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ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
 

Ο καρκίνος του προστάτη είναι η πλέον συχνή αιτία κακοήθειας και η δεύτερη 

κατά σειρά αιτία θανάτου στον άνδρα. Οι τρέχουσες θεραπείες για τη νόσο 

αυτή που περιλαµβάνουν τη ριζική προστατεκτοµή, την ακτινοθεραπεία και 

την ορµονοθεραπεία συνοδεύονται από σηµαντικές επιπλοκές καθώς και 

υποτροπές (1,2). Η ακτινοθεραπεία αποτελεί τοπική µορφή θεραπείας η 

οποία χαρακτηρίζεται από έλλειψη ειδικότητος για την αντιµετώπιση των υπό 

αναφορά νεοπλασµατικών όγκων (3). Αν και µια καµπύλη ∆όσης – 

Ανταπόκρισης / Αποτελέσµατος στην ιονίζουσα ακτινοβολία έχει τεκµηριωθεί 

για τους περισσότερους όγκους, περαιτέρω αύξηση των δόσεων ακτινοβολίας 

περιορίζεται από τον κίνδυνο εµφάνισης τοξικότητος στους φυσιολογικούς 

ιστούς. Επιπλέον, η ακτινοθεραπεία δεν έχει καµία θεραπευτική επίδραση 

αναφορικά µε την ολική επιβίωση σε περίπτωση µεταστατικής νόσου. Η 

γονιδιακή θεραπεία κατά του καρκίνου επιτρέπει τη τοπική χορήγηση 

συγκεκριµένων γονιδίων εντός των όγκων τα οποία µπορούν να οδηγήσουν 

σε ακτινοευαισθητοποίηση. Οι αδενοϊοί (AdV) είναι άριστοι φορείς γονιδίων 

και χρησιµοποιούνται για τη χορήγηση της ανωτέρω θεραπείας επειδή 1) 

καταλήγουν σε υψηλή παραγωγή πρωτεϊνών αντιστοιχούντων στα 

θεραπευτικά γονίδια, 2) είναι αποτελεσµατικοί σε βραδέως και ταχέως 

αναπτυσσόµενους όγκους εφόσον µολύνουν πολλαπλασιαζόµενα και µη 

πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα, 3) δεν ενσωµατώνονται στο γενετικό υλικό του 

µεµολυσµένου κυττάρου και εποµένως δεν υπάρχει κίνδυνος µεταλλάξεων, 4) 

δύνανται να προκαλέσουν επαύξηση της ανοσολογικής απάντησης του 

οργανισµού κατά του όγκου, και 5) υπάρχουν εργαστηριακές µέθοδοι 

παραγωγής τους σε υψηλούς τίτλους συγκέντρωσης.  Μια συγκεκριµένη 

µέθοδος γονιδιακής θεραπείας µε AdV περιλαµβάνει τη χορήγηση γονιδίου 

από το ένζυµο της θυµιδινικής κινάσης του ιού του απλού έρπητος (HSV-tk)  

που ακολουθείται από τη συστηµατική χορήγηση του προφαρµάκου 

ganciclovir (GCV) (4).    

 

Το GCV είναι ένα προφάρµακο που για να ενεργοποιηθεί, µπορεί αρχικά να 

φωσφωρυλιωθεί µόνο κάτω από την επίδραση του ενζύµου θυµιδινική κινάση 

του ιού του απλού έρπητος, το οποίον είναι τουλάχιστον 100 φορές 
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αποτελεσµατικότερο συγκρινόµενο µε τη δραστικότητα των ενδοκυτταρίων 

κινασών. Κατόπιν αυτού του σταδίου, οι ενδοκυτταρικές κινάσες περαιτέρω 

φωσφωρυλιώνουν το GCV και το µετατρέπουν στη τριφωσφωρική µορφή του. 

Σε αυτή τη µορφή, το GCV δρα ως ανάλογο της γουανοσίνης που 1) 

αναστέλλει τη δράση της πολυµεράσης του δεοξυριβονουκλεϊνικού οξέως 

(DNA) και 2) ανταγωνίζεται µε τα νουκλεοτίδια. Κατ’ αυτό τον τρόπο 

παρεµποδίζεται η επιµήκυνση του DNA  και προκαλείται κυτταρικός θάνατος 

(5,6). Επιπλέον, η γονιδιακή θεραπεία µε HSV-tk προκαλεί  το φαινόµενο 

“bystander”, σύµφωνα µε το οποίο µη-µολυνθέντα γειτονικά κύτταρα γίνονται 

ευαίσθητα στη δράση του GCV. Από πειράµατα µε κυτταρικές καλλιέργειες in 

vitro,  ο αρχικός µηχανισµός για το ανωτέρω φαινόµενο έχει καθοριστεί ως η 

µεταφορά των ενεργών (τριφωσφωρυλιωµένων) µεταβολιτών GCV µέσω 

διακυτταρικών χασµάτων επικοινωνίας (“gap junctions”) (7,8). In vivo 

πειράµατα έχουν αποδείξει ότι η γονιδιακή θεραπεία µε HSV-tk προκαλεί µια 

ισχυρή ανοσολογική απάντηση που καθυστερεί τόσο τη τοπική όσο και τη 

µεταστατική ανάπτυξη των όγκων (9-13).   

 

∆εδοµένου ότι η ακτινοθεραπεία δρα προκαλώντας διάσπαση των αλύσεων 

του DNA, υποθέτουµε ότι ο συνδυασµός γονιδιακής θεραπείας HSV-tk και 

ακτινοβολίας  επιδεινώνει τις βλάβες στο DNA και περαιτέρω παρεµποδίζει 

τους µηχανισµούς αποκατάστασης των DNA βλαβών. Επιπλέον, έχει 

αποδειχθεί ότι η ακτινοβολία µπορεί να βελτιώσει την αποτελεσµατικότητα 

στην ενσωµάτωση και έκφραση των θεραπευτικών γονιδίων από τους 

καρκινικούς ιστούς όταν χρησιµοποιούνται οι αδενοϊοί ως µέσο χορήγησης 

των γονιδίων αυτών(14). Υποθέτουµε επίσης ότι οι βλάβες των κυτταρικών 

µεµβρανών πού προκαλούνται από την ακτινοβολία διευκολύνουν τη 

µεταφορά κυτταροτοξικών αναλόγων νουκλεοτιδίων GCV σε γειτονικά, µη 

µολυνθέντα από τον αδενοϊό, κύτταρα.  Αυτή η συνδυασµένη θεραπευτική 

προσέγγιση έχει αποδειχθεί αποτελεσµατική σε ορισµένα πειραµατικά 

µοντέλα καρκίνου (15).  

 

Στην παρούσα µελέτη, ο ρόλος της γονιδιακής θεραπείας HSV-tk σε 

συνδυασµό µε ακτινοθεραπεία µελετήθηκε σε δύο µοντέλα υποδορίων όγκων 

σε ποντίκια. Το πρώτο µοντέλο χρησιµοποιήθηκε για να αξιολογηθεί η 60 
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θεραπευτική απάντηση µιας επιθετικής µορφής προστατικού καρκίνου ενώ το 

δεύτερο αναφερόµενο σε καρκίνο µαστού  αντιπροσωπεύει οµάδα 

περισσότερο βραδέως αναπτυσσόµενων νεοπλασµάτων. Η επιλογή 

µοντέλων καρκίνου βασισµένων σε υποδορίους όγκους έγινε µε βάση την 

εύκολη πρόσβαση για την εγκατάσταση των όγκων στους γλουτούς των 

πειραµατόζωων, την δυνατότητα επακριβούς παρακολούθησης της 

ανάπτυξης, µέτρησης και καταγραφής των διαστάσεών των πριν και µετά τη 

χορήγηση θεραπείας, καθώς και την αποφυγή ανάπτυξης επιπλοκών από την 

ακτινοβόληση της πυέλου, γεγονός που δύναται να  αλλάξει τα πειραµατικά 

αποτελέσµατα.  

 

Στόχος αυτής της µελέτης είναι επίσης να αξιολογηθεί ο ρόλος των 

πολλαπλών συνεδριών της γονιδιακής θεραπείας HSV-tk σε συνδυασµό µε 

ακτινοθεραπεία. Οι επαναλαµβανόµενες συνεδρίες γονιδιακής θεραπείας 

µπορούν θεωρητικά να βελτιώσουν το θεραπευτικό αποτέλεσµα λόγω 1) της 

περιορισµένης αποτελεσµατικότητας στην ενδοκυτταρική ενσωµάτωση των 

θεραπευτικών γονιδίων µέσω των 2) της πρόσκαιρης και µικράς διαρκείας 

έκφρασης του θεραπευτικού γονιδίου, και 3) της καταστροφής του αδενοϊού 

από τους µηχανισµούς κυτταρικής και χηµικής ανοσίας  (16,17). ∆εδοµένου 

ότι η ακτινοθεραπεία χορηγείται συνήθως κατά τη διάρκεια ενός χρονικού 

διαστήµατος εβδοµάδων, υποθέτουµε ότι επαναλαµβανόµενες συνεδρίες 

γονιδιακής θεραπείας HSV-tk µπορούν να είναι απαραίτητες για να επιτευχθεί 

ακτινοευαισθητοποίηση. Επιπλέον, δεδοµένου ότι ο καρκίνος είναι µια χρόνια 

πάθηση, οι επαναλαµβανόµενες συνεδρίες γονιδιακής θεραπείας µπορούν να 

αποδειχθούν χρήσιµες για τη µακρόχρονη διατήρηση των θεραπευτικών 

απαντήσεων καθώς και για τη  θεραπεία υποτροπών.   

 
Η επαναλαµβανόµενη χορήγηση γονιδιακής θεραπείας µε αδενοϊούς ως 

φορείς  δύναται να οδηγήσει σε συστηµατική ανοσοποίηση που επίσης 

µπορεί να περιορίσει την ενδοκυτταρική ενσωµάτωση και έκφραση των 

θεραπευτικών γονιδίων, και κατά συνέπεια, να µειώσει το θεραπευτικό τους 

αποτέλεσµα. Επιπροσθέτως η ανωτέρω ανοσοποίηση είναι δυνατόν να 

ασκήσει έναν προστατευτικό ρόλο στους φυσιολογικούς ιστούς και να µειώσει 
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τον κίνδυνο τοξικών επιπλοκών. Αντιθέτως, προϋπάρχουσα ανοσία µπορεί να 

αυξήσει την τοξικότητα εκ της χορηγήσεως του αδενοϊού (18).   

 

Οι συνέπειες εκ της προϋπάρχουσας ανοσοποίησης είναι ιδιαιτέρου 

ενδιαφέροντος για τη γονιδιακή θεραπεία που χρησιµοποιεί αδενοϊούς ως 

φορείς των θεραπευτικών γονιδίων στον άνθρωπο. Επειδή οι αδενοϊοί είναι 

αιτιολογικοί παράγοντες σε διάφορες συχνές ιογενείς παθήσεις, όπως οι 

λοιµώξεις του ανωτέρου αναπνευστικού συστήµατος, οι περισσότεροι 

άνθρωποι έχουν αναπτύξει ανοσία εναντίον τους. Επιπλέον, ο πρώτος 

αναφερθείς θάνατος σε µια κλινική µελέτη µε γονιδιακή θεραπεία ήταν 

συνέπεια χορήγησης της θεραπείας αυτής χρησιµοποιώντας αδενοϊό ως 

φορέα του θεραπευτικού γονιδίου (19). Ο συγκεκριµένος ασθενής έπασχε 

από ανεπάρκεια της τρανσκαρβαµυλάσης της ορνιθίνης (OTC) και έλαβε 

δόση 3x1011 σωµατίδια/χιλιόγραµµο βάρους δι’ ενέσεως του αδενοϊού µέσω 

της ηπατικής αρτηρίας. Εις τον ανωτέρω ασθενή παρετηρήθη ένα σύνθετο 

σύνολο ταχέως εµφανιζοµένων  κλινικών συµπτωµάτων που συµπεριέλαβε 

την άνοδο της θερµοκρασίας, την εµφάνιση θροµβοκυτοπενίας και την αύξηση 

των ηπατικών ενζύµων µε αποτέλεσµα τον θάνατο που επήλθε από  

ανάπτυξη του συνδρόµου οξείας αναπνευστικής ανεπαρκείας (ARDS) και 

πολλαπλής ανεπάρκειας ζωτικών οργάνων τρεις ηµέρες µετά από την 

χορήγηση της γονιδιακής θεραπείας. Μια απρόβλεπτη ανολοσογική απάντηση 

δύναται να συµπεριληφθεί στην αιτιολογία της ανωτέρω κλινικής εικόνας, 

καθώς ένας προγενέστερος ασθενής που έλαβε µια ισοδύναµη δόση 

παρουσίασε µόνο παροδική τοξικότητα και ανέρρωσε πλήρως χωρίς 

περαιτέρω θεραπευτική παρέµβαση. Οι διαφορές που παρατηρούνται στις 

απαντήσεις µε την γονιδιακή θεραπεία µεταξύ ασθενών στην προαναφερθείσα 

κλινική µελέτη και σε αντίστοιχες παρόµοιες (20) µπορεί να αντικατοπτρίζει, 

µεταξύ άλλων, διαφορές στο εξατοµικευµένο ανοσοποιητικό ιστορικό κάθε 

ασθενούς, σχετιζόµενες ιδιαίτερα µε προηγούµενη έκθεση σε αδενοϊούς.  

 

Εάν η προϋπάρχουσα ανοσοποίηση  αποδειχθεί  προστατευτική εναντίον 

τυχόν τοξικότητας εκ του αδενοϊού, η χρησιµοποίηση µεγαλυτέρων δόσεων σε 

επακόλουθες συνεδρίες γονιδιακής θεραπείας χρήζει µελέτης καθώς αυτές 

µπορεί να βελτιώσουν το θεραπευτικό αποτέλεσµα. Αντιθέτως, εάν η 
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τοξικότητα επιτείνεται, η µελέτη θα προσανατολιστεί ώστε να καθοριστούν το 

εύρος των δόσεων καθώς και των µεσοδιαστηµάτων που θα αυξήσουν την 

θεραπευτική αποτελεσµατικότητα των επαναληπτικών συνεδριών 

ελαχιστοποιώντας συγχρόνως τις επιπλοκές τους.   

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΟ 

 

Αδενοϊοί Φορείς 

 

Ο AdV-tk είναι ένας φορέας αδενοϊός που αδυνατεί να πολλαπλασιαστεί 

ενδοκυττάρια και που έχει παρασκευαστεί δια γενετικού ανασυνδυασµού ώστε 

να φέρει το γονίδιο της θυµιδινικής κινάσης του ιού του απλού έρπητος (HSV-

tk). To γονίδιο HSV-tk ευρίσκεται κάτω από το µεταγραφικό έλεγχο του Rous 

sarcoma virus-long terminal repeats (RSV-LTR) promoter. Οι AdV/β-GAL και 

AdV/Luc είναι παρόµοιοι αδενοϊοί που φέρουν το γονίδια της β-

γαλακτοσιδάσης (β-GAL) και της λουσιφεράσης (Luc), αντίστοιχα. Επί πλέον, 

ένας άδειος / κενός φορέας αδενοϊός (AdV/null) χρησιµοποιήθηκε για να 

επιτευχθεί ανοσοποίηση των πειραµατόζωων. ΟΙ αδενοϊοί αυτοί 

παρασκευάστηκαν σύµφωνα µε τυποποιηµένες µεθόδους, οι οποίες έχουν 

ήδη δηµοσιευτεί (21,22). Η συγκέντρωση των αδενοϊών που 

χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα αυτής της µελέτης ήταν 5Χ1012 

σωµατίδια αδενοϊού ανά χιλιοστό του λίτρου (ml) και καθορίστηκε µε 

φασµατοµετρική µέθοδο. 

 

Κυτταροκαλλιέργεια  

 

Τα προστατικά καρκινικά κύτταρα RM-1 προήλθαν από προστατικό ιστό που 

υπέστη µεταλλάξεις στα γονίδια myc και ras (Dr. Thompson, Baylor College of 

Medicine). Για το µοντέλο καρκίνου µαστού χρησιµοποιήσαµε τα κύτταρα TM-

40D (Dr. Medina, Baylor College of Medicine) τα οποία συντηρήθησαν σε 

πρότυπο θρεπτικό υλικό και χρησιµοποιήθησαν µετά από µικρό αριθµό 

µεταβάσεων (low passage numbers). Τα κύτταρα ανεπτύχθησαν σε µεγάλο 

όγκο (αριθµό) και αποθηκεύθησαν σε περιβάλλον υγρού αζώτου.  Ένα 
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φιαλίδιο µε παγωµένα TM-40D κύτταρα χρησιµοποιήθηκε at passage 8 ή 9 

για κάθε πείραµα.  

 

Πειραµατικά Μοντέλα  

 

Το πειραµατικό µοντέλο καρκίνου του προστάτη αποτελείται από ποντίκια 

C57BL/6 (Jackson Labotatory) και συγγενετικά κύτταρα RM-1,ενώ αυτό του 

µαστού  αποτελείται από ποντίκια Balb-c (Harlan Laboratory) µε συγγενετικά 

κύτταρα TM-40D. Οι πειραµατικές µελέτες συντελέστηκαν στις εγκαταστάσεις 

του νοσοκοµείου Veterans Affairs Medical Center που ακολουθεί 

δηµοσιευθείσες αρχές και οδηγίες για την χρήση πειραµατόζωων από τους 

οργανισµούς American Association for Accreditation of Laboratory Animal 

Care και National Institutes of Health’s Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals. Πειραµατόζωα ηλικίας 6 εβδοµάδων (~20γραµµάρια 

βάρος) χρησιµοποιήθηκαν για την ανάπτυξη των όγκων. Τα καρκινικά 

κύτταρα χορηγήθησαν δι’ ενέσεως στο γλουτό σε δόση 1x104 σε 50 µl 

διαλύµατος (εκατοµµυριοστά του λίτρου). Αυτή η δόση οδήγησε στην 

ανάπτυξη οζιδίων µεγέθους 50-60 mm3 (κυβικών χιλιοστών) µετά από 5-7 

ηµέρες στα C57BL/6 και µετά από 21 ηµέρες στα Balb-c πειραµατόζωα. Η 

επιλογή του γλουτού για την ανάπτυξη των όγκων έγινε για να αποφευχθούν 

ακτινοθεραπευτικές επιπλοκές εξ’ αιτίας της ακτινοβόλησης ζωτικών οργάνων 

της πυέλου. Οι δόσεις AdV κυµάνθηκαν από 1X109 σε 6X1011 σωµατίδια/όγκο 

σε 20µl διαλύµατος και εχορηγήθησαν δια τοπικής ενέσεως εντός των όγκων. 

Η θεραπεία GCV άρχισε 24 ώρες µετά από την έγχυση AdV-tk σε δόση 

20mg/χιλιόγραµµο βάρους (kg) και χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά (IP) δις 

ηµερησίως για έξι ηµέρες. Το µέγεθος των όγκων καθορίστηκε από τη µέση 

τιµή των διαστάσεών τους κατά τον κάθετο και οριζόντιο άξονα που 

καταγράφοντο κάθε τέσσερις ηµέρες.  

 

Η χορήγηση των καρκινικών κυττάρων καθώς και όλοι οι θεραπευτικοί 

χειρισµοί έγιναν µετά από χορήγηση γενικής αναισθησίας µε ενδοπεριτοναϊκή 

ένεση Πεντοβαρβιτάλης σε δόση 50 χιλιοστά του γραµµαρίου (mg) ανά kg 

βάρους. Τα πειραµατόζωα τοποθετήθησαν σε θερµό περιβάλλον µέχρι να 
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ανανήψουν από την γενική αναισθησία. Η παρακολούθηση συµπεριέλαβε 

προσεκτικό έλεγχο για την έγκαιρη διάγνωση τοπικής µόλυνσης ή άλλων 

επιπλοκών καθώς και την ικανοποιητική ενυδάτωση και λήψη τροφής. Τα 

πειραµατόζωα υπεβλήθησαν σε ευθανασία δι’ ασφυξίας µε διοξείδιο του 

άνθρακος στη περίπτωση που το µέγεθος όγκων υπερέβη τη µέγιστη  

διάµετρο των 25 χιλιοστών (mm)  σε οποιοδήποτε άξονα, ή κατά την εµφάνιση 

σηµείων σηµαντικής εξασθένισης της υγείας όπως µεγάλη απώλεια βάρους, 

αναπνευστική δυσχέρεια και αραίωση τριχώµατος.  

 

Ακτινοθεραπεία  

 

Γεννήτρια ακτίνων X orthovoltage χρησιµοποιήθηκε για την ακτινοβόληση των 

όγκων σε µονήρη κλάσµατα των 5, 10 και 15 Gy χρησιµοποιώντας κάλυµµα 

µολύβδου για να προστατευτούν οι περιβάλλοντες φυσιολογικοί ιστοί από την 

περιττή έκθεση στην ακτινοβολία. Στα πειράµατα συνδυασµού, η ακτινοβολία 

χορηγήθηκε σαράντα οκτώ ώρες µετά από τη χορήγηση της γονιδιακής 

θεραπείας.   

 

Μοντέλο Μεταστατικής Νόσου     

   

Για την ανάπτυξη των µοντέλων µεταστατικού καρκίνου, 5.000 καρκινικά 

κύτταρα σε 100 µl διαλύµατος χορηγήθηκαν µέσω φλέβας στην ουρά 

πειραµατόζωων   ταυτόχρονα µε την ανάπτυξη των υποδορίων όγκων. 

Θεραπεία εδόθη µόνο στους υποδορίους όγκους. Τα πειραµατόζωα 

θυσιάστηκαν για να αξιολογηθεί η ανάπτυξη µεταστατικών πνευµονικών 

οζιδίων σε χρονικό διάστηµα 12 ηµερών µετά την έναρξη της θεραπείας για τα 

C57BL/6 και 21 ηµερών για τα  Balb-c ποντίκια. Ο αριθµός των πνευµονικών 

οζιδίων µετρήθηκε µετά την αφαίρεση των πνευµόνων και τη τοποθέτηση 

τους σε διάλυµα Βouin.  
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Μέτρηση Λουσιφεράσης  

 

Η έκφραση της λουσιφεράσης (Lucιferase, Luc) αξιολογήθηκε σύµφωνα µε τις 

οδηγίες κατασκευαστών χρησιµοποιώντας το Luciferase Assay System 

(Promega, Madison, WI). Οι ιστοί πλύθηκαν µία φορά µε φωσφορικό 

αλατούχο διάλυµα (PBS) και υποβλήθηκαν σε µηχανική οµογενοποίηση και 

φυγοκέντρηση. Το υπερκείµενο υγρό αποθηκεύτηκε σε -80° Κελσίου. Τα 

επίπεδα έκφρασης της λουσιφεράσης εκφράζονται ως relative luminescence 

units (RLU) ανά γραµµάριο (gm) ιστού.  

 

Καθορισµός Τίτλου Αντισωµάτων Ορού  

 

Ειδικά αντισώµατα εναντίον του AdV στον ορό ανοσοποιηθέντων και µη 

πειραµατόζωων µετρήθηκαν χρησιµοποιώντας την ανοσοιστοχηµική τεχνική 

ELISA.  Πλάκες 96-φρεατίων καλύφθησαν ολονυκτίς µε Adv/null (9X1012 

σωµατίδια/ml). Κατόπιν προσετέθησαν τα δείγµατα των ορών και το 

σύµπλεγµα αντιγόνου-αντισώµατος ανιχνεύθηκε µε τη χρήση της πρωτεΐνης 

A/G που φέρει το ένζυµο υπεροξιδάση (horseradish peroxidase, Pierce, 

Rockford, IL).  

 

Ιστολογική Εξέταση και Μέτρηση Ηπατικών Ενζύµων  

 

Οι ιστοί υπέστησαν επεξεργασία µε φορµαλίνη, τοποθετήθησαν σε παραφίνη, 

τεµαχίστηκαν σε τµήµατα πάχους 5 χιλιοστών, και ακολούθως υπεβλήθησαν 

σε χρώση µε αιµατοξυλίνη και ηωσίνη για ιστολογική αξιολόγηση.  Οι 

ιστολογικές αλλαγές βαθµολογήθησαν από 0 έως 4, όπου το 0  

αντικατοπτρίζει την φυσιολογική µορφολογία και το 4 σοβαρή φλεγµονή µε 

νέκρωση.  

 

Ο προσδιορισµός των ηπατικών ενζύµων αλανινοτρανσφεράσης (ALT), 

ασπαρτικής τρανσφεράσης (AST) και αλκαλικής φωσφατάσης (ALP) 

εκτελέσθηκαν στο εργαστήριο παθολογίας του Baylor College of Medicine. Τα 

επίπεδά τους εκφράζονται ως διεθνείς µονάδες (IU) ανά λίτρο.    
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Ο προσδιορισµός των αντισωµάτων έναντι των CD4+, CD8+Τ 

λεµφοκυττάρων και µακροφάγων στους όγκους έγινε δια ανοσοιστοχηµικής 

µεθόδου µε σκοπό να διευκρινιστεί ποιοτικά και ποσοτικά το είδος της 

ανοσολογικής απάντησης του οργανισµού στη θεραπεία.  Τα δείγµατα όγκων, 

εψύχθησαν σε υγρό άζωτο, τεµαχίστηκαν σε φέτες πάχους 5 µικροχιλιοστών 

(µm) και τοποθετήθησαν σε πλακάκια καλυµµένα µε πολυλυσίνη. Τα δείγµατα 

µονιµοποιήθησαν αφού παρέµειναν µέσα σε διάλυµα ακετόνης/µεθανόλης 

(1:1) σε θερµοκρασία -20° Κελσίου για είκοσι λεπτά. Η ανοσοιστοχηµική 

χρώση επετεύχθη µε τη χρήση υπεροξειδάσης αβιδίνης-βιοτίνης (Vectastain 

Elite kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Αντισώµατα αρουραίων 

εναντίον των CD4+ και CD8+ Τ-λεµφοκυττάρων ποντικών, αγοράστηκαν από 

την εταιρεία Pharmingen, (San Diego, CA) ενώ αντίστοιχα αντισώµατα 

εναντίον των µακροφάγων (anti-F/80) προήλθαν από την εταιρεία Serotec, 

(Oxford, UK). Η αραίωση των αντισωµάτων ήταν 1:100 για τα anti-CD4+ και 

anti-CD8+ και 1:400 για τα anti-F/80. Η ανοσοαντίδραση απεικονίστηκε µε 

DAB/H 20 2. Η µέτρηση των κυττάρων που χρώστηκαν θετικά κάτω από το 

µικροσκόπιο έγινε από ερευνητή που δεν είχε γνώση της συγκεκριµένης 

θεραπευτικής οµάδας από την οποία προέρχονται τα πλακάκια και τα 

αποτελέσµατα καταγράφτηκαν ως αριθµός θετικών κυττάρων ανά mm2.  

 

Στατιστική ανάλυση  

 

Η στατιστική ανάλυση εκτελέσθηκε χρησιµοποιώντας το Student’s T-test και 

την Analysis of Variance (ANOVA)  Οι καµπύλες επιβίωσης συγκρίθηκαν 

χρησιµοποιώντας τo τεστ Wilcoxon.  Το τεστ χ2  χρησιµοποιήθηκε για να 

συγκρίνει το βαθµό τοξικότητας των φυσιολογικών ιστών µεταξύ 

ανοσοποιηθέντων και µη ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων.   
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Προσδιορισµός των δόσεων AdV και ακτινοβολίας  

 

Για να επιτραπεί η αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας του συνδυασµού 

γονιδιακής θεραπείας HSV-tk και ακτινοβολίας, απαιτήθηκε καθορισµός 

αποτελεσµατικών δόσεων αλλά µη θεραπευτικών τόσο για τον AdV όσο και 

για την ακτινοβολία. Για να επιτευχθεί το ανωτέρω, χορηγήθησαν προοδευτικά 

αυξανόµενες δόσεις AdV κυµαινόµενες από  1X109 µέχρι 1x1011  

σωµατίδια/όγκο ακολουθούµενες εικοσιτέσσερις ώρες αργότερα από 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση GCV. Στο µοντέλο καρκίνου του προστάτη  

(∆ιάγραµµα 1), παρετηρήθη καθυστέρηση ανάπτυξης των όγκων 4, 8, και 12 

ηµέρες µετά από χορήγηση της γονιδιακής θεραπείας ανεξαρτήτως της 

δόσεως του AdV (p>0.1).  Επιπλέον, δεν παρετηρήθη παντελής εξάλειψη των 

όγκων ή εµφανής τοξικότητα. Στο µοντέλο καρκίνου µαστού, παρ’ όλο που 

παρατηρήθηκε στατιστικώς σηµαντική καθυστέρηση ανάπτυξης όγκων µε την 

υψηλότερη δόση AdV 16 και 20 µέρες µετά τη χορήγηση της γονιδιακής 

θεραπείας (p<0.04), σε καµία από τις θεραπευτικές οµάδες επεξεργασίας δεν 

παρετηρήθη εξαφάνιση των όγκων ή τοξικότητα.  Με βάση τα ανωτέρω 

αποτελέσµατα η δόση 3x1010  σωµατίδια/όγκο επιλέχτηκε για τις µελέτες 

συνδυασµένης θεραπείας.  

 

Για να καθοριστεί η δόση της ακτινοβολίας, συγκρίθησαν τα θεραπευτικά 

αποτελέσµατα συνεδριών ακτινοβολίας µε µονήρη κλάσµατα των 5, 10 και 15 

Gy. Στο µοντέλο καρκίνου του προστάτη, στατιστικώς σηµαντική διαφορά 

στην καθυστέρηση ανάπτυξης των όγκων παρατηρήθηκε µεταξύ της δόσεως 

των 5 Gy και των δυο υψηλοτέρων δόσεων (p<0.002), 8 και 12 µέρες µετά 

από χορήγηση της ακτινοβολίας (∆ιάγραµµα 2). Οι υψηλότερες δόσεις 

προκάλεσαν σηµαντική νέκρωση των όγκων. ∆εν παρατηρήθηκε σηµαντική 

διαφορά στην καθυστέρηση ανάπτυξης των όγκων µεταξύ των 

πειραµατόζωων που έλαβαν 5 Gy και αυτών που δεν έλαβαν θεραπεία 

(p>0.2). Στο µοντέλο καρκίνου του µαστού επίσης, στατιστικώς σηµαντική 

διαφορά στην καθυστέρηση ανάπτυξης των όγκων  παρατηρήθηκε  µεταξύ 
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των 5 Gy και των δύο υψηλοτέρων δόσεων (p< 0.015) 24 µέρες µετά από 

χορήγηση της ακτινοβολίας ενώ δεν υπήρξε διαφορά µεταξύ των 

πειραµατόζωων που έλαβαν 5 Gy και αυτών που δεν έλαβαν καµία θεραπεία 

(p=0.468). Βασιζόµενοι στα ανωτέρω πειραµατικά δεδοµένα, η δόση των 5 Gy 

επιλέχτηκε για τον συνδυασµό γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοθεραπεία. 

Αποτελέσµατα Συνδυασµού Γονιδιακής Θεραπείας µε Ακτινοθεραπεία 
στο Τοπικό Έλεγχο των Όγκων 

 
Για να αξιολογηθούν τα αποτελέσµατα του συνδυασµού γονιδιακής θεραπείας 

HSV-tk µε ακτινοβολία στο µοντέλο καρκίνου του προστάτη, τα πειραµατόζωα 

ταξινοµήθησαν στις ακόλουθες έξι οµάδες. Η πρώτη δεν υπέστη 

θεραπευτικούς χειρισµούς αλλά έλαβε αλατούχο διάλυµα (PBS) δι΄ ενέσεως 

εντός των όγκων. Η δεύτερη έλαβε επίσης δι’ ενέσεως AdV φέροντα το 

γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης (AdV-β-GAL) για να αξιολογηθούν οι 

επιδράσεις επί των όγκων που προέρχονται από τον ίδιο τον φορέα AdV. Η 

τρίτη και τέταρτη οµάδα έλαβαν µονοθεραπεία: η τρίτη έλαβε γονιδιακή 

θεραπεία HSV-tk µε GCV (AdV-tk + GCV) ενώ η τέταρτη έλαβε 

ακτινοθεραπεία σε δόση 5 Gy. Η πέµπτη οµάδα έλαβε γονιδιακή θεραπεία 

AdV-β-GAL σε συνδυασµό µε ακτινοβολία σε δόση 5 Gy για να διαπιστωθούν 

τυχόν αλληλεπιδράσεις µεταξύ AdV και ακτινοβολίας. Η έκτη και τελευταία 

οµάδα έλαβε AdV-tk + GCV σε συνδυασµό µε ακτινοβολία σε δόση των 5 Gy. 

Και οι δύο οµάδες που έλαβαν µονοθεραπεία παρουσίασαν µεγαλύτερη 

καθυστέρηση ανάπτυξης των όγκων κατά τουλάχιστον 38% σε σύγκριση µε τη 

πρώτη, δεύτερη και πέµπτη οµάδα θεραπείας αντίστοιχα. Η έκτη οµάδα είχε 

µια στατιστικώς σηµαντική καθυστέρηση στην ανάπτυξη των όγκων έναντι 

όλων των άλλων οµάδων θεραπείας, p<0.02  (∆ιάγραµµα 3Α).   

 

Στο µοντέλο καρκίνου του µαστού, τα πειραµατόζωα ταξινοµήθησαν σε πέντε      

οµάδες για την µελέτη συνδυασµένης ή µη θεραπείας:  1) PBS, 2) AdV-β-

GAL, 3) AdV-tk + GCV, 4) Ακτινοβολία µε δόση 5 Gy, και 5) AdV-tk + GCV σε 

συνδυασµό µε ακτινοβολία 5 Gy. Όπως αναµένετο, οι οµάδες µονοθεραπείας 

οδήγησαν σε καθυστέρηση ανάπτυξης των όγκων κατά 11% έναντι των 

αποτελεσµάτων των δύο πρώτων οµάδων. Επιπρόσθετη καταστολή και 
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στατιστικώς σηµαντική καθυστέρηση της ανάπτυξης των όγκων (p<0.017) 

παρατηρήθηκε στην οµάδα AdV-tk + GCV σε συνδυασµό µε ακτινοβολία 5 Gy 

(∆ιάγραµµα 3Β,Γ).  

 

Αποτελέσµατα Συνδυασµού Γονιδιακής Θεραπείας µε Ακτινοθεραπεία: 
Μελέτες επιβίωσης  

 

Στο µοντέλο προστατικού καρκίνου, ο µέσος χρόνος επιβίωσης των οµάδων 

που έλαβαν PBS και AdV-β-GAL ήταν 13.8 και 14.3 µέρες αντίστοιχα και η 

διαφορά αυτή δεν ευρέθηκε να είναι στατιστικώς σηµαντική. ΟΙ οµάδες 

µονοθεραπείας παρουσίασαν βελτιωµένη επιβίωση έναντι των οµάδων PBS 

και AdV-β-GAL (p<0.02) µε µέσους χρόνους επιβίωσης 16.4, 16.8, και 18.5 

ηµερών αντίστοιχα για τις πειραµατικές οµάδες AdV-tk + GCV, XRT και AdV- 

β-GAL. Οι διαφορές στους µέσους χρόνους επιβίωσης µεταξύ των οµάδων 

µονοθεραπείας δεν ήταν στατιστικά σηµαντικές (p>0.1). Σηµαντική βελτίωση 

στην επιβίωση έναντι της µονοθεραπείας (p<0.01) επέφερε το θεραπευτικό 

σχήµα AdV-tk + GCV σε συνδυασµό µε ακτινοβολία 5 Gy µε µέση επιβίωση 

22 ηµερών  (∆ιάγραµµα 4Α).   

 

Στο µοντέλο καρκίνου του µαστού δεν παρουσιάστηκε σηµαντική διαφορά 

στην επιβίωση µεταξύ των οµάδων PBS και AdV-β-GAL όπου οι µέσοι χρόνοι 

επιβίωσης ήταν 25.5 και 27 µέρες αντίστοιχα (p=0.155). Οι οµάδες 

µονοθεραπείας παρουσίασαν βελτιωµένη επιβίωση έναντι των οµάδων PBS 

και AdV-β-GAL µε µέσους χρόνους επιβίωσης 31.9 και 33.3 ηµερών 

αντίστοιχα για τις οµάδες ακτινοθεραπείας και AdV-tk + GCV (p<0.0005). Οι 

διαφορές στους µέσους χρόνους επιβίωσης ανάµεσα στις δύο οµάδες 

µονοθεραπείας δεν ήταν στατιστικά σηµαντικές (p=0.848). Όπως και στο 

µοντέλο καρκίνου του προστάτη, το θεραπευτικό σχήµα AdV-tk + GCV   + 

ακτινοβολία 5 Gy µε µέση επιβίωση 36,07 ηµέρες παρουσίασε σηµαντική 

βελτίωση συγκρινόµενο µε την µονοθεραπεία και µε τις οµάδες ελέγχου (PBS 

& AdV – β – GAL). (p<0.027), (∆ιάγραµµα 4Β).   
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Αποτελέσµατα Ιστολογικής Εξέτασης των Όγκων  

 

ΟΙ ιστολογικές µεταβολές των όγκων συνεπεία της θεραπείας αξιολογήθησαν 

όσον αφορά την µιτωτική δραστηριότητα, τις φλεγµονώδεις διηθήσεις και την 

απόπτωση χωρίς ο εξεταστής να γνωρίζει εκ των προτέρων την οµάδα 

θεραπείας από την οποία προέρχεται ο υπό εξέταση ιστός.  ∆εν 

παρατηρήθηκαν διαφορές στη µιτωτική δραστηριότητα ή την απόπτωση ενώ 

ιστοί νεοπλασµάτων  από όλες τις θεραπευτικές οµάδες παρουσίασαν 

ισχαιµική νέκρωση και διήθηση από ουδετερόφιλα λευκοκύτταρα. 

Παρατηρήθηκε πιο περιορισµένη  ισχαιµική νέκρωση στους όγκους που 

έλαβαν συνδυασµό γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοβολία, πιθανώς επειδή 

στις υπόλοιπες οµάδες θεραπείας ο ρυθµός ανάπτυξης των όγκων υπερβαίνει 

τον ρυθµό αγγειογένεσης. Η οµάδα συνδυασµού γονιδιακής θεραπείας µε 

ακτινοβολία παρουσίασε επίσης εντονότερη λεµφοκυτταρική διήθηση 

(∆ιάγραµµα 5). Η διήθηση από λεµφοκύτταρα παρατηρήθηκε κυρίως στα 

σηµεία επαφής όγκων και φυσιολογικών ιστών, επεκτεινόµενη καθ’ όλο τον 

όγκο και διαµορφώνοντας τοπικά λεµφοκυτταρικές εστίες. Η οµάδα 

συνδυασµού γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοβολία παρουσίασε σηµαντικά 

ηυξηµένη συχνότητα διήθησης από CD4+ Τ-λεµφοκύτταρα σε σύγκριση µε 

όλες τις άλλες οµάδες θεραπείας.  

 
Μοντέλο Προϋπάρχουσας Μεταστατικής Νόσου 
 

Το µοντέλο προϋπάρχουσας µεταστατικής νόσου χρησιµοποιήθηκε για να 

διερευνηθεί κατά πόσο η ηυξηµένη τοπική ανοσολογική απάντηση που 

παρατηρήθηκε µε το συνδυασµό γονιδιακής θεραπείας και ακτινοβολίας 

συνδυάζεται επίσης και από µια γενικευµένη απάντηση εναντίον µεταστατικών 

εστιών. Από τα ανωτέρω πειράµατα παρατηρήθηκε ότι ο αριθµός των 

πνευµονικών οζιδίων µειώθηκε κατά 37% στην οµάδα θεραπείας AdV-

tk+GCV µε επιπρόσθετη µείωση 50% όταν προσετέθη και η ακτινοβολία. Η 

θεραπεία µε ακτινοβολία και µόνο δεν είχε καµία επίδραση στο περιορισµό 

ανάπτυξης πνευµονικών µεταστάσεων (∆ιάγραµµα 6Α). Η δραµατική µείωση 

του αριθµού των µακροσκοπικών πνευµονικών µεταστάσεων µετά από AdV-



 17

tk+GCV µε ακτινοβολία απεικονίζεται στο ∆ιάγραµµα 6Β, όπου συγκρίνονται 

ιστολογικά παρασκευάσµατα πνευµόνων πειραµατόζωων που είτε δεν έλαβαν 

καθόλου θεραπεία ή αντιµετωπίστηκαν µε µονοθεραπεία ή µε συνδυασµό 

γονιδιακής θεραπείας και ακτινοβολίας.  

 

Οµοίως, στο µοντέλο καρκίνου του µαστού, η θεραπεία µε AdV-tk+GCV 

οδήγησε στο περιορισµό των µεταστατικών πνευµονικών οζιδίων κατά 59.5%  

σε σχέση µε τα πειραµατόζωα που δεν έλαβαν  καµία θεραπεία, ενώ η 

θεραπεία συνδυασµού AdV-tk+GCV µε ακτινοβολία παρουσίασε µία 

επιπρόσθετη µείωση κατά 66.7%.  Όπως και στο µοντέλο του προστατικού 

καρκίνου, η θεραπεία µε ακτινοβολία µόνο δεν είχε καµία επίδραση στη 

µεταστατική νόσο. Παρ’ όλο που ο µέσος αριθµός πνευµονικών οζιδίων που 

προέκυψε από τον συνδυασµό γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοθεραπεία ήταν 

πολύ µικρότερος έναντι της οµάδας θεραπείας µε AdV-tk+GCV (2.5+/-1.5 SE 

έναντι 7.5 +/- 3.8 SE, αντίστοιχα), η διαφορά αυτή δεν ήταν στατιστικώς 

σηµαντική (p=0.277).  

 

Επανειληµµένες Συνεδρίες Συνδυασµού Γονιδιακής Θεραπείας µε 

Ακτινοθεραπεία 

 

Για να αξιολογηθούν τα αποτελέσµατα των επανειληµµένων συνεδριών 

θεραπείας, δύο και τρεις συνεδρίες µονοθεραπείας ή συνδυασµού γονιδιακής 

θεραπείας µε ακτινοβολία που χορηγήθησαν µε µεσοδιάστηµα 7 ηµερών 

συγκρίθηκαν µε µονήρεις συνεδρίες θεραπείας, ταξινοµώντας τα 

πειραµατόζωα στις ακόλουθες δέκα οµάδες θεραπείας: 1) Η οµάδα ελέγχου 1 

έλαβε PBS 2) οµάδες 2, 3 και 4 που έλαβαν µια, δύο και τρεις συνεδρίες 

ακτινοβολίας, αντίστοιχα, 3) οµάδες 5, 6 και 7 που έλαβαν µια, δύο και τρεις 

συνεδρίες AdV-tk+GCV (3X1010 σωµατίδια/όγκο), αντίστοιχα, και 4) οµάδες 8, 

9 και 10 που έλαβαν µια, δύο και τρεις συνεδρίες συνδυασµού AdV-tk+GCV 

µε ακτινοβολία, αντίστοιχα. Εικοσιοκτώ ηµέρες µετά την έναρξη της 

θεραπείας, τρεις συνεδρίες συνδυασµού AdV-tk+GCV µε ακτινοβολία 

επέτυχαν τη µεγαλύτερη καταστολή στη τοπική αύξηση όγκων (51,5%) 

ακολουθούµενες από δύο συνεδρίες συνδυασµένης θεραπείας (37,2%) και 

τρεις συνεδρίες µόνο-ακτινοβόλησης (35,6%) έναντι µιας συνεδρίας AdV-
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tk+GCV µε ακτινοβολία  (∆ιάγραµµα 7). Συγκεκριµένα, η µέση σχετική 

διάµετρος όγκων στην οµάδα µε τρεις συνεδρίες θεραπείας συνδυασµού ήταν 

2.37+/-0.069 SE, µε δύο 3.07+/-0.25 SE ενώ η οµάδα που έλαβε τρεις 

συνεδρίες ακτινοβολίας παρουσίασε µέση σχετική διάµετρο όγκων 3.14+/-

0.15 SE. Παρότι οι ανωτέρω θεραπευτικές οµάδες επέτυχαν την µεγαλύτερη 

καταστολή στην ανάπτυξη των όγκων έναντι όλων των άλλων οµάδων 

θεραπείας (p<0.003), η διαφορά µεταξύ των δεν ήταν στατιστικώς σηµαντική 

(p=0.11-0.13).  

 

Οι µελέτες επιβίωσης κατέδειξαν ότι η οµάδα που έλαβε τρεις συνεδρίες 

συνδυασµού AdV-tk+GCV µε ακτινοβολία παρουσίασε την µεγαλύτερη 

παράταση επιβίωσης µε έναν µέσο χρόνο επιβίωσης 58 ηµερών (p<0.01). 

Ακολούθησε η οµάδα που έλαβε δύο συνεδρίες συνδυασµού µε µέσο χρόνο 

επιβίωσης 45 ηµερών. Οι µέσοι χρόνοι επιβίωσης για όλες τις άλλες οµάδες 

θεραπείας ήταν:  AdV-tk+GCV+XRT Χ 1:  34 ηµέρες, AdV-tk+GCV Χ 3:  26 

ηµέρες,  AdV-tk+GCV Χ 2:  30 ηµέρες,  AdV-tk+GCV Χ 1:  29 ηµέρες,  XRT Χ 

3:  34 ηµέρες,  XRT Χ 2:  35 ηµέρες  XRT Χ 1: 28 ηµέρες και PBS:  24 ηµέρες 

(∆ιάγραµµα 8). Είναι αξιοσηµείωτο ότι ακόµα κι αν τρεις συνεδρίες 

ακτινοβολίας οδήγησαν σε καθυστέρηση της τοπικής ανάπτυξης των όγκων, 

το ανωτέρω όφελος δεν µεταφράστηκε σε σηµαντική παράταση της 

επιβίωσης συγκριτικά µε τις άλλες οµάδες θεραπείας.  

 

Ρόλος Προηγούµενης Ανοσοποίησης στα Επίπεδα Έκφρασης Φορέως 

Αδενοϊού σε Συνάρτηση µε τη Χορηγούµενη ∆όση 

 

Υψηλότεροι τίτλοι αντισωµάτων παρατηρήθηκαν στα ανοσοποιηθέντα 

πειραµατόζωα κατά τη διάρκεια των δύο εβδοµάδων της µελέτης (∆ιάγραµµα 

9). ∆ύο ηµέρες µετά τη χορήγηση του AdV/Luc δι’ ενέσεως εντός των όγκων, 

η οµάδα των ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων παρουσίασε τριπλάσια 

ηυξηµένους τίτλους αντισωµάτων εναντίον του αδενοϊού σε σύγκριση µε αυτά 

των µη ανοσοποιηθέντων οργανισµών.  ∆εν παρατηρήθηκε στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά στους τίτλους αντισωµάτων µεταξύ των πέντε οµάδων  

των ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων που έλαβαν προοδευτικά 

αυξανόµενες δόσεις AdV/Luc (p>0.19).  
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Η ανάλυση της δραστηριότητας της λουσιφεράσης χρησιµοποιήθηκε για να 

αξιολογηθούν τα επίπεδα έκφρασης του φορέως αδενοϊού τόσο στους 

υποδόριους όγκους όσο και στα περιφερικά όργανα µετά από τοπική 

χορήγησή του δι’ ενέσεως εντός των όγκων.  Τα ανοσοποιηθέντα 

πειραµατόζωα παρουσίασαν στατιστικώς σηµαντική µείωση της έκφρασης 

του αδενοϊού σε όλους τους εξετασθέντες ιστούς περιλαµβανοµένων και των 

όγκων σε σύγκριση µε τους µη ανοσοποιηθέντες οργανισµούς. Συγκεκριµένα,  

η µέση τιµή των επιπέδων έκφρασης του αδενοϊού ήταν χαµηλότερη κατά 24 

φορές για τους υποδόριους όγκους (p=0.004), 808 φορές για το ήπαρ 

(p=0.001), 2392 φορές για τον σπλήνα (p<0.001) και 714 φορές για τις 

ωοθήκες (p=0.001), (∆ιάγραµµα 10). Η ανοσοποίηση οδήγησε επίσης σε µια 

αύξηση στο πηλίκο των επιπέδων έκφρασης του αδενοϊού στον όγκο δια των 

αντιστοίχων του ήπατος. Στα µη ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα, αύξηση 

δόσεων από 2Χ109  σε  6Χ1010 σωµατίδια/όγκο οδήγησε σε µια µικρή αύξηση 

στα επίπεδα έκφρασης του αδενοϊού στους όγκους (p=0.112), σε µια 

στατιστικώς σηµαντική αύξηση στο ήπαρ κατά 4000 φορές (p<0.001), 

προκαλώντας κατά συνέπεια µείωση στο ανωτέρω αναφερόµενο πηλίκο 

επιπέδου έκφρασης του αδενοϊού στον όγκο και στο ήπαρ (∆ιάγραµµα 11). 

Αντίθετα, τα ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα παρουσίασαν ανάλογη µε τη 

χορηγηθείσα δόση προοδευτική αύξηση στα επίπεδα έκφρασης του αδενοϊού 

εντός των όγκων χωρίς σηµαντική αύξηση στο ήπαρ, µε συνέπεια να 

παρατηρηθεί αύξηση του πηλίκου των επιπέδων έκφρασης του αδενοϊού στον 

όγκο δια των αντίστοιχων στο ήπαρ. Συγκεκριµένα, οι δόσεις AdV-Luc που 

αξιολογήθησαν ήταν 2Χ109 , 6Χ109 , 2Χ1010 , 6Χ109 , και 2Χ1011 

σωµατίδια/όγκο. Οι οµάδες που έλαβαν τις δύο χαµηλές δόσεις παρουσίασαν 

κατά µέσο όρο 30 φορές χαµηλότερα επίπεδα έκφρασης αδενοϊού στους 

όγκους σε σύγκριση µε τις τρεις υπόλοιπες οµάδες (p<0.05). Επιπροσθέτως, 

τα επίπεδα έκφρασης του αδενοϊού στις τρεις οµάδες υψηλών δόσεων ήταν 

συγκρίσιµα µε αυτά που παρατηρήθηκαν στα µη ανοσοποιηθέντα 

πειραµατόζωα (p>0.9).  
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Ρόλος Προηγούµενης Ανοσοποίησης στα Επίπεδα Έκφρασης Φορέως 

Αδενοϊού σε Συνάρτηση µε το Χρόνο 

 

Η δραστηριότητα της λουσιφεράσης αξιολογήθηκε επίσης σε συνάρτηση µε 

τον χρόνο, ήτοι, 2, 7 και 14 ηµέρες µετά από τη χορήγηση του φορέως 

αδενοϊού. Όπως αναµένετο, η προηγούµενη ανοσοποίηση οδήγησε σε 

µείωση της διάρκειας έκφρασης του αδενοϊού σε σύγκριση µε αυτή των µη 

ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων (∆ιάγραµµα 12). Ειδικότερα, η 

ανοσοποίηση οδήγησε σε µείωση της µέσης τιµής των επιπέδων έκφρασης 

του αδενοϊού στους όγκους κατά 24 φορές την δεύτερη ηµέρα (p=0.004), 65 

φορές την  εβδόµη ηµέρα, (p=0.001) και 300 φορές την δεκατη τέταρτη ηµέρα 

(p<0.001). Τα επίπεδα έκφρασης του αδενοϊού στο ήπαρ µετεβλήθησαν σε 

στατιστικώς σηµαντικό βαθµό στα ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα (p<0.01) 

αλλά ελάχιστα στους µη ανοσοποιηθέντες οργανισµούς. Το ανωτέρω οδήγησε 

σε στατιστικώς σηµαντικά υψηλότερα πηλίκα επιπέδων έκφρασης του 

αδενοϊού στον όγκο δια των αντίστοιχων στο ήπαρ σε ανοσοποιηθέντα 

πειραµατόζωα συγκριτικά µε τους µη ανοσοποιηθέντες οργανισµούς 

(p<0.028) καθ΄ όλον τον χρόνο εξέτασης, (∆ιάγραµµα 12). Σηµειωτέον ότι η 

υψηλότερη έκφραση AdV-Luc παρατηρήθηκε την δεύτερη ηµέρα τόσο στα 

ανοσοποιηθέντα όσο και στα µη ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα.   

 

Ένας δεύτερος στόχος της ανωτέρω µελέτης ήταν να αξιολογηθεί η τοξικότητα 

από τη χορήγηση υψηλών δόσεων φορέων αδενοϊών σε ανοσοποιηθέντα και 

µη πειραµατόζωα. Μελετήθηκαν δόσεις AdV-Luc  2Χ1011 και 6Χ10 11 

σωµατίδια/όγκο που είναι αντίστοιχες µε 1Χ1013 και 3X1013 

σωµατίδια/χιλιόγραµµο βάρους. Οι ως άνω δόσεις επιλέχτηκαν ως πιθανές 

κατώτατες τοξικές δόσεις για τα µη ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα. Κατόπιν 

χορήγησης υψηλών δόσεων, 12 από τα 20 ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα 

απεβίωσαν µέσα σε 18 ώρες έναντι των τριών από τα 20 πειραµατόζωα που 

δεν ανοσοποιήθησαν. Παθολογοανατοµική εξέταση απέδειξε ότι η ηπατίτις 

ήταν η κυρία αιτία τοξικότητας στα ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα, 

χαρακτηριζόµενη από µικτά φλεγµονώδη διηθήµατα µονοκυττάρων και 

ουδετεροφίλων γύρω από τις πυλαίες περιοχές και τις κεντρικές φλέβες του 
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ήπατος (∆ιάγραµµα 13Γ και ∆). Παρατηρήθηκε επίσης λοβιώδης φλεγµονή 

αλλά σε πιο περιορισµένο βαθµό. Οι ιστολογικές αλλαγές βαθµολογήθηκαν 

από 0 (κανονική µορφολογία) σε 4 (εκτενής φλεγµονή µε περιοχές νέκρωσης). 

Η διάµεση πνευµονία χαρακτηρίστηκε από διήθηση µονοπυρήνων και, σε 

µικρότερο βαθµό, ουδετεροφίλων στα κυψελιδικά τοιχώµατα και τους 

διάµεσους ιστούς του πνεύµονα. Η υπερπλασία του σπληνός χαρακτηρίστηκε 

από λεµφοκυτταρικό πολλαπλασιασµό. Θα πρέπει να αναφερθεί ότι ο 

παθολογοανατόµος δεν γνώριζε την προέλευση του εκάστοτε προς εξέταση 

ιστού. 

 

Η µόνη σηµαντική διαφορά µεταξύ των πειραµατικών οµάδων ήταν η 

σηµαντικά ηυξηµένη ηπατική τοξικότητα που παρατηρήθηκε στα 

ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα (p<0.001), (∆ιάγραµµα 13 Ε). Συγκεκριµένα, 

και τα οκτώ ανοσοποιηµένα πειραµατόζωα ανέπτυξαν ηπατίτιδα, που 

αξιολογήθηκε ως δευτέρου βαθµού σε δύο πειραµατόζωα και τρίτου στα 

υπόλοιπα έξι. Αντίθετα, µεταξύ των 17  µη ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων, 

µόνο ένα ανέπτυξε ηπατίτιδα δευτέρου βαθµού. Προϋπάρχουσα 

ανοσοποίηση επίσης κατέληξε σε µεγαλύτερη, αλλά στατιστικώς µη σηµαντική 

(p>0.25), αναλογία ανάπτυξης σπληνικής υπερπλασίας δεύτερου (grade 2) ή 

και ανωτέρου βαθµού (63%) έναντι των µη ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων 

(35%). Η πνευµονική τοξικότητα δεν διέφερε µεταξύ των οµάδων καθώς 

ιστολογικά ευρήµατα διάµεσης πνευµονίας δεύτερου (grade 2) ή και ανώτερου 

βαθµού παρατηρήθησαν στο 63% των ανοσοποιηθέντων και 65% των µη 

ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων. Ειδικότερα, ένα από τα ανοσοποιηµένα 

πειραµατόζωα έδωσε ιστολογικά ευρήµατα νεκρωτικής πνευµονίας (τετάρτου 

βαθµού) και ένα από την οµάδα των µη ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων  

ανέπτυξε πνευµονία τρίτου βαθµού.  

 

Τα ηπατικά ένζυµα συγκρίθηκαν επίσης µεταξύ των οµάδων των 

ανοσοποιηθέντων και µη ανοσοποιηθέντων πειραµατόζωων την τρίτη ηµέρα 

µετά από τη χορήγηση AdV-Luc (πίνακας 1). Παρατηρήθηκαν σηµαντικές 

αυξήσεις στα επίπεδα της αλανινοτρανσφεράσης (ALT) και ασπαρτικής 

τρανσφεράσης (AST) στα ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα (p<0.05), σε 

σύγκριση µε τα µη ανοσοποιηθέντα αντίστοιχα. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 

Ο προστατικός καρκίνος είναι o πιο συχνός κακοήθης όγκος και η δεύτερη 

αιτία θανάτου από καρκίνο στους άνδρες. Υπολογίζεται ότι κάθε έτος περίπου 

180,000 άτοµα διαγιγνώσκονται και 32.000 πεθαίνουν από αυτήν την πάθηση 

(23). Τρέχουσες σύγχρονες θεραπείες περιλαµβάνουν τη χειρουργική 

εξαίρεση του προστάτη µε ριζική προστατεκτοµή, την ακτινοθεραπεία καθώς 

και την ορµονοθεραπεία που παρουσιάζουν σηµαντικά ποσοστά υποτροπών. 

Παραδείγµατος χάριν, σε ασθενείς µε τοπική νόσο αλλά κακούς 

προγνωστικούς παράγοντες, έχει αποδειχθεί ότι ο κίνδυνος αποτυχίας της 

θεραπείας µετά από ακτινοβολία υπερβαίνει το 70% (1.2). ∆ιάφορες 

θεραπευτικές προσεγγίσεις έχουν χρησιµοποιηθεί για να βελτιώσουν την 

έκβαση των ασθενών µε προστατικό καρκίνο. Η αύξηση της συνολικής δόσης 

ακτινοβολίας στον προστάτη µπορεί να αυξήσει την αποτελεσµατικότητα αλλά 

µπορεί να οδηγήσει σε απαράδεκτα υψηλά ποσοστά επιπλοκών του ορθού 

και της ουροδόχου κύστεως (24-26). Μια άλλη προσέγγιση περιλαµβάνει το 

συνδυασµό ακτινοθεραπείας µε άλλες θεραπείες που έχουν αποδεδειγµένη 

αποτελεσµατικότητα εναντίον των όγκων, εντούτοις παρουσιάζουν 

διαφορετικό από την ακτινοβολία φάσµα παρενεργειών. Ένα τέτοιο 

παράδειγµα αποτελεί η χρήση ορµονοθεραπείας επαγωγής ή 

συµπληρωµατικής αντίστοιχα σε συνδυασµό µε την ακτινοθεραπεία (27-29). 

Σε αυτή τη µελέτη υποθέσαµε ότι ο συνδυασµός γονιδιακής θεραπείας µε 

HSV-tk και ακτινοθεραπείας µπορεί να αποδώσει µεγαλύτερο θεραπευτικό 

όφελος χωρίς ηυξηµένη τοξικότητα.  

 

Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε αδενοϊός που αδυνατεί να 

πολλαπλασιαστεί ενδοκυττάρια διότι του έχει αφαιρεθεί το γονιδιακό τµήµα Ε1 

που είναι υπεύθυνο για τη παραγωγή των απαραιτήτων ενζύµων για τον 

αναδιπλασιασµό του DNA. Ο αδενοϊός έφερε το γονίδιο HSV-tk και 

χορηγήθηκε τοπικά δι’ ενέσεως σε υποδόριους όγκους.  Οι δόσεις του 

αδενοϊού καθώς και της ακτινοβολίας επιλέχτηκαν σκόπιµα ώστε από µόνες 

τους να µην προκαλούν ίαση για να διερευνήσουµε εάν οι δύο θεραπείες 

παρουσιάζουν αθροιστική δράση ή και συνέργια.  Απεδείχθη ότι η 

συνδυασµένη θεραπεία  καθυστέρησε  σηµαντικά την τοπική ανάπτυξη των 
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όγκων και παρέτεινε την επιβίωση  έναντι της µονοθεραπείας στις οµάδες 

ελέγχου. Συγκεκριµένα,  ο χρόνος επιβίωσης αυξήθηκε κατά 37-57% σε 

σύγκριση µε τα πειραµατόζωα που δεν έλαβαν θεραπεία και από 11-28% σε 

σύγκριση µε αυτά που έλαβαν είτε γονιδιακή θεραπεία είτε ακτινοβολία µόνο.  

 

Η ευεργετική επίδραση της συνδυασµένης θεραπείας κατά των όγκων µπορεί 

να είναι το αποτέλεσµα των συµπληρωµατικών µηχανισµών    δράσης της 

γονιδιακής θεραπείας µε HSV-tk µε την ακτινοβολία καθώς και της χαµηλής 

τοξικότητάς τους.  Στη µελέτη που δηµοσιεύτηκε από τον Eastham και 

συνεργάτες (10) αξιολογήθηκε ο βαθµός ενσωµάτωσης του γονιδίου της β-

γαλακτοσιδάσης που χορηγήθηκε από αδενοϊό δι’ ενέσεως σε υποδόριους 

όγκους χρησιµοποιώντας τη µέθοδο χρώσης της β-γαλακτοσιδάσης και 

ευρέθη ότι κατά µέσο όρο η αποτελεσµατικότητα ενσωµάτωσης του εν λόγω 

γονιδίου είναι 20% (6-57%). Πρόσφατες έρευνες αποδεικνύουν ότι η ιονίζουσα 

ακτινοβολία αυξάνει την ενσωµάτωση και τη σταθερότητα γονιδίων που 

χορηγούνται στους όγκους µε αδενοϊούς (14). Η ακτινοβολία ασκεί τη 

θεραπευτική της επίδραση προκαλώντας ρήξη των αλύσεων του DNA και έχει 

επίδραση πρώτιστα στις φάσεις G2/M του κυτταρικού κύκλου. Ακόµα και εάν 

τα ενεργώς πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα καρκίνου είναι ο κύριος 

θεραπευτικός στόχος τόσο της ακτινοβολίας όσο και της γονιδιακής θεραπείας 

µε HSV-tk, η  δράση της γονιδιακής θεραπείας πραγµατοποιείται κατά τη 

διάρκεια της φάσης σύνθεσης του DNA S και συσχετίζεται µε τη συσσώρευση 

και την ενσωµάτωση του τοξικού τριφωσφορικού άλατος GCV στο DNA (5,6). 

Η ενισχυµένη βλάβη του DNA από τον συνδυασµό γονιδιακής θεραπείας µε 

ακτινοβολία που συµβαίνει σε διάφορα κρίσιµα σηµεία του κυτταρικού κύκλου 

οδηγεί στο σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου, την ηυξηµένη κυτταρική 

καταστροφή  και την καθυστέρηση στην ανάπτυξη των όγκων. Τέλος, ο µη 

συστηµατικός αλλά ενδονεοπλασµατικός τρόπος χορήγησης της γονιδιακής 

θεραπείας στο ανωτέρω µοντέλο προσφέρει το πλεονέκτηµα ότι 

ελαχιστοποιείται η έκθεση των φυσιολογικών ιστών, και κατά συνέπεια, 

διευρύνεται το θεραπευτικό παράθυρο του ανωτέρω σχήµατος 

ακτινοθεραπείας (3). 
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Το γενετικό πρωτόπλασµα των νεοπλασµατικών κυττάρων καθορίζει κατά 

πόσον οι όγκοι είναι ευαίσθητοι και, συνεπώς θεραπεύσιµοι µε την 

ακτινοβολία. Είναι γνωστό ότι τα κύτταρα όγκων που έχουν απώλεια ή 

µετάλλαξη του γονιδίου p53 παρουσιάζουν αντίσταση στην απόπτωση µετά 

από ακτινοθεραπεία. Στη γονιδιακή θεραπεία HSV-tk, ο κύριος τρόπος 

θανάτου κυττάρων είναι η απόπτωση, αν και νέκρωση έχει επίσης περιγραφεί. 

Έχει επίσης αναφερθεί ότι η απόπτωση από γονιδιακή θεραπεία HSV-tk 

συµβαίνει ανεξαρτήτως ανωµαλιών του γονιδίου p53 (30,31). Συνεπώς, η 

χορήγηση συνδυασµένης γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοβολία δύναται να 

καταστρέψει καρκινικά κύτταρα ανεξάρτητα από µεταλλάξεις του p53 καθώς 

και µη πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα, αυξάνοντας εποµένως τις πιθανότητες 

για τον αποτελεσµατικό έλεγχο των όγκων.  

 

Η γονιδιακή θεραπεία µε φορείς αδενοϊούς προκαλεί επίσης το φαινόµενο 

“bystander” κατά το οποίο η χορήγηση του γονιδίου HSV-tk µπορεί να έχει 

θεραπευτικό αποτέλεσµα σε µη-µολυνθέντα γειτονικά καρκινικά κύτταρα. Ο 

µηχανισµός του φαινόµενου “bystander” δεν έχει γίνει εξ΄ ολοκλήρου 

κατανοητός και έχει επίσης παρατηρηθεί όταν συνδυάζονται από κοινού η 

γονιδιακή θεραπεία HSV-tk µε την ακτινοθεραπεία. Αυτό το φαινόµενο έχει 

αποδοθεί σε διάφορους µηχανισµούς και σχετίζεται µε τα επίπεδα 

ενεργοποίησης της θυµιδινικής κινάσης στα µολυνθέντα κύτταρα (20),  τη  

πρόσληψη αποπτωτικών κυστιδίων αποθνησκόντων κυττάρων από µη 

µολυνθέντα παραπλήσια κύτταρα (9), ως και τη  µεταφορά  τοξικών αναλόγων 

νουκλεοτιδίων GCV και άλλων µικρών µορίων µέσω των διακυτταρικών 

χασµάτων επικοινωνίας “gap junctions” (7,8). Είναι δυνατό οι βλάβες των 

κυτταρικών µεµβρανών και ο κυτταρικός θάνατος που προκαλούνται από την 

ακτινοβολία, να ενισχύουν τη µεταφορά των ανάλογων νουκλεοτιδίων στα 

γειτονικά κύτταρα, ενισχύοντας έτσι την ευαισθησία τους στη γονιδιακή 

θεραπεία. 

 

Επιπροσθέτως, διάφοροι επιστήµονες έχουν θεωρήσει ότι η 

παρουσίαση/γένεση µιας ισχυρής ανοσολογικής απάντησης αποτελεί 

σηµαντική πτυχή της γονιδιακής θεραπείας. Έχει αποδειχθεί ότι οι όγκοι που 

αντιµετωπίζονται µε HSV-tk και GCV διηθούνται από µακροφάγα, CD4 +, 
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CD8+ Τ λεµφοκύτταρα καθώς και κύτταρα NK (12,32). Λεµφοκίνες όπως οι 

ιντερλευκίνες IL-1, IL-2, IL-6, και IL-12, η ιντερφερόνη -γ, TNF-α, Gm-CSF 

µεσολαβούν για την ανάπτυξη ενός τοπικού καθώς και γενικευµένου 

φαινόµενου “bystander”  (33-35).  Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η παρουσία 

του συγκεκριµένου γονιδίου HSV-tk στους ιστούς προκαλεί τη διαφοροποίηση 

εξειδικευµένων κυτταροτοξικών κλόνων Τ-λεµφοκυττάρων µε αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία επίκτητης προστατευτικής ανοσίας (36-38). Στην παρούσα µελέτη, 

η συστηµατική δράση της γονιδιακής θεραπείας HSV-tk σε συνδυασµό µε την 

ακτινοβολία αξιολογήθηκε χρησιµοποιώντας ένα µοντέλο καρκίνου µαστού και 

προστάτου αντίστοιχα µε προϋπάρχουσες µεταστάσεις. Το ανωτέρω 

επιτεύχθηκε µε ταυτόχρονη χορήγηση καρκινικών κυττάρων τόσο υποδόρια 

στο γλουτό όσο και µέσω της φλέβας στην ουρά των πειραµατόζωων. 

Παρόλο που θεραπεία εδόθη µόνο στους υποδόριους όγκους, περιορισµός 

ανάπτυξης µεταστατικών οζιδίων παρετηρήθη µόνο στις οµάδες που έλαβαν 

γονιδιακή θεραπεία µε HSV-tk.  Συγκριτικά µε την οµάδα που έλαβε µόνο 

HSV-tk, ο συνδυασµός γονιδακής θεραπείας µε ακτινοβολία µείωσε 

περαιτέρω τον αριθµό των πνευµονικών οζιδίων κατά 50%-66,7%.  Η ως άνω 

σηµαντική συστηµατική δραστηριότητα του συνδυασµού θεραπείας 

αποδόθηκε στην ηυξηµένη ενδονεοπλασµατική συσσώρευση πρώτιστα των 

CD4 + και δευτερευόντως των CD8 + Τ-λεµφοκυττάρων. Φαίνεται πιθανό ότι 

ο συνδυασµός γονιδιακής θεραπείας µε την ιονίζουσα ακτινοβολία µεταβάλλει 

και ενισχύει την αντιγονικότητα των όγκων, προκαλώντας έτσι µια ισχυρότερη 

ανοσολογική απάντηση. 

 

Σε αυτή τη µελέτη αξιολογήθηκε επίσης η επίδραση των επανειληµµένων 

συνεδριών της συνδυασµένης ταυτόχρονης γονιδιακής θεραπείας HSV-tk µε 

ακτινοθεραπεία στον τοπικό έλεγχο των όγκων και την επιβίωση των 

πειραµατόζωων. Ανεβρέθει  ότι τρεις συνεδρίες ταυτόχρονης θεραπείας είχαν 

το καλύτερο θεραπευτικό αποτέλεσµα αυξάνοντας την µέση επιβίωση σε 58 

ηµέρες, ακολουθούµενες από τις δύο συνεδρίες µε µέση επιβίωση 45 ηµέρες, 

ενώ η µέση επιβίωση όλων των άλλων θεραπευτικών οµάδων κυµάνθηκε από 

26 έως 35 ηµέρες. Παρ’ όλο που οι τρεις συνεδρίες συνδυασµού γονιδιακής 

θεραπείας µε ακτινοθεραπεία επέτυχαν την καλύτερη καθυστέρηση στην 

τοπική ανάπτυξη των όγκων, η διαφορά µεταξύ των τριών καλύτερων 
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θεραπευτικών οµάδων όσον αφορά το µέγεθος των υποδορίων όγκων δεν 

ήταν στατιστικά σηµαντική και, εποµένως, δεν είναι ανάλογη µε τις διαφορές 

που παρετηρήθησαν στην επιβίωση. Είναι κατά συνέπεια δυνατόν η 

παρατεταµένη επιβίωση µετά από τις πολλαπλές συνεδρίες συνδυασµού 

θεραπείας να οφείλεται σε µια ισχυρή ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 

συστήµατος. Τα ανωτέρω αποτελέσµατα είναι πολύ ενθαρρυντικά δεδοµένου 

ότι υπάρχουν επιφυλάξεις για την αποτελεσµατικότητα της γονιδιακής 

θεραπείας µε φορείς αδενοϊούς βασιζόµενες σε δηµοσιεύσεις που αναφέρουν 

χαµηλά ποσοστά ενσωµάτωσης και έκφρασης των θεραπευτικών γονιδίων 

καθώς και εξουδετέρωση του φορέως αδενοϊού από το ανοσοποιητικό 

σύστηµα. (7). Σε µια πρόσφατη µελέτη (39), επαναλαµβανόµενες συνεδρίες 

γονιδιακής θεραπείας HSV-tk χορηγηθείσες δια της ενδοπεριτοναϊκής οδού σε 

πειραµατικό µοντέλο καρκίνου των ωοθηκών ήσαν αποτελεσµατικές στο να 

αυξήσουν την επιβίωση. Στην ανωτέρω µελέτη εντούτοις, βρέθηκε ότι η 

ενδοπεριτοναϊκή συγκέντρωση αντισωµάτων εναντίον του αδενοϊού ήταν 

αρκετά χαµηλότερη συγκριτικά µε την αντίστοιχη του ορού. Συµπεραίνεται, 

εποµένως, ότι η περιτοναϊκή κοιλότης µπορεί να αποτελεί µία περιοχή του 

σώµατος προστατευµένη από τις επιδράσεις της χηµικής ανοσίας, παρ’ όλο 

που ελέγχεται συνεχώς από κύτταρα υπεύθυνα για την κυτταρική ανοσία 

όπως τα µακρόφαγα και τα λεµφοκύτταρα. Στην παρούσα µελέτη 

χρησιµοποιήσαµε υποδόριους όγκους, οι οποίοι µπορεί επίσης να είναι 

προστατευµένοι από τη χηµική ανοσία. Μέλλουσες ορθοτοπικές µελέτες θα 

βοηθήσουν περαιτέρω στο χαρακτηρισµό της κυτταρικής και χηµικής ανοσίας 

παρέχοντας το φυσιολογικό περιβάλλον όπου ο συνδυασµός αντιγόνων από 

αδενοϊούς και καρκινικά κύτταρα θα προκαλέσουν την ενεργοποίηση του 

ανοσοποιητικού συστήµατος.  

 

Οι επανειληµµένες συνεδρίες της γονιδιακής θεραπείας HSV-tk έχουν 

µελετηθεί σε κλινικά πρωτόκολλα για τη θεραπεία υποτροπών καρκίνου του 

προστάτη µετά από ακτινοθεραπεία (40). Η γονιδιακή θεραπεία, πού 

χορηγήθηκε τοπικά δι ενέσεως εντός του προστατικού αδένος, έγινε καλώς 

ανεκτή, είχε ελάχιστη τοξικότητα και οδήγησε σε µείωση των επιπέδων PSA. 

Τα ενθαρρυντικά αποτελέσµατα του συνδυασµού γονιδιακής θεραπείας µε 

ακτινοθεραπεία στις προκλινικές µελέτες καθώς και η παρατηρηθείσα χαµηλή 



 27

τοξικότητα σε ασθενείς µε υποτροπιάζοντα καρκίνο του προστάτη οδήγησαν 

σε κλινικές µελέτες για τη διερεύνηση της τοξικότητας και της 

αποτελεσµατικότητας του ταυτόχρονου συνδυασµού σε άτοµα που 

πρωτοδιαγιγνώσκονται µε τη πάθηση αυτή. ∆εδοµένου ότι η ακτινοθεραπεία 

διαρκεί για µερικές εβδοµάδες, επαναλαµβανόµενες συνεδρίες γονιδιακής 

θεραπείας κατά τη διάρκεια της ακτινοβολίας µπορούν να αποδειχθούν 

αποτελεσµατικές για την ακτινοευαισθητοποίηση και, συνεπώς, την έκβαση 

της πάθησης. Προκαταρκτικά αποτελέσµατα από µια σε εξέλιξη ευρισκόµενη  

κλινική µελέτη φάσης Ι/ΙΙ αποδείχνουν ότι αυτή η ανωτέρω θεραπευτική 

προσέγγιση είναι ασφαλής. Μακροχρόνια εντούτοις παρακολούθηση των 

ασθενών είναι απαραίτητη προς απόδειξη του ισχυρισµού ότι η ταυτόχρονη 

χορήγηση ακτινοθεραπείας µε in-situ γονιδιακή θεραπεία  παρέχει 

πλεονεκτικά θεραπευτικά αποτελέσµατα έναντι των πρότυπων θεραπευτικών 

µεθόδων αντιµετώπισης της νόσου (41).   

 

Στόχος της παρούσας µελέτης ήταν επίσης να αξιολογήσει την επίδραση 

προϋπάρχουσας ανοσίας στην έκφραση, κατανοµή, κινητική και τοξικότητα 

των φορέων αδενοϊών που χορηγούνται τοπικά εντός των καρκινικών όγκων. 

Η ανάγκη για αυτή την αξιολόγηση προκύπτει επειδή ο βαθµός ανοσίας 

µπορεί να ποικίλλει ανάµεσα στους ανθρώπινους πληθυσµούς υπό µελέτη, 

και επειδή υπάρχουν λίγες εργασίες που αξιολογούν τα αποτελέσµατα της 

γονιδιακής θεραπείας σε συνάρτηση µε τη παρουσία προηγούµενης 

ανοσοποίησης. Ανοσοποίηση έναντι των αδενοϊών είναι συχνή και ο βαθµός 

της εξαρτάται από την αιτιολογία της λοιµώξεως και το µεσοδιάστηµα που έχει 

περάσει µέχρι την συµµετοχή στη κλινική µελέτη  (42,43). Επιπλέον, εφόσον  

τα πειραµατικά δεδοµένα καταδεικνύουν ότι οι πολλαπλές συνεδρίες 

γονιδιακής θεραπείας µε αδενοϊούς είναι αποτελεσµατικότερες, η ανωτέρω  

στρατηγική έχει αρχίσει να χρησιµοποιείται σε κλινικές µελέτες (40-44). Κατά 

συνέπεια, η κατανόηση των πιθανών συνεπειών από προϋπάρχουσα ανοσία 

µπορεί να ασκήσει σηµαντική επίδραση στο σχεδιασµό του θεραπευτικού 

σχήµατος και, εποµένως, στο τελικό αποτέλεσµα.  

 

Τα ερωτήµατα σχετιζόµενα µε την έκφραση, κατανοµή και κινητική των 

αδενοϊών αξιολογήθηκαν από τη µέτρηση των επιπέδων της λουσιφεράσης 
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(luciferase) σε όγκους και επιλεγµένους φυσιολογικούς ιστούς σε συνάρτηση 

µε τη δόση του αδενοϊού και µε το χρόνο. Ο τίτλος αντισωµάτων δεν 

επηρεάστηκε σηµαντικά από τη δόση του φορέως αδενοϊού που 

χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοποίηση. Εντούτοις, αυξανόµενες δόσεις 

αδενοϊών σε µη ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα οδήγησαν σε δυσανάλογη  

αύξηση των επιπέδων έκφρασης των σε φυσιολογικούς ιστούς σε σύγκριση 

µε τις µόνο µέτριες αυξήσεις των επιπέδων τους στους όγκους. Αυτό µπορεί 

να αποτελεί αποτέλεσµα διάχυσης των αδενοϊών από την περιοχή των όγκων, 

πιθανώς συνεπεία του τοπικού κορεσµού των κυτταρικών υποδοχέων. 

Αντίθετα, στα ανοσοποιηθέντα ζώα, προοδευτικά αυξανόµενες δόσεις 

αδενοϊού κατέληξαν σε προοδευτικά αυξανόµενα επίπεδα έκφρασής τους 

στους όγκους, εντούτοις δεν προκάλεσαν καµία αύξηση στα επίπεδα 

έκφρασης τους στο ήπαρ, πιθανώς λόγω προστασίας εκ της µόλυνσης των 

περιφερικών οργάνων από κυκλοφορούντα αντισώµατα. Αφού η µείωση στα 

επίπεδα έκφρασης του αδενοϊού ήταν αναλογικά πολύ περισσότερη στα 

περιφερικά όργανα σε σχέση µε τους όγκους, υποθέσαµε όπως και άλλοι 

ερευνητές ότι το ανωτέρω φαινόµενο δύναται να αντιµετωπιστεί µε την 

χορήγηση αυξηµένων δόσεων αδενοϊού (45). Τα αποτελέσµατά µας 

απέδειξαν ότι αύξηση της δόσης κατά δέκα µε εκατό φορές στα 

ανοσοποιηµένα ζώα αποκαθιστά το επίπεδο έκφρασης του αδενοϊού στους 

όγκους χωρίς να επηρεάζει σηµαντικά τη έκφραση του αδενοϊού στο ήπαρ. 

Αυτή η προφανής ανοσο-προστασία υποστηρίζει τα συµπεράσµατα του 

Bramson και συνεργατών (45). Στην τελευταία µελέτη, οι ερευνητές ανέφεραν 

µείωση των επιπέδων έκφρασης του αδενοϊού κατά 2,4 φορές στους όγκους 

και πάνω από 1000 φορές στο ήπαρ µετά από προηγηθείσα ενδοκρινική 

ανοσοποίηση. Κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι για να αποφευχθεί η 

τοξικότητα της γονιδιακής θεραπείας µε αδενοϊούς κατά τη διάρκεια µιας 

κλινικής µελέτης µπορεί να είναι χρήσιµο να προηγηθεί εµβολιασµός των 

ασθενών ακολουθούµενος από χορήγηση αυξηµένων δόσεων φορέων 

αδενοϊών προς επίτευξη ικανοποιητικής έκφρασής των στους όγκους και κατά 

συνέπεια να µην επηρεαστεί αρνητικά το θεραπευτικό τους αποτέλεσµα. Τα 

ανωτέρω δεδοµένα υποστηρίζουν το συµπέρασµα ότι η χορήγηση ηυξηµένων 

δόσεων αδενοϊού µπορεί να οδηγήσει σε ηυξηµένη τοπική έκφρασή του˙ 

εντούτοις η αναµενόµενη προστασία από την προ-ανοσοποίηση ήταν αληθινή 
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µόνο στο επίπεδο έκφρασης του αδενοϊού αλλά αντίθετη προς αυτό που 

παρατηρήθηκε αναφορικά µε την συστηµατική τοξικότητα, όπως συζητείται 

στις επόµενες παραγράφους. 

 

Η ηυξηµένη ταχέως εµφανισθείσα τοξικότητα που παρατηρήθηκε στους 

ανοσοποιηθέντες οργανισµούς µετά από τις υψηλές δόσεις αδενοϊού,  1 Χ 

1013  και 3 X 1013 σωµατίδια ανά χιλιόγραµµο βάρους, ήταν µη αναµενόµενη. 

Είχαµε υποθέσει ότι η χηµική ανοσία µπορεί να παρουσιάσει ένα 

προστατευτικό αποτέλεσµα δεδοµένου ότι διάφορες προκλινικές µελέτες, 

συµπεριλαµβανοµένης και της παρούσης, έχουν αποδείξει ότι τα αντισώµατα 

εναντίον των αδενοϊών παρεµποδίζουν την ενσωµάτωση τους στο ήπαρ και 

άλλα περιφερικά όργανα  (45,46). Παρ’ όλα αυτά, παρατηρήθηκε το αντίθετο 

αποτέλεσµα. Η ανοσοποιηθείσα οµάδα παρουσίασε 60% θνησιµότητα µέσα 

σε 18 ώρες από την χορήγηση του αδενοϊού, έναντι 15% στα µη 

ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα. Ιστολογικά και βιοχηµικά στοιχεία µέτριας 

έως βαριάς µορφής ηπατίτιδας παρατηρήθηκαν µόνο στα ανοσοποιηθέντα 

πειραµατόζωα. Η απουσία ηπατο-τοξικότητας στους µη ανοσοποιηθέντες 

οργανισµούς δείχνει ότι η τοξικότητα δεν είναι αποτέλεσµα της κυτταρικής 

ενσωµάτωσης του φορέως αδενοϊού αλλά οφείλεται σε ταχεία ανοσολογική 

απάντηση. 

   

Αν και δεν έχουν διευκρινιστεί οι παράγοντες που µετατρέπουν τις 

ανοσολογικές απαντήσεις στους αδενοϊούς από προστατευτικές σε τοξικές, η 

ταχεία ανάπτυξη των συµπτωµάτων συνηγορεί περισσότερο υπέρ ενός 

µηχανισµού σχετιζοµένου µε την παραγωγή και εναπόθεση ελευθέρων 

ανοσοσυµπλεγµάτων ή και προσροφηµένων σε αιµοπετάλια. Τα 

ανοσοσυµπλέγµατα αυτά δύνανται να προκαλέσουν φλεγµονώδεις 

αντιδράσεις αφού ενεργοποιούν το συµπλήρωµα, και έχει αποδειχθεί ότι 

προκαλούν ηπατοτοξικότητα σε ένα πειραµατικό µοντέλο αρουραίων (47). 

Επιπροσθέτως, ενεργοποίηση του συµπληρώµατος έχει διαπιστωθεί στο 

πλάσµα µετά από χορήγηση φορέως αδενοϊού (48,49). Η αρχική 

ενεργοποίηση του συµπληρώµατος µε τις επακόλουθες αγγειακές διαταραχές 

µπορούν να κινητοποιήσουν µια συστηµατική φλεγµονώδη απάντηση που 

µπορεί να καταλήξει σε αναπνευστική ανεπάρκεια, ανεπάρκεια πολλαπλών 
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οργάνων και, τελικώς, θάνατο (19). Σε περίπτωση ελαφρότερων απαντήσεων, 

η εναπόθεση άνοσοσυµπλεγµάτων στα αιµοπετάλια µπορεί να προκαλέσει 

θροµβοκυτοπενία  (48-50). Εντούτοις, είναι σαφές ότι υπάρχουν και άλλοι 

παράγοντες που επηρεάζουν τη τοξικότητα από τη χορήγηση φορέων 

αδενοϊών. Παραδείγµατος χάριν, η τοξικότητα που παρατηρείται από τους 

αδενοϊούς πρώτης γενεάς είναι σηµαντικά µεγαλύτερη από αυτή που 

παρατηρείται σε αδενοϊούς από τους οποίους τα E4 γονίδια έχουν αφαιρεθεί 

(44,51). Σε αυτή τη µελέτη, το γεγονός ότι η ηπατοτοξικότητα παρετηρήθη 

µόνο στους ανοσοποιηθέντες οργανισµούς συνηγορεί κατά του µηχανισµού 

άµεσης τοξικότητας προερχοµένης εκ του ιδίου του αδενοϊού.  

 

Κατά συνέπεια, η καταστολή του ανοσοποιητικού συστήµατος µπορεί να είναι 

απαραίτητη για να περιοριστεί η τοξικότητα εκ της γονιδιακής θεραπείας. 

Πολλοί ερευνητές δοκιµάζουν αυτήν τη µέθοδο στα ζώα και τους ανθρώπους 

για να ενισχύσουν τη διάρκεια της έκφρασης των θεραπευτικών γονιδίων 

(46,52). Εντούτοις, οι περισσότερες από τις µελέτες που έχουν δηµοσιεύσει τα 

θεραπευτικά αποτελέσµατα της γονιδιακής θεραπείας έχουν συµπεριλάβει µη 

ανοσοποιηθέντες οργανισµούς, στοχεύοντας την καταστολή της αρχικής 

ανοσολογικής απάντησης. Αυτή η τακτική είναι πιθανόν να είναι επιτυχέστερη 

από την καταστολή της απάντησης µνήµης (53). Στη παρούσα µελέτη δεν 

προσπαθήσαµε να επηρεάσουµε την ανοσολογική απάντηση των 

πειραµατόζωων αλλά αποδείξαµε ότι η διάρκεια της έκφρασης γονιδίων 

µειώθηκε σηµαντικά στα ανοσοποιηµένα ζώα ακόµη και στη περίπτωση που 

χορηγήσαµε ηυξηµένες δόσεις αδενοϊών.   

 

Οι αιτίες για την παρατηρηθείσα ηπατοτοξικότητα πρέπει να ερευνηθούν  

περαιτέρω δεδοµένου ότι δύναται να έχουν αυστηρές επιπτώσεις στην 

αποτελεσµατικότητα της γονιδιακής θεραπείας µε αδενοϊούς για την 

αντιµετώπιση του καρκίνου και άλλων ασθενειών. Είναι πιθανό ότι η 

τοξικότητα είναι σηµαντική µόνο στη περίπτωση χορήγησης υψηλών δόσεων 

αδενοϊού, όπως απεδείχθη στη παρούσα µελέτη, δεδοµένου ότι οι κλινικές 

µελέτες έχουν χρησιµοποιήσει σχετικά χαµηλές δόσεις, µικρότερες από 1 Χ 

1011 σωµατίδια ανά χιλιόγραµµο βάρους. Τέτοιες µελέτες έχουν αναφέρει 

ελάχιστη τοξικότητα ακόµα και µετά από επανειληµµένες συνεδρίες γονιδιακής 
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θεραπείας (40,41). Επιπλέον, καµία τοξικότητα δεν παρατηρήθηκε στα ζώα µε 

δόσεις κάτω από 1 Χ 1013 σωµατίδια ανά χιλιόγραµµο βάρους. Εντούτοις, δεν 

είναι σαφές πώς δόσεις χορηγούµενες δι’ ενέσεως τοπικά εντός των όγκων 

αντιστοιχούν σε συστηµατικές δόσεις όπως στη µοιραία περίπτωση του 

ασθενούς που έλαβε 1 Χ 1013 σωµατίδια ανά χιλιόγραµµο βάρους δια των 

ηπατικών αρτηριών (19). ∆εν είναι επίσης σαφές ποια µπορεί να είναι η 

κρίσιµη δόση για κάθε άτοµο ξεχωριστά, και µε ποιο τρόπο παράγοντες 

σχετιζόµενοι µε την ύπαρξη προηγούµενης ανοσοποίησης, το ηπατικό 

µικροπεριβάλλον και τον τρόπο χορηγήσεως του αδενοϊού µπορεί να 

µετατρέπουν τις ανοσολογικές απαντήσεις από προστατευτικές για τους 

ιστούς σε καταστρεπτικές.   

 

Συµπερασµατικά, ο συνδυασµός γονιδιακής θεραπείας HSV-tk σε συνδυασµό 

µε την ακτινοβολία έχει καλύτερα θεραπευτικά αποτελέσµατα έναντι της 

µονοθεραπείας εφόσον καθυστερεί την τοπική ανάπτυξη των όγκων και 

παρατείνει την επιβίωση. Επιπλέον, η παρατηρηθείσα αντι-µεταστατική της 

δράση, που αποδίδεται σε ανοσολογικούς µηχανισµούς, παρέχει ενδείξεις ότι 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί µόνη ή και σε συνδυασµό µε άλλες σύγχρονες 

θεραπείες για τη καταστολή υποβόσκουσας µεταστατικής νόσου ή ακόµη και 

την αντιµετώπιση τοπικών υποτροπών. Τα ελπιδοφόρα αποτελέσµατα των 

πολλαπλών συνεδριών επίσης παρέχουν ενδείξεις ότι η ανωτέρω θεραπεία 

πιθανώς θα είναι αποτελεσµατική ως συµπληρωµατική (adjuvant) για να 

καταστείλει την µικροµεταστατική νόσο και για τη διατήρηση των 

θεραπευτικών απαντήσεων σε ασθενείς µε συστηµατικές µεταστάσεις. Λόγω 

της παρατηρηθείσης ηπατοτοξικότητας σε ανοσοποιηθέντες οργανισµούς, 

συνιστώνται περαιτέρω µελέτες σε µοντέλα πειραµατόζωων, ειδικά 

αναφερόµενες στις περιπτώσεις που αναµένεται η συστηµατική χορήγηση 

υψηλών δόσεων φορέων αδενοϊών. 
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ΕΠΕΞΗΓΗΣΕΙΣ ∆ΙΑΓΡΑΜΜΑΤΩΝ / ΕΙΚΟΝΩΝ 
 

∆ιάγραµµα 1.  
 

Αποτελέσµατα από την προοδευτική αύξηση δόσεων φορέων AdV για τη 

χορήγηση γονιδιακής θεραπείας HSV-tk. Οι δόσεις κυµάνθηκαν από 1X109  

ως 1X1011 σωµατίδια/όγκο και χορηγήθησαν δια τοπικής ενέσεως σε 

υποδορίους όγκους µεγέθους 50-60 κυβικά χιλιοστά. Εικοσιτέσσερις ώρες 

µετά την χορήγηση του AdV εχορηγήθη GCV για έξη µέρες σε δόση 20 mg/kg, 

δις ηµερησίως.  

 

∆ιάγραµµα  2.  
 
Αποτελέσµατα από την προοδευτική αύξηση δόσεων ακτινοβολίας. Η 

ακτινοθεραπεία εδόθη σε µονήρη κλάσµατα των 5, 10, ή 15 Gy.  

 
∆ιάγραµµα / Εικόνα 3.   
 

Αποτελέσµατα συνδυασµού γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοθεραπεία όσον 

αφορά τον τοπικό έλεγχο των όγκων στα πειραµατικά µοντέλα καρκίνου 

προστάτη (A) και µαστού (B,C). Ο AdV εδόθη σε δόση 3x1010 σωµατίδια/όγκο, 

ενώ οι ακτινοβοληθέντες όγκοι έλαβαν µια ενιαία δόση 5 Gy, σαράντα οκτώ 

ώρες µετά τη χορήγηση του AdV.   

 
∆ιάγραµµα  4.   
 

Αποτελέσµατα συνδυασµού γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοθεραπεία 

αναφορικά µε την επιβίωση στα πειραµατικά µοντέλα καρκίνου προστάτη (A) 

και µαστού (B).  
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∆ιάγραµµα  5.   
 

Ποσοτικός προσδιορισµός διήθησης όγκων απο CD4+ και CD8+ Τ- 

λεµφοκύτταρα στις οµάδες θεραπείας. Πραγµατοποιήθηκε µε ανοσο-

ιστοχηµική ανάλυση σε τοµές ιστών εκφραζόµενη σε αριθµό θετικών 

κυττάρων ανά mm2 .    

 

∆ιάγραµµα / Εικόνα  6.  
 
Επίδραση του συνδυασµού τοπικής επί των υποδορίων όγκων γονιδιακής 

θεραπείας µε ακτινοθεραπεία στην ανάπτυξη πνευµονικών µεταστάσεων. Α) 

Αριθµός µακροσκοπικών πνευµονικών οζιδίων 12 ηµέρες µετά τη χορήγηση 

µονοθεραπείας ή συνδυασµού γονιδιακής θεραπείας µε ακτινοβολία. Β) 

Φωτογραφία αντιπροσωπευτικών παραδειγµάτων πνευµόνων από 

πειραµατόζωα που έλαβαν ή µη θεραπεία. 

 

∆ιάγραµµα 7.  

 

Αποτελέσµατα επανειληµµένων συνεδριών θεραπείας στη καθυστέρηση 

τοπικής ανάπτυξης των όγκων. Μια, δύο και τρεις συνεδρίες συνδυασµού  

AdV + XRT συγκρίθηκαν µε µια, δύο και τρεις συνεδρίες απο AdV ή XRT, και 

µε πειραµατόζωα που δεν έλαβαν θεραπεία. Ο AdV εχορηγήθη σε δόση 

3x1010 σωµατίδια/όγκο, ενώ η ακτινοβολία εδόθη σε µονήρες κλάσµα των 5 

Gy. Το µεσοδιάστηµα µεταξύ των θεραπευτικών συνεδριών ήταν επτά ηµέρες. 

 

∆ιάγραµµα  8.  

 

Επιβίωση µετά από επανειληµµένες συνεδρίες θεραπείας.  

 
∆ιάγραµµα 9.   
 
Ολικός τίτλος αντισωµάτων έναντι AdV που αξιολογήθηκε µε την 

ανοσοϊστοχηµική µέθοδο ELISA. Σηµαντικά υψηλότεροι τίτλοι 

κυκλοφορούντων αντισωµάτων παρατηρήθησαν στα ανοσοποιηθέντα 
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πειραµατόζωα συγκριτικά µε τα µη ανοσοποιηθέντα σε όλα τα χρονικά σηµεία 

(p<0.011). Οι τίτλοι αντισωµάτων έφθασαν στη µέγιστη τιµή τους µια 

εβδοµάδα µετά από την xχορήγηση του AdV  (p<0.009).  

 
∆ιάγραµµα  10.   
 
Επίπεδα λουσιφεράσης (luciferase) σε όγκους και επιλεγµένα φυσιολογικά 

όργανα σε ανοσοποιηθέντα και µη ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα. Τα 

επίπεδα της λουσιφεράσης αντιστοιχούν στα επίπεδα έκφρασης του AdV και 

εκφράζονται ως relative luminescence units ανά γραµµάριο ιστού (RLU/gm). 

H ανοσοποίηση πραγµατοποιήθηκε µε τη χορήγηση αδενοϊού σε δόση 1Χ1011 

σωµατίδια/όγκο 14 ηµέρες πριν από τη χορήγηση του αδενοϊού φέροντος το 

γονίδιο της λουσιφεράσης. Η ανοσοποίηση ελάττωσε τα επίπεδα της 

λουσιφεράσης στα περιφερικά όργανα κατά τουλάχιστον 714 φορές (p<0.001) 

ενώ στους όγκους τα επίπεδα της λουσιφεράσης ελαττώθηκαν κατά µόνο 24 

φορές (p=0.004).   

 
∆ιάγραµµα 11.  
 

Επίπεδα λουσιφεράσης στον όγκο και το ήπαρ ως συνάρτηση της δόσης του 

AdV. Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε τρεις µέρες µετά τη χορήγηση του AdV. 

Στα ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα, η έκφραση της λουσιφεράσης στο ήπαρ 

παραµένει ποσοτικά ανεπηρέαστη από την αύξηση της δόσεως του AdV ενώ 

η έκφραση του γονιδίου στους όγκους αυξάνεται σε επίπεδα ισοδύναµα µε 

αυτά των µη ανοσοποιηθέντων πειραµατοζώων.  

 

∆ιάγραµµα  12.   
 
Ανάλυση των επιπέδων έκφρασης της λουσιφεράσης σε όγκο και ήπαρ σε 

ανοσοποιηθέντα και µη ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα σε συνάρτηση µε το 

χρόνο. Ο αριστερός άξονας δείχνει τα επίπεδα έκφρασης της λουσιφεράσης 

(RLU/gm) στα ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα και στα αντίστοιχα της οµάδας 

ελέγχου˙ ο δεξιός άξονας επιδεικνύει το πηλίκο των επιπέδων έκφρασης 

λουσιφεράσης στον όγκο δια των αντίστοιχων του ήπατος για τα 
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ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα (closed square line) και για τα αντίστοιχα της 

οµάδας ελέγχου (open bars) . Οι ηυξηµένες τιµές του πηλίκου στα 

ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα οφείλονται στην αναλογικά µεγαλύτερη 

µείωση των επιπέδων της λουσιφεράσης στο ήπαρ συγκριτικά µε τους 

όγκους, και απεδόθησαν στη κυκλοφορία αντισωµάτων εναντίον του 

αδενοϊού. Τα ενδονεοπλασµατικά επίπεδα της λουσιφεράσης 

µεγιστοποιήθηκαν την δεύτερη ηµέρα µετά την χορήγηση AdV-Luc και 

µειώθησαν σηµαντικά την έβδοµη ηµέρα στα προ-ανοσοποιηθέντα 

πειραµατόζωα και τα αντίστοιχα στην οµάδα ελέγχου. Στα τελευταία, τα 

ενδονεοπλασµατικά επίπεδα της λουσιφεράσης ήταν στατιστικώς σηµαντικά 

υψηλότερα σε όλα τα σηµεία του χρόνου (p<0.004). 

 

∆ιάγραµµα / Εικόνα 13.   
 

Ιστολογική εξέταση µετά από χορήγηση υψηλών δόσεων AdV σε 

ανοσοποιηθέντα και µη πειραµατόζωα. Α) πύλη φυσιολογικού ήπατος 

πειραµατόζωου που δεν έχει λάβει γονιδιακή θεραπεία, Β) παρόµοια περιοχή 

από µη ανοσοποιηθέν πειραµατόζωο. Έντονη φλεγµονώδης αντίδραση γύρω 

από την κεντρική φλέβα στη πύλη του ήπατος παρατηρείται σε 

ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα που έλαβαν δόση 2Χ1011 σωµατίδια/όγκο (Γ) 

και 2Χ1011 σωµατίδια/όγκο (∆). Το διάγραµµα Ε απεικονίζει το βαθµό της 

παρατηρηθείσης τοξικότητας στην ιστολογική εξέταση στο ήπαρ, σπλήνα και 

πνεύµονα σε ανοσοποιηθέντα και µη πειραµατόζωα. Το 0 αντικατοπτρίζει τη 

φυσιολογική ιστολογική εικόνα ενώ το 4 σοβαρή φλεγµονή µε περιοχές 

νέκρωσης.  Στατιστικώς σηµαντικά µεγαλύτερα επίπεδα  ηπατικής τοξικότητας 

σηµειώθηκε σε όλα τα προ-ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα (p<0.001), µε 

συνέπεια να παρουσιάσουν ιστολογικά στοιχεία φλεγµονής, λεµφοκυτταρικής 

διήθησης και νέκρωσης.  
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∆ιάγραµµα 1 
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∆ιάγραµµα 2 
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∆ιάγραµµα 3A 
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 ∆ιάγραµµα 3B
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∆ιάγραµµα 3Γ 
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∆ιάγραµµα 4Α 
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∆ιάγραµµα 4B 
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∆ιάγραµµα 5 
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∆ιάγραµµα 6A 
 
 
 
 
 ν

 ίω

 

Ο
ζι
δ

 ν 

 ικ

 µο
ν

 ευ

  Π
ν

 µό
ς

 

Α
ρι
θ

 
 
 
 
 

0

5

10

15

20

25

30

Οµάδα Θεραπείας

ώ PBS (n=10)
TK (n=9)
XRT (n=9)
XRT+TK(n=12)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 51

∆ιάγραµµα 6B 
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∆ιάγραµµα 7 
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∆ιάγραµµα 8 
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∆ιάγραµµα 9 
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∆ιάγραµµα 10 
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∆ιάγραµµα 11 
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 ∆ιάγραµµα 12 
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∆ιάγραµµα 13 (A-E) 
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Πίνακας 1. Ηπατικά ένζυµα (διεθνείς µονάδες/λίτρο) µετά από την χορήγηση 

AdV-Luc τοπικά δι’ ενέσεως εντός των όγκων σε ανοσοποιηθέντα και µη 

ανοσοποιηθέντα πειραµατόζωα (µέσες τιµές µε τη σταθερή απόκλιση).  

Πειραµατική 
Οµάδα 

∆όση Αδενοϊού  Αλανινοτρανσφερ
άση (ALT ) 

 Ασπαρτική 
Τρανσφεράση 
(AST)  

Μη Ανοσοποιηθέντα 

*  

κανένας  42.03+/-27.53  86.47+/-35.27  

Μη Ανοσοποιηθέντα 2Χ1011  50.78+/-58.28  211.00+/-53.57  

Μη Ανοσοποιηθέντα 6Χ1011 43.25+/-41.99  170.63+/-117.80  

Ανοσοποιηθέντα  2Χ1011 224.00+/-181.40  381.00+/-177.24  

Ανοσοποιηθέντα 6Χ1011 193.5+/-161.14  394.25+/-186.34  

* Μέση τιµή ηπατικών ενζύµων προερχοµένων από τρία διαφορετικά είδη ποντικιών.   
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