-PCR για 

να συγκρίνουμε τη βασική έκφραση διαφόρων βασικών «αγγελιαφόρων» συστατικών του 

«μονοπατιού» της IFN μεταξύ των φυσιολογικών κυττάρων μεσοθηλιώματος (PF1M) και των 

σειρών μεσοθηλιώματος (Εικ. 3). Η έφραση αυτών των mRNAs παρατηρήθηκε ότι ήταν πολύ 

υψηλή στην Ομάδα 1 των σειρών μεσοθηλιώματος, ενώ στην Ομάδα 2 η έκφραση ήταν 

παρόμοια με την έκφραση που παρατηρήθηκε στα φυσιολογικά κύτταρα μεσοθηλιώματος. 

Ενδιαφέρον έυρημα ήταν ότι τα IFNAR1, IFNAR2, Tyk2, STAT1, p48 και PKRmRNA επίπεδα 

ήταν σημαντικά υποεκφραζόμενα (downregulated) ή μη ανιχνεύσιμα σε τρείς μη ευαίσθητες 

στην IFN κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος (H2052, I45 και LRK) σε σύγκριση με τα 

φυσιολογικά μεσοθηλιακά κύτταρα. Η σειρά MSTO , μία σειρά που ανήκει στην Ομάδα 3 χωρίς 

ευασθησία στη δράση της IFN, παρουσίασε ανιχνεύσιμα επίπεδα των IFNRA1, IFNRA2,JAK1, 

STAT1, STAT2 και PKR, αλλά μη ανιχνέυσιμα επίπεδα του p48. Συμπερασματικά, αυτά τα 

αποτελέσματα συνηγορούν στο ότι ελλείμματα στη βασική έκφραση βασικών συστατικών του 

«μονοπατιού» της τύπου I IFN σε ορισμένες  κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος  μπορούν να 

εξηγήσουν  την έλλειψη ευαισθησίας στη δράση της IFN  και κατ’επέκταση την ευαισθησία 

αυτών των σειρών στην ογκολυτική δράση του VSV.hIFN-β. 

 

Κατανομή των συστατικών πρωτεϊνών του «μονοπατιού» της IFN σε όγκους 

μεσοθηλιώματος 

 

   Για να διαπιστώσουμε την αντιστοιχία των παραπάνω in vitro αποτελεσμάτων σε κλινικά 

δείγματα όγκων μεσοθηλιώματος, διεξάγαμε ανοσοϊστοχημεία με αντισώματα έναντι των 

IFNRA1, p48 και PKR σε mesothelioma tissue array 48 βιοψιών από όγκους μεσοθηλιώματος. 

‘Οπως περιγράφθηκε στα «Υλικά και Μέθοδοι», για κάθε βιοψία, βαθμολογήσαμε την ένταση 

του staining (Eικ. 4
Α
 για το p48 αντίσωμα) και προσδιορίσαμε το ποσοστό των κυττάρων που 

ήταν θετικά για το staining και συνδυάσαμε αυτούς τους δύο παράγοντες σε έναν τελικό βαθμό 

ανοσοαντιδραστικότητας. Η κλίμακα ανοσοαντιδραστικότητας κυμαινόταν από 0-12 βαθμούς; 

οι βαθμοί 0-2 αντιστοιχίστηκαν σε μηδενική ή πολύ χαμηλή έκφραση της εξεταζόμενης 

πρωτεϊνης. Η εικόνα 5 δείχνει την κατανομή των ανοσοαντιδραστικών βαθμών για κάθε 

αντίσωμα. Παρατηρήθηκε ότι 26%, 31% και 24% των όγκων μεσοθηλιώματος είχαν μηδενική ή 

πολύ χαμηλή έκφραση των IFNAR1, p48 και PKR αντιστοίχως (Εικ. 5
 
A-C). Περίπου 50% των 
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όκγων μεσοθηλιώματος παρουσίασαν μηδενική βασική έκφραση τουλάχιστον ενός από τα 

βασικά συστατικά του «μονοπατιού» της IFN (Εικ. 5D). 

Εικόνα 3. Βασική έκφραση του mRNA των γονιδίων επαγώμενων από την IFN μεταξύ διαφόρων κυτταρικών 

σειρών μεσοθηλιώματος. Ολικό RNA εξήχθηκε από την κυτταρική σειρά φυσιολογικών μεσοθηλιακών κυττάρων, 

PF1M, καθώς και από 10 ανθρώπινες κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος και χρησιμοποιήθηκε για τη σύνθεση 

συμπληρωματικού cDNA. Χρησιμοποιήθηκαν συγκεκριμένα primer sets για τα γονίδια που επάγονται από την IFN: 

(Α) IFNAR1, IFNAR2, (B) JAK1, Tyk2, (C) STAT1, STAT2, (D) p48 και PKR. Κάθε δείγμα εξετάστηκε εις 

τετραπλούν και η ποσότητά του προσαρμόστηκε με βάση την έκφραση β-ακτίνης ή GAPDH. Η έκφραση του κάθε 
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γονιδίου κανονικοποιήθηκε με βάση την έκφρασή τους στη σειρά PF1Μ και το σχήμα δείχνει το “fold change” +/- 

σταθερά απόκλισης . 
 

Απάντηση των κακοήθων κυττάρων μεσοθηλιώματος στη θεραπεία με IFN-β in vivo 

 

   Για να διαπιστώσουμε την ύπαρξη συσχέτισης μεταξύ της βασικής έκφρασης των πρωτεϊνών 

του «μονοπατιού» της ΙFN και της ικανότητας του κακόηθους κυττάρου μεσοθηλιώματος να 

«απαντά» στην έκθεση σε IFN-β in vivo, χρησιμοποιήσαμε κλινικά δείγματα πλευριτικού υγρού 

από μία προηγούμενη κλινική μελέτη γενετικής θεραπείας που πραγματοποιήθηκε στο 

University of Pennsylvaniα, στην οποία ένας αδενοϊός που εξέφραζε ανθρώπινη IFN-β 

χορηγούνταν σε ασθενείς με μεσοθηλίωμα ενδοπλευριτικά (26). Μπορέσαμε να βρούμε 3 

ασθενείς με δείγματα πλευριτικού υγρού που περιήχαν κύτταρα μεσοθηλιώματος πριν και 1 

ημέρα μετά τη χορήγηση του αδενοϊού (χρόνος κατά τον οποίο τα επίπεδα IFN-β ήταν πολύ 

υψηλά). 

  Κάναμε staining κάθε δείγματος για την πρωτεϊνη p48, που απέδωσε το πιο καθαρό staining 

και φάνηκε ότι ήταν ο πιο κατάλληλος προβλεπτικός δείκτης ευαισθησίας στη δράση της IFN 

στις κυτταρικές σειρές, καθώς και για την πρωτείνη OAS1 ως δείκτη ενεργότητας του 

μονοπατιού της IFN. Το staining αποκάλυψε ότι πριν από την έκθεση στον αδενοϊό-φορέα του 

γονιδίου της IFN-β, τα καρκινικά κύτταρα και των τριών ασθενών εμφάνισαν καθαρά 

ανιχνεύσιμη έκφραση του p48 (Eικόνα 4Β και Συμπληρωματική Εικόνα S3, διαθέσιμη online 

στο website www.liebertonline.com/hum) και πολύ χαμηλά επίπεδα έκφρασης του OAS1. 24 

ώρες μετά την γονιδιακή μεταφορά της IFN-β, η έκφραση του OAS1 αυξήθηκε (Eικ. 4Β και 

Συμπληρωματική Εικ. S3). Δυστυχώς δεν καταφέραμε να βρούμε ένα δείγμα με μηδενική 

έκφραση του p48; ωστόσο αυτά τα αποτελέσματα προτείνουν ότι είναι δυνατό να προβλέψουμε 

την ευαισθησία των όγκων μεσοθηλιώματος, προσδιορίζοντας τα επίπεδα βασικής έκφρασης του 

p48. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.liebertonline.com/hum
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Εικόνα 4. Ανοσοϊστοχημεία όγκων μεσοθηλιώματος από ασθενείς. (Α) Πραγματοποιήσαμε ανοσοϊστοχημεία σε  

δείγματα όγκων μεσοθηλιώματος από 48 ασθενείς με ένα αντίσωμα έναντι της πρωτείνης p48. Παρατίθενται 

παραδείγματα του συστήματος βαθμολόγησης της έντασης του staining σε τομές από 4 ασθενείς (Βαθμός 0, 

μηδενικό staining, Bαθμός 3, ισχυρό staining) σε μεγέθυνση x20. (Β) Κύτταρα από την πλευριτική συλλογή 3 

ασθενών που συμμετείχαν στην κλινική μελέτη του Ad.IFN-β φάσης I συλλέχθηκαν πριν και 24 ώρες μετά από την 

έκθεση στον ιικό φορέα. Πραγματοποιήθηκε staining των κυττάρων για την πρωτείνη p48 (ανώτερες φωτογραφίες) 

και για την πρωτείνη ολιγο-αδενυλο-συνθετάση-1 (OAS-1) πριν (μεσαίες φωτογραφίες) και 24
 
ώρες μετά από την 

έκθεση στον Ad.IFN-β (κατώτερες φωτογραφίες) για την εκτίμης της ευαισθησίας στην IFN όπως θα μπορούσε να 

αξιολογηθεί από την αύξηση της ΟΑΣ-1. Τα κύτταρα απεικονίζονται σε μεγέθυνση x100. Τα μεγάλα κύτταρα είναι 

κύτταρα μεσοθηλιώματος και τα μικρότερα είναι μακροφάγα. Και οι 3 ασθενείς είχαν εμφανή βασική έκφραση της 

πρωτείνης p48 και εμφανή αύξηση της έκφρασης της OAS-1 μετά από έκθεση στην IFN-β.  
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Εικόνα 5.  Πραγματοποιήθηκε staining με αντισώματα έναντι των πρωτεινών IFNAR1 (A), p48 (B) και PKR (C) σε 

μία σειρά μικροτομών από 48 βιοψίες όγκων μεσοθηλιώματος και προσδιορίστηκε ένα ανοσοαντιδραστικός βαθμός 

(βλέπε τμήμα Μέθοδοι και Υλικά) για κάθε όγκο. (Α-C) Η κατανομή του ανοσοαντιδραστικού βαθμού για κάθε 

αντίσωμα. Ανοσοαντιδραστικός βαθμός μικρότερος του 2 δηλώνει μηδενική ή πολύ χαμηλή έκφραση της 

συγκεκριμένης πρωτείνης. (D) Σχεδιάγραμμα του αριθμού των ελλειμμάτων των παραπάνω πρωτεινών ανά όγκο. 

45% των όγκων δεν είχαν κανένα έλλειμμα, 30% είχαν ελλειμματικό staining για μία πρωτείνη και 25% είχαν 

ελλειμματικό staining για 2 ή 3 πρωτείνες.  
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4.4. Συμπεράσματα 
 

   Η σπάνια αποτελεσματικότητα των σύγχρονων θεραπειών του κακοήθους μεσοθηλιώματος 

καθιστά απαραίτητη την ανεύρεση νέων θεραπευτικών στρατηγικών. Οι προκλινικές μελέτες της 

ομάδας μας έχουν δείξει ότι η χορήγηση ιντερφερονών τύπου Ι με τη χρήση ενός αδενοϊού ως 

γονιδιακού φορέα προκαλλεί ισχυρή αντικαρκινική ανοσολογική αντίδραση και είναι εξαιρετικά 

αποτελεσματική στην καταπολέμηση όγκων μεσοθηλιώματος σε μοντέλα ποντικιών (25, 32, 33). 

Αυτή η αντικαρκινική δράση φαίνεται ότι υπάρχει και σε ασθενείς με κακόηθες μεσοθηλίωμα. 

Ενδοπλευριτική χορήγηση ενός μη-πολλαπλασιαζόμενου αδενοϊού που εκφράζει το γονίδιο IFN-

β σε ασθενείς με μεσοθηλίωμα ή κακοήθη πλευριτική συλλογή προκάλεσε την παραγωγή 

χυμικής και κυτταρικής αντικαρκινικής ανοσολογικής αντίδρασης και σε αξιόλογη κλινική 

αποτελεσματικότητα (31). Δεδομένων των πιθανών προκλήσεων (τοξικότητα) σχετιζόμενων με 

την ενδοφλέβια χορήγηση ογκολυτικών ιών, όπως ο VSV (19) και της πιθανής πρόκλησης 

παραγωγής ουδετεροποιητικών αντισωμάτων έναντι του ιικού φορέα (34), η δυνατότητα 

ασφαλούς και αποτελεσματικής τοπικής χορήγησης ιικών φορέων γονιδιακής θεραπείας σε 

ασθενείς με όγκους της πλευριτικής κοιλότητας καθιστά το μεσοθηλίωμα έναν άριστο 

θεραπευτικό στόχο με τη χρήση γονιδιακής θεραπείας (19). Σε μία πρόσφατα ολοκληρωμένη 

εργασία (35), αποδείξαμε την αποτελεσματικότητα και την ασφάλεια ενός ιικού φορέα VSV που 

εξέφραζε το γονίδιο της IFN ποντικιών σε ένα μοντέλο μεσοθηλιώματος ποντικιού. Πολύ 

σημαντικό σημείο είναι ότι η κυτταρική σειρά που χρησιμοποιήθηκε ήταν ανθεκτική στην 

δράση της IFN ποντικιού και επομένως ο πολλαπλασιασμός του ιικού φορέα κατέστη δυνατός. 

Λόγω αυτού του πλεονεκτήματος του συγκεκριμένου ιικού φορέα σε ένα προκλινικό μοντέλο 

ποντικιού, σκοπός αυτής της μελέτης ήταν να αξιολογήσει την αντικαρκινική 

αποτελεσματικότητα του ιικού φορέα VSV.hIFN-β που εκράζει το γονίδιο της ανθρώπινης IFN-

β, σε μία μεγάλη σειρά ανθρώπινων κυτταρικών σειρών κακοήθους μεσοθηλιώματος. 

   Λαμβάνοντας υπόψη την ανάλογη του είδους δράση της IFN-β στον αντίστοιχο κυτταρικό 

υποδοχέα, προσδιορίσαμε την ευαισθησία ενός συνόλου ανθρώπινων κυτταρικών σειρών 

κακοήθους μεσοθηλιώματος στην ογκολυτική δράση του VSV.hIFN-β (που επιδρά μόνο στον 

ανθρώπινο υποδοχέα τύπου Ι IFN), καθώς και του VSV.mIFN-β (που επιδά μόνο στον υποδοχέα 

τύπου I IFN του ποντικιού). Εννιά από τις δώδεκα ανθρώπινες κυτταρικές σειρές υπέστησαν 

κυτταρική λύση από τον ιικό φορέα ελέγχου VSV.mIFN-β (καθώς και από ένα δεύτερο φορέα 

ελέγχου, τον VSV.GFP), ενώ οι τέσσερις μη-εξαλλαγμένες κυτταρικές σειρές μεσοθηλιακών 

κυττάρων παρουσίασαν μικρότερο βαθμό λύσης και τοξικότητας από τους ίδιους φορείς. (Εικ. 

1
Α
). Αυτά τα αποτελέσματα συμβαδίζουν με ευρήματα προηγούμενων μελετών που έχουν δείξει 

ότι τα καρκινικά κύτταρα, σε σύγκριση με τα φυσιολογικά κύτταρα από τα οποία προέρχονται, 

είναι περισσότερο επιρρεπή σε κυτταρική λύση από τον ιό VSV (11, 13). Αυτό υποδηλώνει ότι η 

πλειοψηφία των κυτταρικών σειρών μεσοθηλιώματος έχουν κάποια ελλείμματα στο «μονοπάτι» 

των IFN. Επιπλέον, η κυτταρική λύση από τον VSV αναστάλθηκε τελέιως στις μη-εξαλλαγμένες 

κυτταρικές σειρές μεσοθηλιακών κυττάρων όταν ο ιικός φορέας που χρησιμοποιήθηκε εξέφραζε 

το γονίδιο της ανθρώπινης IFN-β, εύρημα που υποστηρίζει την ιδέα της ενσωμάτωσης του 

γονιδίου της IFN με σκοπό της ενίσχυση της αντιικής κυτταρικής προστασίας.  

   Ωστόσο παρατηρήθηκε ότι περισσότερο από το 50% των κυτταρικών σειρών μεσοθηλιώματος 

υπέστησαν μερική προστασία από την κυτταρόλυση μέσω του VSV με την παρουσία του 

γονιδίου της ανθρώπινης IFN-β, εύρημα που υποδηλώνει σημαντική ετερογένεια της απάντησης 

των καρκινικών κυττάρων μεσοθηλιώματος στη δράση της IFN-β. Διαπιστώσαμε την παρουσία 

3 τύπων κυτταρικών σειρών μεσοθηλιώματος με βάση την απάντησή τους στη δράση της IFN-β. 



 
90 

 

Η ομάδα 1 κυττάρων μεσοθηλιώματος (3 από 12 σειρές) παρουσίασε αντίσταση στη λύση τόσο 

από τους ιικούς φορείς VSV ελέγχου, όσο και στο φορέα VSV.hIFN-β, προσομοιάζοντας στις 

μη-εξαλλαγμένες σειρές φυσιολογικών μεσοθηλιακών κυττάρων. Η ομάδα 2 κυττάρων 

μεσοθηλιώματος (5 από 12 σειρές) υπέστησαν λύση από τους ιικούς φορείς VSV ελέγχου, αλλά 

παρουσίασαν αντίσταση στη λύση από τον φορέα VSV.hIFN-β. Αντιθέτως, η ομάδα 3 

κυτταρικών σειρών (4 από 12 σειρές) φαίνεται ότι παρουσίασε πλήρη αντίσταση στην αντιική 

προστασία της ΙFN-β και συνεπώς τα κύτταρα υπέστησαν λύση τόσο από τους φορείς ελέγχου, 

όσο και από το φορέα VSV.hIFN-β. Αυτά τα in vitro ευρήματα συμπίπτουν με τα αποτελέσματα 

προκλινικών μελετών με όγκους μεσοθηλιώματος της γλουτιαίας χώρας ποντικιών με σοβαρή 

συνδυασμένη ανοσοανεπάρκεια (SCID). Χρησιμοποιώντας τη σειρά MSTO που χαρακτηρίζεται 

από αντίσταση στη δράση της IFN-β, η αύξηση των όγκων της γλουτιαίας χώρας ανεστάλη 

σημαντικά τόσο με τη χρήση του VSV.hIFN-β, όσο και με το φορέα VSV.mIFN-β (Εικ. 2Α). 

Αντιθέτως, χρησιμοποιώντας τη σειρά REN, που χαρακτηρίζεται από μερική ευαισθησία στη 

αντιική προστατευτική δράση της IFN-β, στο ίδιο μοντέλο, η αύξηση του μεγέθους των όγκων 

ανεστάλη σημαντικά με τη χορήγηση του φορέα VSV.mIFN-β, ενώ η χορήγηση του VSV.hIFN-

β δεν προκάλεσε στατιστικά σημαντική διαφορά στο μέγεθος των όγκων σε σχέση με τους 

όγκους ελέγχου (Εικ. 2Β).  

   Η ετερογένεια στην ευαισθησία στις δράσεις των IFN τύπου Ι που παρατηρήθηκε στις 

παραπάνω κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος έχει παρατηρηθεί σε μία ποικιλία καρκινικών 

κυτταρικών σειρών, όπως κυτταρικές σειρές μελανώματος (2, 4), λεμφώματος (5), καρκίνου 

ουροδόχου κύστης (6), καρκίνου του νεφρού (2) και καρκίνου προστάτη (14). Αυτή η 

παρατήρηση μελετήθηκε από την ομάδα του Stodjl et al. (2000), o οποίος ανέλυσε ένα σύνολο 

60 καρκινικών κυτταρικών σειρών από το National Cancer Institute (NCI). Βρήκαν ότι 81% των 

υπό εξέταση κυτταρικών σειρών ήταν «ανθεκτικές» στη δράση της IFN-α ή IFN-β, όπου 

«ανθεκτικότητα» ορίστηκε ως η αναποτελεσματικότητα της προέκθεσης σε 5 μονάδες της IFN 

να αυξήσει την αποτελεσματική συγκέντρωση EC50 του ιού VSV (wild-type) που απαιτείται για 

να επιφέρει κυτταρικό θάνατο μετά από 48ώρες έκθεσης στον ιό.  Ωστόσο, οι διαβαθμίσεις 

ευαισθησίας στη δράση της IFN (μερική ή ολική) δεν αναλύθηκαν με ιδιαίτερη λεπτομέρεια. Σε 

σύγκριση με αυτή τη μελέτη, τα αποτελέσματά μας υποστηρίζουν την ύπαρξη μεγαλύτερου 

ποσοστού κυττάρων μεσοθηλιώματος που είναι ευαίσθητα στη δράση των IFN.  

   Η αιτιολογία αυτής της ετερογένειας διερευνήθηκε περισσότερο συγκρίνοντας τη μη-

εξαλλαγμένη κυτταρική σειρά μεσοθηλιακών κυττάρων LP9, τη μερικώς ευαίσθητη στη δράση 

της IFN-β σειρά REN (Ομάδα 2) και την σειρά LRK (Ομάδα 3) που είναι ανθεκτική στη δράση 

της IFN-β. Η σειρά LRK παρουσίασε πολλαπλά ελλείμματα. Σε αντίθεση με τα φυσιολογικά 

κύτταρα LP9, το mRNA της IFN-β, όπως και η πρωτείνη της IFN-β δεν αυξήθηκαν μετά από 

έκθεση στον ιό VSV (Πίνακας 2). Ομοίως τα επίπεδα του mRNA των ISG (Interferon-

Sensitive-Genes) δεν αυξήθηκαν μετά από έκθεση σε IFN-β (Πίνακας 3Α) ή στον ιό VSV 

(Πίνακας 3Β). Σε αντίθεση με τη σειρά LRK, η μερικώς ευαίσθητη στη δράση της IFN-β σειρά 

REN παρουσίασε ενδιάμεσες απαντήσεις στην έκθεση IFN-β ή στον ιό VSV. Αν και τα κύτταρα 

REN παρήγαγαν υψηλά επίπεδα IFN-β mRNA μετά από έκθεση στον ιό VSV (Πίνακας 2), η 

ικανότητά τους να αυξάνουν τα επίπεδα mRNA αντιικών πρωτεινών που εξαρτώνται από την 

έκφραση της πρωτείνης IFN-β μετά από έκθεση στην IFN-β (Πίνακας 3Α) και στον ιό VSV 

(Πίνακας 3Β) ήταν σημαντικά χαμηλότερα από τα αντίστοιχα επίπεδα που μετρήθηκάν στη μη- 

εξαλλαγμένη σειρά LP9. Αυτά τα ευρήματα παρουσιάζουν ομοιότητες με αντίστοιχα ευρήματα 

μίας εργασίας που διεκπεραιώθηκε σε ένα σύνολο κυτταρικών σειρών γλοιοβλαστώματος (30). 

Σε αυτήν την εργασία, φυσιολογικά ανθρώπινα αστροκύτταρα παρουσίασαν ανθεκτικότητα σε 
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έκθεση στον ιό VSV, ενώ 4 από τις 5 κυτταρικές σειρές γλοιοβλαστώματος παρουσίασαν 

μεγάλη ευαισθησία στην λυτική δράση του ιού VSV, ακόμα και μετά από προ-έκθεση στην IFN-

α. Ολές οι σειρές που υπέστησαν κυτταρική λύση από τον VSV παρουσίασαν ελλειμματική 

ικανότητα αύξησης των αντιικών πρωτεινών, όπως η MxA, που ρυθμίζονται από την IFN, και το 

50% των κυτταρικών σειρών είχαν ελλειμματική ικανότητα παραγωγής του mRNA της IFN-β 

μετά από έκθεση στον ιό VSV. 

   Η αιτιολογία της ετερογένειας της ευαισθησίας των κυττάρων μεσοθηλιώματος στη δράση της 

IFN διερευνήθηκε περισσότερο με ποσοτική real-time PCR ανάλυση του mRNA των 

πρωτεινών-αγγελιαφόρων που συμμετέχουν στο «μονοπάτι» των IFN τύπου Ι με σκοπό τον 

προσδιορισμό πιθανών ελλειμμάτων του τις διάφορες σειρές μεσοθηλιώματος (Εικόνα 3). Τα 

κύτταρα μεσοθηλιώματος της Ομάδας 1 (ανθεκτικά σε όλα τα strain του VSV) παρουσίασαν 

εξαιρετικά υψηλά επίπεδα mRNA γονιδίων που ενεργοποιούν το «μονοπάτι» των τύπου Ι IFN 

σε σύγκριση με τα φυσιολογικά μεσοθηλιακά κύτταρα (Εικόνα 3). Τα κύτταρα της Ομάδας 2 

(ευαίσθητα στη λύση με τα strain ελέγχου του VSV, αλλά ανθεκτικά στη λύση από το 

VSV.hIFN-β) είχαν παρόμοια επίπεδα mRNA γονιδίων που ενεργοποιούν το «μονοπάτι» των 

τύπου Ι IFN σε σύγκριση με τα φυσιολογικά μεσοθηλιακά κύτταρα (Εικ. 3). Τα κύτταρα της 

Ομάδας 3  (ευαίσθητα στη λύση από τα strain ελέγχου VSV και από το VSV.hIFN-β) είχαν πολύ 

χαμηλά ή μη ανιχνεύσιμα επίπεδα mRNA σχεδόν των περισσότερων γονιδίων που ενεργοποιούν 

το «μονοπάτι» των τύπου Ι IFN. Αυτά τα αποτελέσματα (με την εξαίρεση της σειράς MSTO) 

υποδηλώνουν ότι υφίστανται ελλείμματα πολλαπλών συστατικών πρωτεινών του «μονοπατιού» 

των IFN, που μπορεί να εξηγήσει γιατί τα κύτταρα μεσοθηλιώματος της Ομάδας 3 δεν είναι 

ευαίσθητα στην αντιική δράση της IFN.  

   Προσπαθήσαμε να συσχετίσουμε αυτά τα ευρήματα και σε ασθενείς με όγκους 

μεσοθηλιώματος. Χρησιμοποιήσαμε ανοσοϊστοχημεία σε τομές δειγμάτων από 48 όγκους 

μεσοθηλιώματος για να προσδιορίσουμε τα βασικά επίπεδα έκφρασης τριών βασικών 

συστατικών πρωτεϊνών του «μονοπατιού» των τύπου Ι IFN που παρουσίασαν χαμηλή έκφραση 

στις κυτταρικές σειρές (IFNAR1, p48 και PKR), και διαπιστώσαμε ότι περίπου 50% των όγκων 

δεν παρουσίασαν κανένα έλλειμμα στις συγκεκριμένες πρωτεϊνες (Εικ. 5D), υποδηλώνοντας 

πιθανή ευαισθησία αυτών των όγκων στις δράσεις των τύπου Ι IFN. Είναι ενδιαφέρον ότι η 

πρωτείνη p48 (που παρουσίαζε συστηματικά χαμηλή έκφραση σε όλες τις ανθεκτικές στην IFN 

κυτταρικές σειρές) κωδικοποιείται από ένα γονίδιο που εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 14q. Μία 

πρόσφατη μελέτη «απώλειας ετεροζυγωτικότητας» από τους Rienzo et al. (36) έδειξε ότι 

περίπου 43% των όγκων μεσοθηλιώματος παρουσιάζουν απώλειες αλληλίων που βρίσκονται 

στο χρωμοσωμα 14q, κάτι που πιθανώς μπορεί να εξηγήσει το παραπάνω εύρημα.  

   Χρησιμοποιώντας δείγματα από μία πρόσφατη κλινική μελέτη (26) ενδοπλευρικής χορήγησης 

αδενοϊού που κωδικοποιεί το γονίδιο της IFN-β (Αd.IFN-β) σε ασθενείς με μεσοθηλίωμα, 

προσπαθήσαμε να προσδιορίσουμε αν η έκφραση της πρωτεϊνης p48 μπορεί να προβλέψει την 

παρουσία ευαισθησίας στις δράσεις της IFN. Σε τρία δείγματα με επαρκή ποσότητα κυττάρων, 

παρατηρήσαμε την παρουσία βασικής έκφρασης της p48 πρωτεϊνης χωρίς την επίδραση ιικής 

προσβολής, η οποία συσχετίστηκε με σημαντική αύξηση της εξαρτώμενης από την IFN 

πρωτεϊνης OAS μετά από έκθεση στον ιικό φορέα Ad.IFN-β (Εικ. 4 και συμπληρωματική 

Εικόνα S3). Αν και είναι απαραίτητες περισσότερες μελέτες (π.χ. σε δείγματα με μηδενικη 

βασική έκφραση της πρωτεϊνης p48), αυτά τα ευρήματα υποστηρίζουν τον προσδιορισμό της 

βασικής έκφρασης πρωτεϊνών όπως η p48 με τη χρήση ανοσοϊστοχημείας σε δείγματα όγκων ως 

δείκτη απαντητικότητας και ευαισθησίας στη λυτικη δράση ιικών φορέων που κωδικοποιούν το 

γονίδιο της IFN. 
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   Μία κλινική μελέτη που προτείνει τη χρήση του VSV.hIFN-β σε ασθενείς με ηπατοκυτταρικό 

καρκίνο έχει ήδη υποβληθεί στο “DNA Recombinant Advisory Council” και είναι πιθανό ότι θα 

ακολουθήσουν και άλλες παρόμοιες προτάσεις . Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης 

υποστηρίζουν την οργάνωση κλινικών μελετών που θα εξετάσουν τη χρήση ιικών φορέων VSV 

σε ασθενείς με μεσοθηλίωμα; ωστόσο είναι πιθανό ότι οι όγκοι μεσοθηλιώματος θα 

παρουσιάζουν ετερογένεια ευαισθησίας στη λυτική δράση του συγκεκριμένου ιικού φορέα, κάτι 

που πιθανόν να καθιστά χρήσιμη την ανεύρεση βιοχημικών δεικτών που θα προβλέπουν την 

ευαισθησία κάθε όγκου μεσοθηλιώματος στη λύση από συγκεκριμένα ιικά strains του VSV 

(«εξατομικευμένη ιατρική»). Αυτό μπορεί να περιλαμβάνει την εξέταση δειγμάτων όγκων για 

τον προσδιορισμό της ικανότητάς τους να επιτρέπουν τον πολλαπλασιασμό του VSV (37, 38);  

ωστόσο φαίνεται οτι η χρήση ανοσοϊστοχημείας ή PCR ανάλυσης σε βιοψίες όγκων για την 

ανεύρεση ελλειμμάτων βασικών συστατικών του «μονοπατιού» των IFN, όπως οι πρωτεϊνες  

IFNARs, Τyk2 ή p48 (4), φαίνεται να είναι πολύ πιο πρακτική λύση. Τα ευρήματα αυτής της 

μελέτης έδειξαν ότι η εξέταση της ευαισθησίας ασθενών με όγκους μεσοθηλιώματος στην 

αντιική δράση της IFN πριν από την έναρξη θεραπείας είναι εφικτή. Αυτή η ανάλυση της 

ευαισθησίας στην IFN είναι πιθανόν να είναι χρήσιμη και στην πρόβλεψη της 

αποτελεσματικότητας άλλων ογκολυτικών ιών (π.χ. ιός ιλάρας, ιός Newcastle Disease ή ρεοϊος), 

των οποίων η αποτελεσματικότητα της λυτικής δράσης εξαρτάται από την παρουσία 

ελλειμμάτων του «μονοπατιού» των IFN στα καρκινικά κύτταρα. Εκτός από τη χρησιμότητα της 

στην διάκριση ασθενών με μεσοθηλίωμα με τη πιθανότερη βέλτιστη απάντηση στη λυτική 

δράση του VSV, η γνώση της πληρότητας ή μη του «μονοπατιού» των IFN ενός όγκου μπορεί 

να επιφέρει περαιτέρω πρακτικές θεραπευτικές εφαρμογές. Η πρόσφατη μελέτη που έδειξε ότι η 

χρήση αναστολέων των αποακετυλιωτών των ιστονών αναστέλλει το «μονοπάτι» των IFN (38) 

υποδηλώνει έναν πιθανό ρόλο τους ως συμπαραγόντων σε ασθενείς με όγκους που έχουν μία 

υπολειπόμενη ευαισθησία στη δράση των IFN.  
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6. ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΤΗΣ ΕΚΠΟΝΗΘΕΙΣΑΣ ΕΡΕΥΝΑΣ, ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

ΚΛΙΝΙΚΩΝ ΜΕΛΕΤΩΝ ΚΑΙ ΠΡΟΚΛΗΣΕΙΣ 
 

   Τα συμπεράσματα της παραπάνω έρευνας είναι ότι ο ογκολυτικός ιός VSV.IFN-β έδειξε 

εντυπωσιακή αντικαρκινική δράση έναντι μεσοθηλιακών καρκινικών κυττάρων μέσω 

κυτταρόλυσής τους σε in vitro πειραματικά μοντέλα, καθώς και σε ορθοτοπικά και ετεροτοπικά 

μοντέλα μεσοθηλιώματος σε ανοσοεπαρκή ποντίκια, όπου η αντικαρκινική δράση αποδόθηκε 

όχι μόνο στη λύση των καρκινικών κυττάρων, αλλά και στην έκλυση αντικαρκινικής ανοσιακής 

αντίδρασης μέσω CD8+ T-λεμφοκυττάρων. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ανοσιακή «μνήμη» έναντι 

των μεσοθηλιακών κυττάρων, καθότι η επανέκθεση ανοσοεπαρκών ποντικιών που είχαν ήδη 

θεραπευτεί με τη χορήγηση του VSV.mIFN-β σε υποδόρια ένεση με μεσοθηλιακά κύτταρα 

ποντικιού κατέληξε σε απόρριψη της εμφύτευσης των κυττάρων (δεν αναπτύχθηκαν όγκοι).  Τα 

αποτελέσματα αυτά υποστηρίζουν την περαιτέρω μελέτη του ιού VSV.IFN-β στη θεραπεία του 

κακοήθους μεσοθηλιώματος με ανάλογες κλινικές μελέτες σε ασθενείς. 

   Ωστόσο, η αποτελεσματικότητα του ογκολυτικού ιού VSV.IFN-β εξαρτάται από τη 

λειτουργικότητα των «μονοπατιών» των ιντερφερονών τύπου Ι, κάτι που ήταν αναμενόμενο αν 

ληφθεί υπόψη η υψηλή ευαισθησία του ιού VSV στην αντιική δράση των ιντερφερονών τύπου Ι. 

Αν και τα περισσότερα καρκινικά κύτταρα έχουν απενεργοποιήσει τα «μονοπάτια» 

ιντερφερονών τύπου Ι λόγω της αποπτωτικής τους δράσης που αντίκειται στoν πολλαπλασιασμό 

των καρκινικών κυττάρων, υφίσταται ετερογένεια των κυτταρικών πληθυσμών που προβάλλει 

έναν εγγενή μηχανισμό μερικής αντίστασης την ογκολυτική αντικαρκινική δράση αυτού του ιού. 

Σε αυτά τα πλαίσια είναι απαραίτητη η ανάπτυξη εξατομικευμένων θεραπευτικών στρατηγικών, 

όπως π.χ. η ανοσοϊστοχημεία για την έκφραση ενζύμων-βιοχημικών δεικτών που υποδηλώνουν 

λειτουργικότητα των «μονοπατιών» ιντερφερονών τύπου Ι, ώστε να μπορούν να επιλεγούν οι 

ασθενείς που έχουν υψηλότερες πιθανότητες ευαισθησίας στην ογκολυτική δράση του VSV.  

   Ενας βασικός λόγος της ενσωμάτωσης του γονιδίου της IFN-β στον ιό VSV είναι η αύξηση 

της ασφάλειάς του στην περίπτωση ιικής προσβολής φυσιολογικών κυττάρων; στην περίπτωση 

αυτή η έκφραση της IFN-β αναμένεται να ενισχύσει την αντιική απάντηση των φυσιολογικών 

κυττάρων, αποτρέποντας τον πολλαπλασιαμό του ιού και συνεπώς τον κυτταρικό θάνατο.  Αν 

και ο ιός VSV.mIFN-β δεν προκάλεσε παρενέργειες και ήταν πολύ καλά ανεκτός στις 

θεραπευτικές δόσεις που χορηγήθηκαν σε ανοσοεπαρκή ποντίκια, παρατηρήθηκαν νευροτοξικές 

επιπλοκές στα ανοσοανεπαρκή ποντίκια των παραπάνω μελετών με τη χρήση του VSV.hIFN-β 

και VSV.GFP. ‘Αλλες μελέτες έχουν επίσης καταδείξει την νευροτοξικότητα του wild-type VSV 

σε ποντίκια. Αυτά τα δεδομένα έχουν προκαλέσει αμφιβολίες για την ασφαλή χορήγηση του ιού 

σε ασθενείς με κακοήθες μεσοθηλίωμα που μπορεί να υποστούν ανοσοκαταστολή με τη 

χορήγηση χημειοθεραπειών. Συνεπώς, για τη θεραπευτική χορήγηση αυτού του ιού πρέπει να 

χρησιμοποιούνται τροποποιημένα, μη τοξικά ιικά strain του VSV (attenuated  strains) ή να 

ακολουθούνται τοπικές μέθοδοι χορήγησης (π.χ. τοπικά) που περιορίζουν τη συστηματική 

κυκλοφορία του ιού.  

   ‘Eνα ακόμα σημαντικό εμπόδιο για τη θεραπευτική εφαρμογή του VSV καθώς και άλλων 

ογκολυτικών ιών είναι η παραγωγή ουδετεροποιητικών αντισωμάτων που απενεργοποιούν τον 

ιό, ιδιαίτερα μετά από συστηματική του χορήγηση (ενδοφλεβίως). Στρατηγικές που μπορούν να 

εφαρμοστούν για τη μείωση της ανοσογονικότητας των ιών περιλαμβάνουν την τροποποίηση 

των αντιγόνων/επιτόπων του ιού, η κάλυψη των ιών με πολυμερή που «κρύβουν» τα ιικά 

αντιγόνα, και η ανοσοκαταστολή. Ωστόσο, η εφαρμογή ανοσοκαταστολής για τη χορήγηση του 

VSV αυξάνει τον κίνδυνο τοξικών παρενεργειών του ιού με προσβολή των φυσιολογικών 
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κυττάρων, ενώ ταυτόχρονα αναμένεται να μειώσει την αντικαρκινική αποτελεσματικότητα του 

ιού δεδομένου ότι ο VSV δε δρα μόνο προκαλλώντας ογκόλυση, αλλά και επάγοντας ειδική 

αντικαρκινική ανοσιακή αντίδραση.  

   ‘Επιπλέον, η συστηματική, ενδοφλέβια χορήγηση του VSV οδηγεί στην κύρια πρόσληψή του 

από τα ηπατικά κύτταρα, περιορίζοντας την πρόσβαση του στη συστηματική κυκλοφορία και 

συνεπώς στο μικροπεριβάλλον του όγκου. Συνεπώς, μέθοδοι βελτίωσης της πρόσβασης του 

VSV στο μικροπεριβάλλον του όγκου με την επαγωγή τοπικής φλεγμονής στον όγκο αποτελούν 

πεδίο έρευνας για τη βελτίωση της αποτελεσματικότητας της ογκολυτικής ιοθεραπείας. Τέλος, η 

ενσωμάτωση της ογκολυτικής ιοθεραπείας με τις υπόλοιπες ενδεδειγμένες αντικαρκινικές 

θεραπείες για το μεσοθηλίωμα, καθώς και άλλων τύπων καρκίνου, χρήζει περαιτέρω προσοχής 

και έρευνας, καθώς η ταυτόχρονη ή διαδοχική εφαρμογή αυτών των θεραπειών μπορεί να 

δράσει συνεργιστικά με καλύτερα αποτελέσματα από ό,τι η εφαρμογή κάθε θεραπευτικής 

στρατηγικής ξεχωριστά.  

   Παρά τις παραπάνω δυσκολίες που αφορούν γενικά τα περισσότερα είδη ογκολυτικών ιών, η 

ογκολυτική ιοθεραπεία είναι μία καινοτόμος θεραπευτική στρατηγική που βρίσκεται ύπο έντονη 

έρευνα. Υπάρχουν τουλάχιστον 15 ήδη ογκολυτικων ιών (γενετικά τροποποιημένοι αδενοϊοί, 

ερπητοϊοί, ιοί δαμαλίτιδας, ρεοϊοί, ιοί Coxsackie, ιοί ιλαράς) που βρίσκονται ύπο κλινική μελέτη 

για διάφορους τύπους καρκίνου, όπως το γλοιοβλάστωμα, ο καρκίνος παγκρέατος, πνεύμονα, 

νεφρών, κεφαλής και τραχήλου, παχέως εντέρου. Για το κακόηθες μεσοθηλίωμα, έχει ήδη 

ξεκινήσει μία κλινική μελέτη φάσης Ι που χρησιμοποιεί τον ογκολυτικό ιό ιλαράς (measles 

virus, MV) που εκφράζει το γονίδιο του υποδοχέα ιωδίου (sodium iodide symporter, MV.NIS), 

ενώ ο ανάλογα τροποποιημένος ιός VSV.hIFN-β.NIS βρίσκεται ύπο κλινική μελέτη σε ασθενείς 

με πολλαπλό μυέλωμα, οξεία λεμφογενή λευχαιμία, T-cell λέμφωμα, και καρκίνο του 

ενδομητρίου (NCT03017820). 
 

 

7. SUMMARY OF ΤΗΕ AFOREMENTIONED RESEARCH PROJECTS, 

PROSPECTS FOR CLINICAL TRIALS AND FUTURE CHALLENGES  
 

   The results of the described research projects support that the oncolytic virus VSV.IFN-β 

manifests remarkable anticancer effects against mesothelioma cancer cells and this is mediated 

not only through direct lysis of cancer cells, but also through the induction of CD8+ T-cell 

mediated anticancer immunity. Furthermore, immunocompetent mice that were cured and 

remained cancer free for more than 6 months after treatment of heterotopic subcutaneous mouse 

mesothelioma flank tumors with VSV.mIFN-β did not develop new flank tumors after 

reexposure to subcutaneous injections with the same mouse mesothelioma cells, indicating the 

development of anticancer “immune memory”. These results support the translation of 

VSV.IFN-β in clinical trials as a novel therapeutic approach for patients with malignant pleural 

mesothelioma.  

   However, the efficacy of VSV.IFN-β depends on the functionality of the type I IFN pathways, 

an observation which was expected if one considers the exquisite sensitivity of VSV to the 

antiviral functions of type I IFNs. Although a large percentage of cancer cells have 

evolutionarily favored the deactivation of type I IFN pathways due to their antiproliferative 

effects in cancer growth, the presence of some cancer cells with “active” type I IFN pathways 

pose an inherent mechanism of resistance to the oncolytic effects of VSV. With this in mind, it is 

necessary to develop personalized therapeutic strategies, i.e. immunohistochemistry for 
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biomarkers indicative of “active” or “inactive” type I IFN pathways, in order to select patients 

who have higher chances of responding to the oncolytic effects of VSV.  

   One of the main reasons for the genetic engineering of VSV to express IFN-β is the improved 

safety of it in case of infection of normal cells by tes virus; in this case, the expression of IFN-β 

would be expected to enhance the antiviral response of normal cells to the virus, preventing the 

replication of the virus and thus cell death. Although VSV.mIFN-β did not induce significant 

side effects and was very well tolerated at the treatment doses administered to immunocompetent 

mice, neurotoxic complications were observed in the immunodeficient mice treated with 

VSV.hIFN-β and VSV.GFP. Other studies have also demonstrated neurotoxicity of wild-type 

VSV in mice. These observations have raised doubts about the safety of the administration of 

this virus in patients with malignant pleural mesothelioma who could become 

immunosuppressed in the context of their malignancy or their treatment with chemotherapy. 

Hence, for the therapeutic administration of this virus the use of modified, nontoxic, attenuated 

viral strains is necessary or one should consider the local rather than systemic administration of 

this virus. 

   Another very important obstacle in the clinical application of VSV, as well as of other 

oncolytic viruses, is the induction of neutralizing antibodies that inactivate the virus, especially 

after its systemic administration. Strategies that could be applied to reduce the immunogenicity 

of this virus include the modification of its immunogenic viral epitopes, the coating of the virus 

with polymers that “hide” these epitopes and prevent their recognition by the immune system, 

and systemic immunosuppression. However, the latter approach could increase the risk of side 

effects by rendering normal cells more succeptible to viral attack, while VSV’s anticancer effect 

could be significantly hampered, as this is not only mediated by oncolysis of cancer cells, but 

also through induction of adaptive anticacer immune response. 

   Furthermore, the intravenous administration of VSV is followed by its uptake by hepatocytes, 

limiting its access to the systemic circulation and thus to the tumor’s microenvironment. Thus, 

strategies to improve the access of systemically administered VSV to the tumor 

microenvironment are also important for the improvement of the efficacy of oncolytic 

virotherapy; one such approach is the induction of local tumor inflammation which is currently 

under investigation. Finally, the incorporation of oncolytic virotherapy with other clinically 

approved therapeutic strategies for malignant pleural mesothelioma, as well as other cancer 

types, is of major importance and merits further investigation, as the concurrent or successive 

application of such therapeutic approaches may have a synergistic effect with better results 

compared to the application of each therapeutic approach separately.  

   Despite these difficulties that generally concern most types of oncolytic viruses, oncolytic 

virotherapy is a groundbreaking, novel therapeutic strategy which is being actively investigated 

in clinical trials. There are at least 15 different types of oncolytic viruses (genetically modified 

adenoviruses, herpesviruses, retroviruses, vaccinia, Coxsackie and measles viruses) under 

clinical trials for various cancer types, such as glioblastoma multiforme, pancreatic, lung, colon, 

renal cell and head and neck cancer. For malignant pleural mesothelioma, a phase I clinical trial 

is currently investigating a viral strain of the oncolytic measles virus expressing the sodium 

iodide symporter (MV.NIS), while VSV.hIFN-β.NIS is currently being investigated in patients 

with multiple myeloma, acute lymphoblastic leukemia, T-cell lymphoma and endometrial cancer 

(NCT03017820). 
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