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1. Αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα και ερυθροποίηση 
 

Η παραγωγή των ερυθροκυττάρων στον ανθρώπινο οργανισμό είναι μία 

συνεχής και δυναμικά ρυθμιζόμενη διαδικασία. Η φυσιολογική διάρκεια ζωής ενός 

ερυθροκυττάρου είναι κατά προσέγγιση 120 ημέρες, με ημερήσια αντικατάσταση του 

0.8% με 1.0% των ερυθροκυττάρων που βγαίνουν στην κυκλοφορία. Η ισορροπημένη 

παραγωγή και καταστροφή διατηρεί τον αριθμό των ερυθροκυττάρων σε φυσιολογικά 

επίπεδα. Αύξηση της ερυθροποιητικής δραστηριότητας παρατηρείται όταν η 

οξυγόνωση των ιστών υπολείπεται εξαιτίας απώλειας αίματος ή μειωμένου χρόνου 

ζωής των ερυθροκυττάρων ή όταν υπάρχουν αυξημένες ανάγκες για μεταφορά 

οξυγόνου. 

Ο μυελός των οστών αποτελεί την περιοχή του οργανισμού όπου λαμβάνει 

χώρα η ερυθροποίηση. Στα κύτταρα της ερυθράς σειράς διακρίνουμε οκτώ (8) 

βαθμίδες διαφοροποιημένων κυττάρων που αναπτύσσονται μέσα στο μυελό των 

οστών (ΜΟ) (Εικόνα 1). Τα κύτταρα που έχουν την ευθύνη να διατηρούν την 

ομοιόσταση στον αιμοποιητικό ιστό και να ρυθμίζουν τον αριθμό των 

λευκοκυττάρων, ερυθροκυττάρων και αιμοπεταλίων που υπάρχουν στην κυκλοφορία 

μέσω της διαφοροποίησής τους σε οποιοδήποτε από αυτούς τους κυτταρικούς τύπους 

είναι γνωστά ως αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα (ΑΑΚ ή Hematopoietic Stem Cells - 

HSCs). Τα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα  είναι σπάνια στον πληθυσμό των 

κυττάρων του μυελού των οστών με την συχνότητά τους να υπολογίζεται σε 1 στα 

105 με 106 κύτταρα.  
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Εικόνα 1. Το ιεραρχικό μοντέλο διαφοροποίησης των αρχέγονων αιμοποιητικών 

κυττάρων (ΑΑΚ). Τα ΑΑΚ διαφοροποιούνται προς οκτώ διαφορετικές ‘‘γενιές’’ 

ώριμων κυττάρων. (Από: Metcalf 2007) 

 
 

 Τις δύο τελευταίες δεκαετίες έχει γίνει έντονη προσπάθεια για να 

προσδιοριστούν φαινοτυπικά τα κύτταρα που εμφανίζουν τις αναγεννητικές 

ικανότητες των ΑΑΚ. Έτσι σήμερα ξέρουμε ότι τα ΑΑΚ του μυελού των οστών 

ενήλικων ποντικιών έχουν τον εξής φαινότυπο: Είναι αρνητικά ως προς τους 

επιφανειακούς δείκτες διαφοροποίησης (CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, NK1.1, B220, 

TER-119 και Gr-1 ) και γι’ αυτό αποκαλούνται Lineage- ή Lin-. Είναι θετικά για τα c-

Kit+, Sca-1+ ενώ εκφράζουν ενδιάμεσα επίπεδα Thy-1low, CD34-/low, Rhodaminelow 

και Hoechstlow.1,2,3 Αντίθετα με ό,τι συμβαίνει στον άνθρωπο όπου τα ΑΑΚ 

βρίσκονται σε μεγάλη συχνότητα σε ένα πληθυσμό κυττάρων CD34+, τα ΑΑΚ στο 

ποντίκι εμφανίζουν CD34-/low φαινότυπο. Ωστόσο, τα ΑΑΚ που προέρχονται από το 

εμβρυϊκό ήπαρ των ποντικιών εκφράζουν το επιφανειακό αντίγονο CD34 (CD34+) 

οπότε φαίνεται ότι η έκφραση του ρυθμίζεται αναπτυξιακά.4,5 Η μετάβαση από 
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CD34+ ΑΑΚ σε CD34- ΑΑΚ στον μυελό των οστών παρατηρείται στις οκτώ πρώτες 

ημέρες ζωής του ποντικιού.6,7 

Τα ΑΑΚ χαρακτηρίζονται σε λειτουργικό επίπεδο από την ικανότητα τους να 

αυτοανανεώνονται και υπό τις κατάλληλες συνθήκες να διαφοροποιούνται σε 

πολλούς τύπους διαφορετικών κυττάρων. Η ιδιότητά της αυτοανανέωσης αναφέρεται 

στην διαδικασία κατά την οποία τουλάχιστον το ένα από τα δύο θυγατρικά κύτταρα 

διατηρεί τις ιδιότητες των αρχέγονων κυττάρων. Η διαίρεση των ΑΑΚ μπορεί να 

είναι συμμετρική ή ασύμμετρη, δίνοντας γένεση σε δύο νέα ΑΑΚ ή σε ένα ΑΑΚ και 

ένα διαφοροποιημένο κύτταρο, αντίστοιχα (Εικόνα 2).8,9,10  

 

 
 

 

Εικόνα 2. Δύο τύποι διαίρεσης των 

αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων 

(ΑΑΚ). (Α) Συμμετρική διαίρεση προς 

δύο νέα ΑΑΚ. (B) Aσύμμετρη διαίρεση 

προς ένα ΑΑΚ και ένα διαφοροποιημένο 

κυτταρικό τύπο. 

 
 

Με τον τρόπο αυτό τα ΑΑΚ αυξάνουν ή διατηρούν τον αριθμό τους ανάλογα 

με τις απαιτήσεις του οργανισμού προκειμένου αυτός να ανταποκριθεί σε 

ενδεχόμενες μεταβολές του αριθμού των αιμοποιητικών κυττάρων. 

Το μικροπεριβάλλον που συντηρεί τα ΑΑΚ στον μυελό των οστών (stem cell 

niche) έχει μελετηθεί εκτενώς σε ασπόνδυλους οργανισμούς όπως η D.melanogaster 

και ο C.elegans και έχουν προσδιοριστεί τα χαρακτηριστικά εκείνα που επηρεάζουν 

την δημιουργία και διατήρηση των ΑΑΚ στην περιοχή αυτή (Εικόνα 3).11 Καταρχάς, 

έχει γίνει γνωστό ότι ο συνολικός αριθμός των ΑΑΚ στο μυελό των οστών είναι 

αυστηρά ελεγχόμενος και υπάρχει ένα πολύπλοκο δίκτυο παραγόντων που καθορίζει 

το ρυθμό της αυτοανανέωσης και της διαφοροποίησής τους. Ακόμα, οι 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ διαφορετικών κυτταρικών τύπων αποδεικνύονται 

A 

B 

HSC A 

B 
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σημαντικές για την διατήρηση των ιδιοτήτων των ΑΑΚ ενώ τα προϊόντα του 

μικροπεριβάλλοντος παρέχουν την μοριακή βάση αυτών των αλληλεπιδράσεων και 

την ισορροπία μεταξύ των κατασταλτικών και των ενεργοποιητικών σημάτων που 

ελέγχουν τον αριθμό και την λειτουργία των ΑΑΚ. Τέλος, το μικροπεριβάλλλον των 

ΑΑΚ στο μυελό των οστών έχει την ικανότητα να μεταδώσει χαρακτηριστικά που 

ομοιάζουν με εκείνα των αρχέγονων κυττάρων και σε κύτταρα που είναι ήδη 

διαφοροποιημένα.12,13,14,15 

 

 
 

Εικόνα 3. Αλληλεπιδράσεις στο 

μικροπεριβάλλον του ενδόστεου. Τα 

ΑΑΚ δεσμεύουν συστατικά του 

μικροπεριβάλλοντος μέσω 

αλληλεπιδράσεων που ρυθμίζουν την 

λειτουργία τους. Όσον αφορά στις 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μοριακών 

συστατικών του μικροπεριβάλλοντος και 

των αρχέγονων κυττάρων τα μόρια που 

εμφανίζονται με έντονο μαύρο χρώμα 

δείχνουν αποδεδειγμένη ενώ τα γκρι 

πιθανή εμπλοκή στις αλληλεπιδράσεις. 

(Τροποποιημένο από: Yin 2006) 

 

 

 
 

Ένα αρχέγονο αιμοποιητικό κύτταρο διαφοροποιείται σε ερυθροκύτταρο 

ακολουθώντας ενδιάμεσα στάδια τα οποία επιφέρουν μείωση του μεγέθους του 

κυττάρου, συμπύκνωση και τελικώς απώλεια του πυρηνικού νουκλεϊκού υλικού και 

των οργανιδίων, σύνθεση αιμοσφαιρίνης και τέλος απώλεια της ικανότητας 

αναδιπλασιασμού των κυττάρων. 

Το αναγνωρισμένο μορφολογικά, πρωϊμότερο, ερυθροποιητικό κύτταρο είναι 

ο προερυθροβλάστης. Στην εξέλιξη της διαφοροποίησης η δημιουργία του 

προερυθροβλάστη ακολουθεί τα στάδια των κυττάρων που σχηματίζουν τις 

Oστεοβλάστης

HSC

Ca2+Oστεοβλάστης

HSC

Ca2+
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ερυθροποιητικές αποικίες (BFU-E και CFU-E). Ο προερυθροβλάστης έχει μεγάλο 

μέγεθος (20-30μm), μεγάλο σφαιρικό πυρήνα με πυρήνια και βασεόφιλο 

κυτταρόπλασμα (σκούρος μπλε χρωματισμός) το οποίο σηματοδοτεί την παρουσία 

ριβοσωμάτων. Τον προερυθροβλάστη διαδέχεται ο βασεόφιλος ερυθροβλάστης ο 

οποίος διατηρεί το μεγάλο μέγεθος (15-20μm) ενώ ο πυρήνας μικραίνει ελαφρώς με 

την χρωματίνη να είναι περισσότερο συμπυκνωμένη. Ο βασεόφιλος ερυθροβλάστης 

διαφοροποιείται σε πολυχρωματικό ερυθροβλάστη ο οποίος μικραίνει σε μέγεθος (12-

15μm) και εμφανίζει πιο σφαιρικό και μικρό πυρήνα με περισσότερο συμπυκνωμένη 

χρωματίνη. Την ίδια στιγμή, το κυτταρόπλασμα αρχίζει να μετατρέπεται από 

βασεόφιλο σε οξεόφιλο (ερυθρόχρωος χρωματισμός) τονίζοντας την ταυτόχρονη 

παρουσία ριβοσωμάτων καθώς επίσης και την παραγωγή και παρουσία 

αιμοσφαιρίνης. Έως και αυτό το στάδιο, τα κύτταρα έχουν την ικανότητα να 

διαιρούνται. Το στάδιο του νορμοβλάστη ή πυκνωτικού ερυθροβλάστη διαδέχεται 

αυτό του πολυχρωματικού ερυθροβλάστη με τα κύτταρα να μικραίνουν εμφανώς σε 

μέγεθος (8-10μm), τον πυρήνα να εμφανίζει τον υψηλότερο βαθμό συμπύκνωσης και 

το κυτταρόπλασμα να περιέχει υψηλότερα επίπεδα αιμοσφαιρίνης. Στο επόμενο 

στάδιο ερυθροποίησης, το δικτυοερυθροκύτταρο διατηρεί το ίδιο περίπου μέγεθος, ο 

πυρήνας, όμως έχει αποβληθεί και το κυτταρόπλασμα  περιέχει περισσότερη 

αιμοσφαιρίνη και μία υπολειμματική ποσότητα ριβοσωμικού RNA που διατηρεί 

υπολειμματική ικανότητα σύνθεσης αιμοσφαιρίνης. Τα δικτυοερυθροκύτταρα 

παραμένουν μία με δύο ημέρες στο μυελό των οστών και άλλες μία με δύο ημέρες 

στο περιφερικό αίμα και τον σπλήνα, όπου το RNA αποδομείται εντελώς και 

προκύπτει το τελικό ερυθροκύτταρο (Red Blood Cell - RBC) (Εικόνα 4).  
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Εικόνα 4. Τα στάδια ερυθροποιητικής διαφοροποίησης. Το πρωϊμότερο 

ερυθροποιητικό κύτταρο, ο προερυθροβλάστης, διαφοροποιείται σε βασεόφιλο 

ερυθροβλάστη, πολυχρωματικό ερυθροβλάστη, νορμοβλάστη, δικτυοερυθροκύτταρο 

και τέλος σε ώριμο ερυθροκύτταρο. Στο κάτω τμήμα της εικόνας φαίνονται τα μόρια 

που σηματοδοτούν τη μετάβαση στα διαδοχικά στάδια διαφοροποίησης. Η 

ερυθροποιητίνη είναι η ορμόνη που κυριαρχεί στην ερυθροποίηση ενώ καθοριστική 

είναι η συνεισφορά των κυτταροκινών SCF, IL-3, IGF-1 και GM-CSF. 

 
 

Η ερυθροποίηση μεταξύ άλλων, όπως αναφέρθηκε, ενεργοποιείται κάτω από 

συνθήκες υποξίας όταν υπάρχουν αυξημένες ανάγκες μεταφοράς οξυγόνου.16 Όταν 

παρουσιάζονται αυτές οι συνθήκες ενεργοποιείται η σύνθεση του σημαντικότερου 

παράγοντα ερυθροποίησης, της ερυθροποιητίνης (Erythropoietin - ΕΡΟ).17 Τα 

ερυθροποιητικά προγονικά κύτταρα ανταποκρίνονται στην EPO στο στάδιο των 

CFU-E κυττάρων κατευθύνοντας την ισορροπία των κυττάρων στο μυελό των οστών 

προς την παραγωγή ώριμων ερυθροκυττάρων. Αρκετές κυτταροκίνες συνεργάζονται 

με την ΕΡΟ προκειμένου να επάγουν ερυθροειδική διαφοροποίηση. Σε αυτές 

συμπεριλαμβάνονται οι ιντερλευκίνες 3 (IL-3) και 6 (IL-6), ο παράγοντας διέγερσης 

κοκκιοκυττάρων-μακροφάγων (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor 

- GM-CSF) και ο αυξητικός παράγοντας των αρχέγονων κυττάρων (Stem Cell Factor 

- SCF) (Εικόνα 4). Ακόμη, έχει δειχθεί ότι ο SCF μαζί με την ΕΡΟ και άλλες 

κυτταροκίνες επάγουν τον in vitro σχηματισμό των ερυθροειδικών αποικιών από 

κύτταρα του μυελού των οστών διεγείροντας εν μέρει τον πολλαπλασιασμό των 

ερυθροειδικών απογόνων.18,19 

 

 

HSC Βασεόφιλος
ερυθροβλάστης

Πολυχρωματικός
ερυθροβλάστης

Νορμοβλάστης Δικτυο-
ερυθροκύτταρο ΕρυθροκύτταροΠροερυθροβλάστης

SCF, IL3, IGF-1, GM-CSF, EPO

HSC Βασεόφιλος
ερυθροβλάστης

Πολυχρωματικός
ερυθροβλάστης

Νορμοβλάστης Δικτυο-
ερυθροκύτταρο ΕρυθροκύτταροΠροερυθροβλάστης

SCF, IL3, IGF-1, GM-CSF, EPO
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2. Αιμοσφαιρίνες 
 

Η ανθρώπινη αιμοσφαιρίνη είναι ένα τετραμερές μόριο που είναι υπεύθυνο 

για τη μεταφορά οξυγόνου στους ιστούς των σπονδυλωτών. Η τετραμερής αυτή 

πρωτεΐνη αποτελείται από δύο τύπους πολυπεπτιδικών αλυσίδων ή σφαιρινών, τις 

τύπου-α και τύπου-β. Τα γονίδια που κωδικοποιούν την παραγωγή των ανθρώπινων 

σφαιρινών εντοπίζονται στα χρωμοσώματα 16 και 11 για τα τύπου-α και τα τύπου-β 

γονίδια αντίστοιχα (Εικόνα 5). Τα γονίδια τύπου-α κωδικοποιούν τις αλυσίδες ζ και α 

ενώ τα γονίδια τύπου-β κωδικοποιούν τις αλυσίδες ε, γ, δ και β.20 

 

 

 

Εικόνα 5. Οργάνωση των ανθρωπίνων α- και β-γονιδίων, με τις αλυσίδες των 

σφαιρινών και τις αιμοσφαιρίνες που παράγονται σε κάθε στάδιο της ανάπτυξης. 

 
 

Η σειρά με την οποία διατάσσονται τα γονίδια στα χρωμοσώματα 16 και 11 

αντιστοιχεί και στην σειρά με την οποία εκφράζονται τα γονίδια κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης (Εικόνα 6). Η αλυσίδα ζ εκφράζεται κατά τις πρώτες 6 εβδομάδες της 

κύησης ενώ σταδιακά τη διαδέχεται η σφαιρίνη α, που κυριαρχεί καθ’ όλη τη 

διάρκεια της ζωής του ανθρώπου. Στην περίπτωση των γονιδίων τύπου-β, πρώιμη 

έκφραση εκδηλώνει το γονίδιο ε (όμοια με εκείνου της σφαιρίνης ζ) ενώ μέχρι και 

λίγες εβδομάδες μετά την γέννηση κυριαρχεί η έκφραση του γ-γονιδίου και η 

αιμοσφαιρίνη HbF (α2γ2, εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη). Περί την 6η εβδομάδα της ζωής 
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του ανθρώπου, μειώνεται σταδιακά η παραγωγή της γ-σφαιρίνης και αρχίζει η 

έκφραση της β-σφαιρίνης η οποία σε σύμπλοκο με την α-σφαιρίνη δίνει τον κυρίαρχο 

τύπο της αιμοσφαιρίνης των ενηλίκων (HbA, α2β2). Τέλος, η τύπου-δ είναι παρούσα 

σε ελάχιστες ποσότητες μετά από τη γέννηση και σε σύμπλοκο με την α-αλυσίδα 

δημιουργεί την αιμοσφαιρίνη ΗbA2. Η σύνθεση των διαφορετικών τύπων 

αιμοσφαιρίνης αποτελεί μία αντανάκλαση των φυσιολογικών διεργασιών που 

λαμβάνουν χώρα προκειμένου να προσαρμοστεί ο οργανισμός στις διαφορετικές 

απαιτήσεις σε οξυγόνο κατά τα στάδια της ανάπτυξης. 

 

 
 

 
 

Εικόνα 6. Η πορεία παραγωγής των αιμοσφαιρινών κατά τα στάδια ανάπτυξης του 

ανθρώπινου οργανισμού. Σημειώνεται η εναλλαγή στην παραγωγή μεταξύ της 

εμβρυϊκής και ενήλικης αιμοσφαιρίνης λίγο πριν την γέννηση. (Από: Karlsson 1985) 

 
 

 Στην ενήλικη ζωή του ανθρώπου υπάρχει ένα ποσοστό ερυθροκυττάρων που 

περιέχει εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη (HbF) ταυτόχρονα με την αιμοσφαιρίνη HbA. Ο 

πληθυσμός αυτός των κυττάρων είναι γνωστός ως F-κύτταρα. Η εναλλαγή στην 

έκφραση των αιμοσφαιρινών και ιδιαίτερα μεταξύ της εμβρυϊκής (HbF) και της 

αιμοσφαιρίνης των ενηλίκων (HbΑ) εμφανίζει ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον αλλά 
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ακόμη δεν έχει αποσαφηνιστεί ο ακριβής υποκείμενος μηχανισμός. Θεωρείται πάντως 

πως ελέγχεται από έναν ιδιότυπο ανταγωνισμό των γονιδίων των σφαιρινών ως προς 

τις cis-ενεργές ρυθμιστικές περιοχές του γονιδιακού τόπου των σφαιρινών τύπου-β 

(β-globin Locus Control Region-LCR) που καθορίζουν την μεταγραφή των γονιδίων. 

Η ρυθμιστική περιοχή του γονιδιακού τόπου της β-σφαιρίνης (LCR) είναι μία από τις 

εκτενέστερα μελετημένες ρυθμιστικές περιοχές. Εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 11 και 

συγκεκριμένα στο τμήμα από 25kb έως και 5kb ανοδικά του γονιδίου της σφαιρίνης ε 

και χαρακτηρίζεται από εξελικτικά διατηρημένες θέσεις υπερευαισθησίας στην 

DNase I (Hypersensitive Site, HS). Μετά από πειράματα σε διαγονιδιακά ζώα 

βρέθηκε ότι η ρυθμιστική περιοχή LCR, που αποτελείται από τις περιοχές HS1-5, 

έxει την ικανότητα να υποστηρίζει την έκφραση του συνδεδεμένου διαγονιδίου σε 

υψηλά επίπεδα που είναι ανεξάρτητα από το σημείο ενσωμάτωσης και ευθέως 

ανάλογα του αριθμού των διαγονιδίων ανά κύτταρο (copy number-dependent / 

position-independent expression).21 

 

 

3. Μεταγραφική ρύθμιση του γονιδιακού τόπου της β-σφαιρίνης 
 

 Η έκφραση του γονιδιακού τόπου των αιμοσφαιρινών βρίσκεται υπό τον 

έλεγχο ενός πολύπλοκου προγράμματος μεταγραφικής ρύθμισης που εξαρτάται από 

το επίπεδο διαφοροποίησης καθώς και από το αναπτυξιακό στάδιο του κυττάρου. Ο 

συντονισμός αυτών των λειτουργιών πραγματοποιείται από ρυθμιστικούς παράγοντες 

που αλληλεπιδρούν με αλληλουχίες DNA οι οποίες εντοπίζονται τόσο κοντά όσο και 

σε απόσταση από τις κωδικές αλληλουχίες. Η σημαντικότερη ρυθμιστική περιοχή 

στον ανθρώπινο γονιδιακό τόπο της β-σφαιρίνης είναι η Κύρια Ρυθμιστική Περιοχή 

(Locus Control Region - LCR) η οποία και οριοθετείται 5 - 25kb ανοδικά του 

γονιδίου της ε-σφαιρίνης. Η περιοχή LCR αποτελείται από 5 περιοχές που 

χαρακτηρίζονται από υπερευαισθησία στην DNase I (Υπερευαίσθητες Θέσεις - 

Hypersensitive Sites - HS) (Εικόνα 7). Κάθε υπερευαίσθητη θέση (HS) έχει μία 

κεντρική αλληλουχία που περικλείει μοτίβα τα οποία αναγνωρίζονται από 

μεταγραφικούς παράγοντες. Η παρουσία της περιοχής LCR είναι απαραίτητη για την 

γονιδιακή έκφραση των σφαιρινών σε υψηλά επίπεδα σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια 

του ερυθροκυττάρου.21 
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Εικόνα 7. Ο γονιδιακός τόπος των ανθρώπινων σφαιρινών στο χρωμόσωμα 11. Στα 

αριστερά φαίνεται η περιοχή LCR της ανθρώπινης β-σφαιρίνης και οι 

υπερευαίσθητες θέσεις (HS) που την αποτελούν. (Από: Stamatoyannopoulos 2005) 

 
 

Σήμερα είναι αποδεδειγμένο ότι η περιοχή LCR διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στην ενίσχυση της έκφρασης των γονιδίων των σφαιρινών. Το ερώτημα που 

απομένει να απαντηθεί έγκειται στο πως ακριβώς επιτυγχάνεται. Με τα μέχρι σήμερα 

δεδομένα, φαίνεται ότι η περιοχή LCR μπορεί να ενισχύσει την έκφραση των 

γονιδίων των σφαιρινών, να δημιουργήσει μία ανοιχτή διαμόρφωση της χρωματίνης 

του ευρύτερου γονιδιακού τόπου καθώς επίσης και να δράσει από μεγάλη 

απόσταση.22,23 Για τον τρόπο με τον οποίο επιτυγχάνεται η δράση της περιοχής LCR 

έχουν προταθεί 4 μοντέλα (Εικόνα 8).  

Στο πρώτο μοντέλο (Α) οι μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται στις 

υπερευαίσθητες θέσεις HS της περιοχής LCR αλλά και στον υποκινητή. Η περιοχή 

LCR αλληλεπιδρά απευθείας με τον υποκινητή δημιουργώντας μία θηλιά (loop) και 

παρακάμπτοντας τις αλληλουχίες που μεσολαβούν. Με αυτό τον τρόπο σχηματίζεται 

ένα ενεργό μεταγραφικό σύμπλοκο στον υποκινητή.24,25,26,27 Στο δεύτερο μοντέλο (Β) 

οι μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται αρχικά στις αλληλουχίες της περιοχής 

LCR και δημιουργούν ένα σύμπλοκο που ελέγχει/διαβάζει τις αλληλουχίες του DNA 

καθοδικά της LCR έως ότου αναγνωρίσει και προσδεθεί στην αλληλουχία του 

υποκινητή εκκινώντας ταυτόχρονα τη μεταγραφή.28,29 Το τρίτο μοντέλο (C) 

δανείζεται στοιχεία από τα μοντέλα (Α) και (Β) αποτελώντας περισσότερο ένα 

συνδυασμό αυτών. Οι μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται τόσο στις 

υπερευαίσθητες θέσεις HS της περιοχής LCR όσο και σε περιοχή της αλληλουχίας 

του DNA καθοδικά της LCR σχηματίζοντας μία διαμόρφωση θηλιάς (loop). Με αυτό 
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τον τρόπο έρχονται κοντά στον γονιδιακό τόπο των σφαιρινών και εκκινούν την 

ανίχνευση του γενωμικού DNA έως ότου αναγνωρίσουν την αλληλουχία του 

υποκινητή.28 Τέλος, το τέταρτο μοντέλο (D) περιλαμβάνει την συνεχή πρόσδεση των 

μεταγραφικών παραγόντων στη χρωματίνη μέσω πρωτεϊνών που δεν προσδένονται 

στο DNA καθώς και πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με αυτή (πράσινοι κύκλοι). Η 

συνεχής πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων λαμβάνει χώρα από το σύμπλοκο 

εκκίνησης που σχηματίζεται στις αλληλουχίες της LCR έως και την αλληλουχία του 

υποκινητή. Η συνεχόμενη πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων οδηγεί στην 

αλλαγή της διαμόρφωσης της χρωματίνης έως το σημείο έναρξης της μεταγραφής.30 

 

 
 

Εικόνα 8. Τα τέσσσερα πιθανά μοντέλα δράσης της 

περιοχής LCR και της μεταγραφικής ρύθμισης των 

γονιδίων των σφαιρινών.  

(Από: Stamatoyannopoulos 2002) 

 
 

Από τις υπερευαίσθητες θέσεις HS της 

περιοχής LCR η πιο απομακρυσμένη (HS5) δεν 

εμφανίζει ιστοειδικότητα. Αντίθετα, οι αλληλουχίες 

HS1-4 παρουσιάζονται έντονα ερυθροειδικές παρ’ 

ότι οι HS2 και HS4 έχουν βρεθεί και σε μη 

ερυθροποιητικές κυτταρικές σειρές.31 Η μέγιστη 

έκφραση του γονιδίου της β-σφαιρίνης προϋποθέτει 

ότι αυτό συνδέεται με μία αλληλουχία που 

περιλαμβάνει ολόκληρη την περιοχή LCR. 

Παραταύτα, όταν κάθε μία από τις θέσεις HS 

απομονωθεί ως αλληλουχία 1-3 kb και επανενωθούν σχηματίζοντας μία mini-LCR 

κατασκευή, τότε μπορούν να παραχθούν και πάλι υψηλά επίπεδα β-σφαιρίνης.32,33,34 

Όταν όμως κάθε θέση HS ελέγχεται ανεξάρτητα για την ικανότητά της να ελέγξει την 

μεταγραφή του γονιδίου της β-σφαιρίνης, η πιο έντονη έκφραση προέρχεται από την 

χρήση της αλληλουχίας HS2 που θεωρείται και κλασικός ενισχυτής.35,36,37,38 
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Η ενεργότητα των θέσεων HS εντοπίζεται ως επί το πλείστον σε μία κεντρική 

αλληλουχία (core region/sequence) 200-400bp. Η αλληλουχία αυτών των θέσεων 

έδειξε την ύπαρξη πολλαπλών σημείων πρόσδεσης ερυθροειδικών και μη 

ερυθροειδικών μεταγραφικών παραγόντων (Εικόνα 9). Η αλληλουχία HS2 περιέχει 

διπλές περιοχές πρόσδεσης των ερυθροειδικών παραγόντων NF-E2 και GATA-1 

όπως και περιοχές αναγνώρισης των μη ιστοειδικών μεταγραφικών παραγόντων USF 

και YY1, μαζί με πλούσιες σε νουκλεοτίδια-G περιοχές, οι οποίες μπορούν να 

προσδένουν Sp1 ή κάποιον σχετικό μεταγραφικό παράγοντα.39,40,41 

Η αλληλουχία HS3 περιέχει διπλές αλληλουχίες αναγνώρισης του 

μεταγραφικού παράγοντα GATA-1 που περικλείονται από περιοχές πλούσιες σε 

νουκλεοτίδια-G.42 Επίσης, ο EKLF φαίνεται πως είναι ένας σημαντικός μεταγραφικός 

παράγοντας που προσδένεται στις πλούσιες σε νουκλεοτίδια-G περιοχές.43 Αντίθετα 

με την HS2, η παρουσία ενός και μόνο αντιγράφου της αλληλουχίας HS3 μπορεί να 

ενεργοποιήσει την έκφραση του γονιδίου της β-σφαιρίνης αναδεικνύοντας την 

ικανότητα ‘‘ανοίγματος’’ της χρωματίνης από την αλληλουχία HS3.44 

Η περιοχή HS4 περιέχει αλληλουχίες πρόσδεσης των ερυθροειδικών 

μεταγραφικών παραγόντων GATA-1 και NF-E2 και επιπλέον έναν αριθμό μη 

ιστοειδικών μεταγραφικών παραγόντων όπως τους: Sp1, J-BP και TEF-2.45,46 Και σε 

αυτή την περίπτωση έχει γίνει εμφανές ότι η παρουσία των σημείων πρόσδεσης των 

μεταγραφικών παραγόντων GATA-1 και ΝF-E2 είναι σημαντική για τη δράση της 

αλληλουχίας HS4.47 

 

 
 

Εικόνα 9. Αναλυτική παράθεση των μεταγραφικών παραγόντων που προσδένονται 

στις υπερευαίσθητες θέσεις 2-4 (HS2-4) της LCR της ανθρώπινης β-σφαιρίνης και 

της αλληλουχίας HS40 της ρυθμιστικής περιοχής του γονιδίου της ανθρώπινης α-

σφαιρίνης. (Από: Weatherall 1981) 
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Αντίστοιχα, στον γονιδιακό τόπο της α-σφαιρίνης η χαρτογράφηση της 

περιοχής ανέδειξε την ύπαρξη πέντε (5) θέσεων HS οι οποίες βρίσκονται 4, 8, 10, 33 

και 40 kb ανοδικά του γονιδίου της ζ-σφαιρίνης (HS4,8,10,33,40). Ο έλεγχος αυτών 

των αλληλουχιών ως προς την ικανότητά τους να ενισχύσουν την μεταγραφή του 

γονιδίου της α-σφαιρίνης έδειξε πως μόνο η αλληλουχία HS40 είναι ενεργή 

αναδεικνύοντάς τη ως τη μείζονα ρυθμιστική αλληλουχία του γονιδιακού τόπου της 

α-σφαιρίνης.48 Η δομή της αλληλουχίας HS40 μοιάζει σημαντικά με εκείνη της 

αλληλουχίας HS2 της περιοχής LCR της β-σφαιρίνης.49 Μία κεντρική αλληλουχία 

350bp διατηρεί την μεγαλύτερη ενεργότητα και περιέχει δύο σημεία πρόσδεσης των 

μεταγραφικών παραγόντων NF-E2 και GATA-1 καθώς και αρκετά μοτίβα CACCC 

και σημεία πρόσδεσης του YY1 (Εικόνα 9).50  

 

 

4. β-Θαλασσαιμίες 
 

i. Μοριακή Βάση 
 

 Οι β-θαλασσαιμίες αποτελούν τις συχνότερες μονογονιδιακές διαταραχές 

παγκοσμίως.51,52,53 Υπάρχουν δύο κύριες μορφές της β-θαλασσαιμίας: η β0-

θαλασσαιμία, στην οποία δεν παράγεται καθόλου β-σφαιρίνη και η β+-θαλασσαιμία, 

κατά την οποία παράγεται μία ποσότητα β-σφαιρίνης η οποία όμως είναι μικρότερη 

του φυσιολογικού. Λιγότερο σοβαρές μορφές της β-θαλασσαιμίας με ήπια μείωση της 

παραγωγής β-σφαιρίνης συνήθως αναφέρονται ως β++. Το κυριότερο διαγνωστικό 

χαρακτηριστικό της β-θαλασσαιμίας, που συναντάται τόσο στη β0- όσο και στη β+-

θαλασσαιμία, είναι τα αυξημένα επίπεδα της αιμοσφαιρίνης HbA2. Υπάρχουν όμως 

και λιγότερο συχνές μορφές β-θαλασσαιμίας στις οποίες τα επίπεδα της HbA2 είναι 

φυσιολογικά και οφείλονται σε συνυπάρχουσες μεταλλάξεις του γονιδίου της δ-

σφαιρίνης. 

Έως σήμερα έχουν χαρακτηριστεί σχεδόν 200 μεταλλαγμένα αλληλόμορφα 

που οδηγούν σε β-θαλασσαιμία. Σε αντίθεση με τις α-θαλασσαιμίες, η πλειονότητα 

των β-θαλασσαιμιών προκαλούνται από σημειακές μεταλλάξεις εντός των γονιδίων 

της β-σφαιρίνης ή των παρακείμενων ρυθμιστικών αλληλουχιών (Εικόνα 10). Λίγες 

μεταλλαγές έχουν γίνει γνωστές που είναι υπεύθυνες για τις β-θαλασσαιμίες και 
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εντοπίζονται ανεξάρτητα από τον γονιδιακό τόπο της β-σφαιρίνης, οι οποίες όμως 

αφορούν σε trans-δρώντες ρυθμιστικούς παράγοντες ή σε ελλείψεις γενετικού υλικού. 

 

 
 

 
 

Εικόνα 10. Σημειακές μεταλλαγές που εντοπίζονται στο γονίδιο της β-σφαιρίνης ή 

στις παρακείμενες αλληλουχίες και είναι υπεύθυνες για την ανάπτυξη β-

Θαλασσαιμίας. (Από: eMedicine Specialties, Thalassemia, Hassan M Yaish, MD) 

 
 

Συνολικά έχουν περιγραφεί δεκατέσσερις (14) ελλείψεις που αφορούν 

αποκλειστικά στο γονίδιο της β-σφαιρίνης και είναι υπεύθυνες για την ανάπτυξη β-

θαλασσαιμίας. Το εύρος τους ποικίλει από 290 ζεύγη βάσεων έως και περισσότερα 
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από 60 χιλιάδες ζεύγη βάσεων. Η πλειονότητα των μεταλλαγών όμως, που οδηγούν 

στην ανάπτυξη β-θαλασσαιμιών δεν αφορούν σε ελλείψεις. Συνήθως προκαλούνται 

από σημειακές μεταλλαγές, μικρές ενθέσεις και μεταθέσεις εντός του γονιδιακού 

τόπου της β-σφαιρίνης ή τις άμεσα παρακείμενες αλληλουχίες.  

Οι μεταλλαγές αυτές αφορούν σε όλα τα στάδια ρύθμισης της γονιδιακής 

έκφρασης. Ειδικότερα, (1) η μεταγραφή επηρεάζεται από ελλείψεις, ενθέσεις και 

σημειακές αλλαγές στον υποκινητή αλλά και στην 5΄ αμετάφραστη περιοχή (UTR). 

(2) Η ωρίμανση του mRNA επηρεάζεται από μεταλλαγές στα φυσιολογικά σημεία 

συρραφής (splice sites) και από τη δημιουργία νέων σημείων συρραφής τόσο στα 

εσώνια όσο και στα εξώνια. Επίσης, επηρεάζεται και από την ένθεση αλληλουχιών 

αδενίνης δημιουργώντας νέα σημεία πολυαδενυλίωσης (PolyA) καθώς και από 

μεταλλαγές στην 3΄ αμετάφραστη περιοχή (UTR). (3) Η μετάφραση επηρεάζεται από 

μεταλλαγές στην αλληλουχία έναρξης, από τη δημιουργία κωδικονίων λήξης της 

μετάφρασης (STOP codons) καθώς και από μεταλλαγές που αλλάζουν το πλαίσιο 

ανάγνωσης (frameshift). (4) Τέλος, υπάρχουν μεταλλαγές που επηρεάζουν σε μετα-

μεταφραστικό επίπεδο οδηγώντας στη δημιουργία ασταθών αλυσίδων β-σφαιρίνης. 

 

 

ii. Παθοφυσιολογία 
 

 

Η παθοφυσιολογία μίας τόσο σοβαρής νόσου όπως, η β-θαλασσαιμία έχει 

μελετηθεί εκτενώς και είναι  πλέον καλά κατανοητή. Το βασικό χαρακτηριστικό είναι 

η μειωμένη παραγωγή των β-αλυσίδων της σφαιρίνης. Αυτό οδηγεί σε ανισσόροπη 

σύνθεση αλυσίδων αιμοσφαιρίνης και τη δημιουργία περίσσειας των α-αλυσίδων της 

σφαιρίνης. Αν και η σύνθεση της εμβρυϊκής HbF αιμοσφαιρίνης διατηρείται μετά τη 

γέννηση σε ένα βαθμό που ποικίλει μεταξύ των διαφορετικής βαρύτητας μορφών της 

β-θαλασσαιμίας, το συνολικά της επίπεδα δεν επαρκούν για να αντισταθμίσουν την 

έλλειψη της αιμοσφαιρίνης HbA. Πρακτικά, τα επίπεδα των γ- και β-αλυσίδων δεν 

είναι ποτέ αντίστοιχα εκείνων των α-αλυσίδων, οπότε, η περίσσεια των α-αλυσίδων 

αποτελεί το χαρακτηριστικό γνώρισμα της β-θαλασσαιμίας. Οι α-αλυσίδες που 

παραμένουν ασύνδετες κατακρημνίζονται στους πρόδρομους ερυθροβλάστες στο 

μυελό των οστών καθώς επίσης και στους απογόνους τους στο περιφερικό αίμα, 
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οδηγώντας σε μη-αποδοτική ωρίμανση των ερυθροβλαστών και μη-αποδοτική 

ερυθροποίηση. Αντίστοιχα, όταν γίνει βλάβη στη μεμβράνη του ώριμου 

ερυθροκυττάρου αυτό εμφανίζει μειωμένο χρόνο ζωής και οδηγείται σε καταστροφή 

και κατά συνέπεια σε ελαττωματική κυκλοφορία του αίματος. Η αναιμία που 

προκαλείται οδηγεί στον έντονο πολλαπλασιασμό του μυελού των οστών ο οποίος 

όμως αδυνατεί να παράγει λειτουργικά ερυθροκύτταρα και ως επακόλουθο, στην 

διόγκωσή του. Το γεγονός αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την δημιουργία σκελετικών 

παραμορφώσεων καθώς επίσης και μίας πληθώρας αναπτυξιακών και μεταβολικών 

ανωμαλιών. Η αναιμία μπορεί να επιδεινωθεί περαιτέρω με την εμφάνιση 

αιμοαραίωσης που προκαλείται από τη λίμναση μεγάλων ποσοτήτων αίματος στο 

σπλήνα.  Η υπερπλασία του μυελού των οστών οδηγεί στην αύξηση των αναγκών για 

σίδηρο που με τη σειρά της προκαλεί αύξηση της απορρόφησης αλλά και του φορτίου 

σιδήρου, που συχνά επιδεινώνεται από την ανάγκη για τακτικές μεταγγίσεις αίματος. 

Οι τακτικές μεταγγίσεις αίματος με τη σειρά τους, οδηγούν σε προοδευτική 

εναπόθεση σιδήρου στους ιστούς (αιμοσιδήρωση), βλάβες οργάνων (ήπαρ , καρδιά 

κ.α.), και αν δε μειωθούν εγκαίρως μπορούν να οδηγήσουν σε πολυοργανικές 

ανεπάρκειες και να αποτελέσουν αιτία θανάτου (Εικόνα 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Εισαγωγή 

 24 

 
 

 
 

Εικόνα 11. Σχηματική απεικόνιση της παθοφυσιολογίας των β-Θαλασσαιμιών. 

(Από: Weatherall 1981) 
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5. Δευτερογενή χαρακτηριστικά της β-θαλασσαιμίας 
 

i. Σπληνομεγαλία 
 

Ένα από τα σημαντικότερα χαρακτηριστικά του σπλήνα είναι ότι λειτουργεί 

ως φίλτρο του αίματος κρατώντας τα ελαττωματικά ερυθροκύτταρα αλλά και κάθε 

“ξένο” σωματίδιο σε ένα στρώμα φαγοκυττάρων.54 Η δίοδος από το σπλήνα ενός 

μεγάλου αριθμού ελαττωματικών ερυθροκυττάρων όπως αυτά που παράγονται στην 

β-θαλασσαιμία οδηγεί, προοδευτικά, στην διόγκωσή του. Απόδειξη για το μηχανισμό 

αυτό αποτελεί και η παρατήρηση ασθενών με β-θαλασσαιμία που έχουν ξεκινήσει 

μεταγγίσεις από τα πρώτα χρόνια της ζωής τους, έχουν μικρό αριθμό ελαττωματικών 

ερυθροκυττάρων στην κυκλοφορία, και δεν ανέπτυξαν σημαντική σπληνομεγαλία. 

Πέραν όμως της υπερλειτουργίας του σπλήνα στην προσπάθειά του να αποβάλει από 

την κυκλοφορία τα μη λειτουργικά ερυθροκύτταρα, η σπληνομεγαλία εμφανίζεται 

επίσης και λόγω αυξημένης αιμοποίησης. Καθώς ο μυελός των οστών ασθενών με β-

θαλασσαιμία αδυνατεί να παράγει επαρκή επίπεδα λειτουργικών ερυθροκυττάρων 

δίνεται η εντολή να αυξηθεί η εξωμυελική αιμοποίηση και ο σπλήνας υπερλειτουργεί 

σαν ερυθροποιητικό όργανο και κατά συνέπεια διογκώνεται. 

Το συνολικό ποσοστό των ερυθροκυττάρων που παγιδεύεται στο σπλήνα 

αφορούν στο 9-40% του συνολικού όγκου των ερυθροκυττάρων. 55 Το γεγονός αυτό 

σε συνδυασμό με ένα ακόμα χαρακτηριστικό των θαλασσαιμιών που είναι η 

επέκταση του όγκου του πλάσματος (συνδέεται τόσο με τη σπληνομεγαλία όσο και με 

την επέκταση του μυελού των οστών) έχει σαν αποτέλεσμα την αιμοαραίωση που 

επιδεινώνει την αναιμία ενώ φορτώνει με περισσότερο έργο την καρδιακή λειτουργία. 

 

ii. Σπληνεκτομή 
 

Η σπληνεκτομή εφαρμόζεται σε ασθενείς με μείζονα β-θαλασσαιμία και 

αποτελεί μία θεραπευτική παρέμβαση που εφαρμόζεται σχεδόν από τότε που 

περιγράφηκε η νόσος.56 Τα αποτελέσματα της επέμβασης όμως μέχρι σήμερα δεν 

επιβεβαιώνουν πάντα την ευεργετική της δράση στην εξέλιξη της θαλασσαιμίας. Η 

σπληνεκτομή φαίνεται να είναι ευεργετική σε ένα ποσοστό ασθενών με β-

θαλασσαιμία που εμφανίζουν αυξημένες απαιτήσεις για μετάγγιση.57,58,59 Οι μελέτες 
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που το υποστηρίζουν αυτό έχουν διενεργηθεί σε κέντρα που υπάρχει η δυνατότητα να 

διατηρούνται οι ασθενείς με επαρκή επίπεδα αιμοσφαιρίνης. Την ίδια στιγμή υπάρχει 

και η δυνατότητα να διαχειριστούν οι τυχόν επιπλοκές που μπορεί να εμφανιστούν. 

Σε περίπτωση που αυτό δεν είναι εφικτό και ειδικότερα όταν η σπληνεκτομή 

εφαρμοστεί σε ασθενείς που δεν υποβάλλονται συχνά σε μεταγγίσεις, το αποτέλεσμα 

της σπληνεκτομής είναι πολύ λιγότερο ικανοποιητικό. 

 

iii. Υπερφόρτωση σιδήρου – Αιμοσιδήρωση 
 

Η γενικευμένη υπερφόρτωση των οργάνων με σίδηρο έχει αναγνωρισθεί ως 

μία επιπλοκή των θαλασσαιμιών εδώ και πολλά χρόνια.60,61,62,63,64 Η περίσσεια του 

σιδήρου προέρχεται τόσο από αυξημένη απορρόφηση του στοιχείου από το έντερο 

(1η περίπτωση) όσο και από τις μεταγγίσεις (2η περίπτωση). Ανάλογα με το αν ένας 

ασθενής έχει υποβληθεί σε λίγες ή σε πολλές μεταγγίσεις, αντίστοιχα, κυριαρχεί η 

πρώτη ή η δεύτερη περίπτωση. Η ροή του σιδήρου στον ανθρώπινο οργανισμό 

βρίσκεται φυσιολογικά σε ισορροπία με περίπου 0.5% της ολικής ποσότητας σιδήρου 

να απορροφάται και να αποβάλλεται καθημερινά. Από τη στιγμή που ο ρυθμός 

έκκρισης του σιδήρου δεν μπορεί να μεταβληθεί από τον ανθρώπινο οργανισμό, η 

ισορροπία αυτή καθορίζεται από τον έλεγχο της απορρόφησης. Οι δύο κύριοι 

παράγοντες που επηρεάζουν το ρυθμό της απορρόφησης του σιδήρου από το έντερο 

είναι η ποσότητα του σιδήρου στις αποθήκες του οργανισμού (αντικατοπτρίζεται 

κατά κύριο λόγο στα επίπεδα της φερριτίνης στον ορό) αλλά και η ερυθροποιητική 

ενεργότητα.  

Λαμβάνοντας τα παραπάνω υπόψιν γίνεται αντιληπτό ότι στην περίπτωση 

ασθενών με θαλασσαιμία οι οποίοι χρήζουν μεταγγίσεων, οι μεταγγίσεις οδηγούν σε 

συσσώρευση σιδήρου στον οργανισμό την περίσσεια του οποίου δεν υπάρχει κάποιος 

φυσιολογικός μηχανισμός που θα αποβάλλει. Αντίθετα, στην περίπτωση ασθενών με 

θαλασσαιμία οι οποίοι δεν έχουν την ανάγκη τακτικών μεταγγίσεων, τα αυξημένα 

επίπεδα σιδήρου που απορροφώνται από το έντερο οφείλονται στην αυξημένη αλλά 

μη-αποδοτική ερυθροποίηση που ενεργοποιείται προκειμένου να καλυφθεί η μεγάλη 

απαίτηση  από τον οργανισμό για παραγωγή ώριμων ερυθροκυττάρων.  
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iv. Χηλική θεραπεία σιδήρου 
 

Η ανεξέλεγκτη συσσώρευση σιδήρου σε ασθενείς με μείζονα μορφή β-

θαλασσαιμίας εξαιτίας των τακτικών μεταγγίσεων θα οδηγούσε σε θάνατο μέσα στις 

δύο πρώτες δεκαετίες της ζωής χωρίς τη χρήση χηλικής θεραπείας σιδήρου. Η 

κυριότερη θεραπεία για την υπερφόρτωσης του οργανισμού με σίδηρο αφορά στη 

χρησιμοποίηση δεφεροξαμίνης (desferrioxamine-DF). Το μόριο αυτό ήταν διαθέσιμο 

για τη χηλική θεραπεία από το τέλος της δεκαετίας του 1970 και χορηγείται 

παρεντερικά. Η δεφεροξαμίνη είναι μέλος της τάξης των υδροξαμικών οξέων και 

εμφανίζει μεγάλη συγγένεια για το σίδηρο. Τα σύμπλοκα της δεφεροξαμίνης με το 

σίδηρο καθίστανται ανενεργά και αποβάλλονται μέσω των νεφρών. Η χρήση της 

δεφεροξαμίνης έχει δειχθεί ότι μειώνει τις παρενέργειες τις νόσου και επεκτείνει το 

προσδόκιμο ζωής των ασθενών. Στα χρόνια που ακολούθησαν την ανακάλυψη της 

δεφεροξαμίνης έχουν αναπτυχθεί και χηλικές ενώσεις που χορηγούνται δια της 

στοματικής οδού όπως: το deferiprone και το deferasirox τα οποία, όμως, 

χρησιμοποιούνται πολλές φορές σε συνδυασμό με τη δεφεροξαμίνη. 

 

 

6. Θεραπευτικές Προσεγγίσεις των β-Θαλασσαιμιών 
 

i. Συμβατικές Θεραπείες 
 

 Σήμερα η β-θαλασσαιμία αντιμετωπίζεται είτε με συχνές μεταγγίσεις αίματος 

ή θεραπεύεται με αλλογενή μεταμόσχευση μυελού των οστών (Εικόνα 12). Στην 

πρώτη περίπτωση, οι ασθενείς μεταγγίζονται σε τακτά χρονικά διαστήματα και για 

όλη τους τη ζωή, προκειμένου να επιτυγχάνουν ικανή μεταφορά οξυγόνου στους 

ιστούς. Σε κλινικό επίπεδο, αυτό επιτυγχάνεται με συντήρηση της συγκέντρωσης της 

αιμοσφαιρίνης σε επίπεδα άνω των 8gr/dl. Οι τακτικές μεταγγίσεις δημιουργούν όμως 

υπερφόρτωση σιδήρου (αιμοσιδήρωση) στον ασθενή γεγονός που μπορεί να οδηγήσει 

σε καταστροφή οργάνων όπως το ήπαρ και η καρδιά που θέτουν σε κίνδυνο τη ζωή 

του ασθενούς.65,66 Γι’ αυτό το λόγο, όπως ήδη αναφέρθηκε, έχουν αναπτυχθεί και 

εξελίσσονται διαρκώς μέθοδοι αποσιδήρωσης των ασθενών κάτι που έχει αυξήσει 

σημαντικά το προσδόκιμο επιβίωσής τους. 
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α β 

 

Εικόνα 12. Διαθέσιμες θεραπευτικές επιλογές για την αντιμετώπιση της β-

Θαλασσαιμίας. (α) Μετάγγιση αίματος, (β) Αλλογενής μεταμόσχευση μυελού των 

οστών. (Από: A.D.A.M.) 

 
 

Η αλλογενής μεταμόσχευση μυελού των οστών πραγματοποιείται μία φορά 

στην ζωή του ασθενούς και εφόσον είναι επιτυχημένη μπορεί να διορθώσει την 

ερυθροποίηση αποτελώντας ουσιαστικά την μοναδική διαθέσιμη θεραπεία της β-

θαλασσαιμίας. Όμως ούτε η αλλογενής μεταμόσχευση μυελού των οστών είναι 

απαλλαγμένη από προβλήματα καθώς η πραγματοποίησή της και μόνο απαιτεί την 

εύρεση ενός πλήρως συμβατού δότη, η πιθανότητα εύρεσης του οποίου δεν ξεπερνά 

το 30% εντός του συγγενικού του περιβάλλοντος. Η εφαρμογή της αλλογενούς 

μεταμόσχευσης μυελού των οστών (ΜΜΟ) έστω και από συμβατό δότη μπορεί 

επίσης να συνοδεύεται από ανοσολογικές επιπλοκές όπως, η ασθένεια μοσχεύματος 

εναντίον ξενιστή (Graft versus Host Disease - GvHD) ή τελικά να οδηγήσει σε 

απόρριψη του μοσχεύματος. Αν η ανεύρεση συμβατού συγγενή δότη, δεν είναι 

εφικτή, η μεταμόσχευση μυελού των οστών από μη συγγενικό δότη έχει κίνδυνο 

ανοσολογικών επιπλοκών και ενδεχομένως μη αναστρέψιμων παθολογικών 

επιπλοκών που μπορούν να οδηγήσουν στο θάνατο.67,68,69 
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ii. Γονιδιακή Θεραπεία 
 

Μία τρίτη στρατηγική, δυνητικά θεραπευτική είναι η γονιδιακή επιδιόρθωση 

των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων του ασθενούς (ΑΑΚ). Τα ΑΑΚ αποτελούν 

τον πιο ελκυστικό και καλά μελετημένο κυτταρικό στόχο για γονιδιακή θεραπεία. Τα 

κύτταρα αυτά (1) χαρακτηρίζονται ως πολυδύναμα γιατί έχουν την ικανότητα να 

διαφοροποιούνται σε όλους τους τύπους αιμοποιητικών και λεμφικών κυττάρων και 

(2) εμφανίζουν εξαιρετικά μεγάλη αναγεννητική ικανότητα.70,71 Τα χαρακτηριστικά 

τους αυτά εξασφαλίζουν ότι η μεταφορά του γονιδίου επιλογής που θα γίνει κατά τη 

γονιδιακή θεραπεία σε ένα αρχικά μικρό πληθυσμό αρχέγονων κυττάρων θα οδηγήσει 

σε έκφραση και γενετική διόρθωση ενός ολόκληρου ιστού. Ακόμα, τα 

χαρακτηριστικά τους αυτά και ο παρατεταμένος χρόνος ζωής τους μειώνουν την 

ανάγκη επαναλαμβανόμενων κύκλων γονιδιακής θεραπείας η οποία μπορεί να 

εφαρμοσθεί μία μόνο φορά και να έχει εφ’ όρου ζωής επίδραση στον ασθενή. Η 

απομόνωσή των ΑΑΚ είναι απλή και μπορεί να γίνει από το μυελό των οστών και το 

περιφερικό αίμα ενώ στη συνέχεια μπορούν εύκολα να επαναχορηγηθούν στον 

ασθενή μέσω των μεθόδων αυτόλογης μεταμόσχευσης που εφαρμόζονται. 

Η λογική που διέπει την προσέγγιση της γονιδιακής θεραπείας είναι απλή στη 

σύλληψη και αφορά στην ενσωμάτωση ενός φυσιολογικού γονιδίου β- ή γ-σφαιρίνης 

στο γονιδίωμα των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (Εικόνα 13). Τα κύτταρα 

αυτά θα δώσουν γένεση στο αιμοποιητικό σύστημα του ασθενούς το οποίο πλέον θα 

εκφράζει ικανά επίπεδα β- ή γ-σφαιρίνης και κατά συνέπεια HbΑ ή HbF αντίστοιχα. 

Προκειμένου η γονιδιακή μεταφορά ενός φυσιολογικού γονιδίου β-σφαιρίνης στα 

ΑΑΚ να έχει θεραπευτική ικανότητα πρέπει να πληρούνται αρκετές συνθήκες. Αυτές 

αφορούν (α) στη μεταμόσχευση ενός ικανού αριθμού γενετικά διορθωμένων 

αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων, (β) στη ρύθμιση της έκφρασης των διαγονιδίων 

με τρόπο αντίστοιχο  των ενδογενών γονιδίων των σφαιρινών, (γ) στην σταθερή 

έκφραση θεραπευτικών επιπέδων β-σφαιρίνης αλλά και (δ) στην ασφαλή έκφραση 

του γονιδίου χωρίς επιδράσεις από τα σημεία ενσωμάτωσης των ιϊκών σωματιδίων.72 
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Εικόνα 13. Σχηματική απεικόνιση του πλάνου εφαρμογής της γονιδιακής θεραπείας 

στον άνθρωπο. 

 

 
 

7. Γονιδιακή Θεραπεία της β-Θαλασσαιμίας 
 

i. Ιστορική αναδρομή της έρευνας στη γονιδιακή θεραπεία της β-θαλασσαιμίας 
 

Η μεταφορά των γονιδίων της β- ή γ-σφαιρίνης στα αρχέγονα αιμοποιητικά 

κύτταρα αρχικά δοκιμάστηκε με ρετροϊικούς φορείς. Οι ρετροϊοί ξεχωρίζουν ως 

φορείς γονιδιακής μεταφοράς γιατί σε αντίθεση με άλλα ιογενή συστήματα 

μεταφοράς, ενσωματώνονται στο γενετικό υλικό του κυττάρου-ξενιστή. Επιπλέον, το 

μικρό σχετικά γονιδίωμά τους έκανε εφικτή τη λειτουργική χαρτογράφηση της 

βιολογίας τους και την ανάπτυξη φορέων πολύ νωρίτερα από τα άλλα ιογενή 

συστήματα. Η πρώτη απόπειρα πειραματικής γονιδιακής θεραπείας της β-

θαλασσαιμίας άρχισε πριν από 20 χρόνια με τη χρήση των ρετροϊών ως φορέων των 

γονιδίων των σφαιρινών. Οι πρώτοι ρετροιϊκοί φορείς που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 

τύπου MLV (Murine Leukemia Virus).73,74 Από τις πρώτες εφαρμογές αυτής της 

τεχνολογίας εμφανίστηκαν τα προβλήματα που συνοδεύουν τη χρήση των MLV στη 

μεταφορά γονιδίων σε αρχέγονα κύτταρα. Οι ρετροϊοί τύπου MLV μολύνουν 
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αποκλειστικά κύτταρα τα οποία βρίσκονται σε φάση αναδιπλασιασμού προκειμένου 

να διαπεράσουν την πυρηνική μεμβράνη και να μπορέσουν να ενσωματωθούν στο 

γονιδίωμά τους.75 Στην γονιδιακή θεραπεία ο πρωτεύων κυτταρικός πληθυσμός 

στόχος, αυτός των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων, βρίσκεται σε φάση ηρεμίας 

(quiescence). Οπότε, είναι προφανές ότι η χρήση των ιϊκών φορέων τύπου MLV 

αντιμετώπισε ένα πολύ σημαντικό εμπόδιο. Επίσης, ένα άλλο πρόβλημα που 

συναντάται στους φορείς τύπου MLV είναι η σίγηση της γονιδιακής έκφρασης του 

διαγονιδίου που ενσωματώνουν. Η αιτία της μεταγραφικής σίγησης έχει αποδοθεί στη 

de novo μεθυλίωση των κυτοσινών των αλληλουχιών CpG και κατ’ επέκταση στην 

απακετυλίωση των ιστονών που οδηγεί στην συμπύκνωση της χρωματίνης.76,77 

Ωστόσο, πλήθος από μελέτες έχουν δείξει ότι δεν απαιτείται μεθυλίωση για την 

επίτευξη της σίγησης στα κύτταρα των θηλαστικών 78 αλλά δρα ως δευτερογενές 

βήμα στο μονοπάτι της μεταγραφικής σίγησης των ρετροϊικών φορέων.79,80,81,76 

Για το λόγο αυτό, δοκιμάστηκαν νέοι φορείς βασισμένοι στους λεντοϊούς και 

τους αφροϊούς. Το πεδίο της γονιδιακής θεραπείας γνώρισε ραγδαία ανάπτυξη με την 

εισαγωγή των νέων ρετροϊικών φορέων. Οι πιο καλά μελετημένοι από αυτούς, οι 

λεντοϊοί, είναι οι πλέον ευρέως χρησιμοποιούμενοι ιϊκοί φορείς σήμερα. Την ίδια 

στιγμή σε πιο πρώιμο στάδιο βρίσκεται η χρήση της ομάδας των αφροϊικών φορέων 

(FV ή spuma).82,83 

Η χρήση των λεντοϊών ως φορείς έχει βρει ευρεία εφαρμογή εξαιτίας (i) της 

ικανότητάς τους να επιμολύνουν μη διαιρούμενα κύτταρα, (ii) των υψηλών τίτλων 

τους και (iii) της σταθερής έκφρασης των διαγονιδίων.84 Το σημαντικότερο ίσως 

μειονέκτημα των λεντοϊικών φορέων είναι η προέλευσή τους από τον ιό της 

ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (HIV). Παρότι οι σημερινοί φορείς είναι πολλαπλά 

απενεργοποιημένοι και θεωρούνται ασφαλείς, κανείς δεν μπορεί να αποκλείσει την 

πιθανότητα ανασυνδυασμών που θα μπορούσαν να οδηγήσουν στην παραγωγή 

μολυσματικού αναπαραγόμενου ιού HIV. 

Οι ρετροϊικοί φορείς αρχικά εμφάνισαν περιορισμούς σε θέματα τίτλου, 

σταθερότητας και έκφρασης της β-σφαιρίνης. Παρόλα αυτά οι αρχικές μελέτες 

προσέφεραν πολύτιμες γνώσεις για την επίτευξη υψηλής και ρυθμιζόμενης έκφρασης 

των γονιδίων των σφαιρινών. Οι αρχικές μελέτες έδειξαν ότι για την αποδοτική 

έκφραση των γονιδίων των σφαιρινών απαιτείται η παρουσία εκτενών τμημάτων της 

ρυθμιστικής περιοχής LCR, καθώς η ενσωμάτωση των ελάχιστων αλληλουχιών των 

υπερευαίσθητων θέσεων HS της LCR είχαν ως αποτέλεσμα φορείς με χαμηλούς 
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τίτλους και χαμηλή έκφραση του διαγονιδίου η οποία επίσης ήταν εξαρτώμενη από τη 

θέση ένθεσης του φορέα στο γονιδίωμα του ξενιστή. Ακόμα, διαπιστώθηκε ότι θα 

πρέπει να ελεγχθούν οι αλληλουχίες της LCR που θα χρησιμοποιηθούν καθώς 

βρέθηκε ότι υπάρχει παρεμβολή μεταξύ εκείνων των αλληλουχιών και των ιϊκών 

τελικών επαναλήψεων (LTR) κατά τη μεταγραφική ρύθμιση. Το γεγονός αυτό 

οδηγούσε στην ασταθή μεταφορά των προϊών και την δημιουργία φορέων ευπαθών 

στον ανασυνδυασμό αλληλουχιών. Επιπροσθέτως, βρέθηκε ότι προκειμένου η 

έκφραση του διαγονιδίου να μην επηρεάζεται από την μεταγραφή του ιϊκού 

γονιδιώματος θα πρέπει η εισαγωγή του διαγονιδίου στο φορέα να πραγματοποιείται 

σε αντίθετο προσανατολισμό σε σχέση με τη φορά μεταγραφής του ιού. Τέλος, 

διαπιστώθηκε πως προκειμένου να εκφραστεί το γονίδιο της β-σφαιρίνης είναι 

απαραίτητη η παρουσία των εσωνίων του, οπότε η χρήση μόνο της κωδικής 

αλληλουχίας του cDNA δεν οδηγεί σε έκφραση του γονιδίου.85 Αρκετές 

τροποποιήσεις οδήγησαν στην αποτελεσματικότερη έκφραση του γονιδίου της β-

σφαιρίνης μεταξύ των οποίων η έλλειψη αλληλουχιών από το εσώνιο 2 του γονιδίου 

της β-σφαιρίνης η οποία επιτρέπει την σταθερότερη μεταφορά και έκφραση του 

γονιδίου από τους ρετροϊικούς φορείς και η χρήση καταλληλότερων ρυθμιστικών 

περιοχών. 

 

ii. Περιοχές της LCR στη γονιδιακή θεραπεία της β-θαλασσαιμίας 
 

Οι πρώτες προσπάθειες που έγιναν προκειμένου να επιτευχθεί η παραγωγή 

της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από έναν ιϊκό φορέα δεν γνώρισαν την προσδοκώμενη 

επιτυχία. Αυτό οφειλόταν στο γεγονός ότι αρχικά για την έκφραση της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης χρησιμοποιήθηκαν μόνο το β-γονίδιο με τον υποκινητή του χωρίς 

ρυθμιστικές περιοχές.86,87,88 Οι Grosveld et al (1987) ήταν οι πρώτοι που διαπίστωσαν 

την σημασία της περιοχής που εντοπίζεται 20 kb ανοδικά του γονιδίου της ε-

σφαιρίνης (που τότε ακόμη δεν είχε γίνει γνωστή ως LCR) στην έκφραση υψηλών 

επιπέδων ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε πειραματικό μοντέλο διαγονιδιακών 

ποντικιών.21 Η περιοχή αυτή των 20 kb μπορεί να ελαττωθεί έως και σε 2.5 kb και να 

συνεχίζει να ρυθμίζει αποδοτικά την υψηλή έκφραση του γονιδίου της β-

σφαιρίνης.33,34 



Εισαγωγή 

 33 

Η ανακάλυψη των διαφορετικών υπερευαίσθητων θέσεων HS της περιοχής 

LCR σήμανε και την ανάπτυξη της έρευνας στην έκφραση της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης σε διαγονιδιακά ποντίκια ή ερυθροποιητικές κυτταρικές σειρές.36,38,89,90 Η 

αλληλουχία HS2 αποτέλεσε την πιο εκτενώς μελετημένη αλληλουχία καθώς φάνηκε 

γρήγορα ότι μπορεί να ενισχύσει σημαντικά την έκφραση της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης.91,92 Για όλες τις θέσεις HS βρέθηκε γρήγορα ότι η δράση τους σε μεγάλο 

βαθμό οφείλεται σε μικρές κεντρικές αλληλουχίες DNA.33,35,36,38,41,46,93,94 Ο 

συνδυασμός των μικρών κεντρικών αλληλουχιών των θέσεων HS2-4 σε μία 

αλληλουχία συνολικού μήκους ~1kb (μLCR) οδήγησε στη δημιουργία των πρώτων 

ιϊκών φορέων που είχαν υψηλό τίτλο, γενομική σταθερότητα και ταυτόχρονα υψηλή 

έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στη λευχαιμική κυτταρική σειρά ποντικιού 

(Mouse Erythro Leukemia - MEL).95 

Μερικά χρόνια αργότερα, σε μία από τις σημαντικότερες μελέτες σε αυτό το 

πεδίο από τους May et al (2000) προσδιορίσθηκαν οι ελάχιστες αλληλουχίες των 

περιοχών HS2, HS3 και HS4 που όταν συνδυαστούν έχουν την δυνατότητα να 

οδηγήσουν στην παραγωγή των υψηλότερων επιπέδων ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε 

θαλασσαιμικό μοντέλο ποντικιών.96 Οι αλληλουχίες αυτές αθροιστικά υπολογίζονται 

σε τμήματα μήκους ~3.2 kb έναντι ~1 kb που είχαν χρησιμοποιηθεί έως τότε. 

Την ίδια στιγμή και μετά το χαρακτηρισμό του σημαντικότερου ρυθμιστικού 

στοιχείου της ανθρώπινης α-σφαιρίνης (HS40) άρχισε να διερευνάται η χρήση του 

στην έκφραση των γονιδίων των σφαιρινών. Αρχικά, δείχθηκε ότι η αλληλουχία 

HS40 είναι ικανή να εκφράσει το γονίδιο της ανθρώπινης γ-σφαιρίνης ελλείψει άλλης 

ρυθμιστικής περιοχής, ενώ αργότερα έγινε γνωστό ότι δρα σε συνεργασία με τον 

υποκινητή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης προκειμένου να παράγει σταθερά και σε 

υψηλά επίπεδα ανθρώπινη γ-σφαιρίνη.97,98 
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Εικόνα 14. (Α) Πρωτότυπη κατασκευή ενός γάμμα-ρετροϊικού φορέα που φέρει το 

γονίδιο της β-σφαιρίνης και μικρές κεντρικές αλληλουχίες της περιοχής LCR. Το 

γονίδιο της β-σφαιρίνης τοποθετείται σε αντίθετο προσανατολισμό στο ρετροϊικό 

φορέα για να αποτραπεί η απομάκρυνση (splicing) των εσωνίων στο ιϊκό γενομικό 

RNA κατά την δημιουργία του ιού. Το βέλος δείχνει την κατεύθυνση της 

μεταγραφής. (Β) Ρετροϊικοί φορείς που εκφράζουν β- ή γ-σφαιρίνη και 

κατασκευάστηκαν από διαφορετικές ερευνητικές ομάδες. Ο φορέας TNS9 βασίζεται 

στη δημοσίευση των May et al. (2000) και ενσωματώνει το γονίδιο της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης. Ο φορέας βΑ87Q ενσωματώνει ένα γονίδιο β-σφαιρίνης που φέρει μία 

μετάλλαξη στο 87ο κωδικόνιο η οποία του προσδίδει ιδιότητες ενάντια στη 

δρεπανοκυτταρική αναιμία.99 Ο φορέας αυτός χρησιμοποιήθηκε στην πρώτη κλινική 

μελέτη που πραγματοποιήθηκε στη Γαλλία. Οι υπόλοιποι φορείς εμφάνισαν 

καινοτομίες όπως: η χρήση των αλληλουχιών μονωτών cHS4 (BG-I), η ενσωμάτωση 

ρυθμιστικών περιοχών της 3΄ αμετάφραστης περιοχής (d432βΑγ ), η χρήση 

εκτενέστερων αλληλουχιών της ρυθμιστικής περιοχής LCR (mLARβΔγV5) και τέλος 

η δημιουργία μεγαλύτερων ελλείψεων στο εσώνιο 3 του γονιδίου της β-σφαιρίνης και 

η χρήση μόνο των αλληλουχιών HS2 και HS3 από την ρυθμιστική περιοχή LCR 

(GLOBE). (Από: Arumugam 2010) 
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Στην παρούσα μελέτη προτιμήθηκε η χρήση της αλληλουχίας HS40 της 

ανθρώπινης α-σφαιρίνης καθότι (1) είναι ιδιαίτερα μικρή σε μέγεθος, μόλις 350 bp, 

και υποθέσαμε ότι θα επηρέαζε κατά το δυνατόν λιγότερο τη σταθερότητα του ιϊκού 

φορέα, (2) μπορεί, αποδεδειγμένα, να συνεργαστεί με τον υποκινητή της ανθρώπινης 

β-σφαιρίνης προκειμένου να ρυθμίσει αποδοτικά την έκφραση του γονιδίου της γ-

σφαιρίνης και (3) σε συνδυασμό με ρυθμιστικές περιοχές από τα γονίδια των α- και β-

σφαιρινών, που φυσιολογικά εμφανίζουν ισχυρή έκφραση στους ενήλικες, μπορεί να 

οδηγήσει σε προσθετική δράση τους και κατά συνέπεια σε πιο αποδοτική έκφραση. 

Σε αυτό το φορέα δοκιμάστηκε και η χρήση της αλληλουχίας cHS4 που είναι γνωστό 

ότι μπορεί να δράσει ως αλληλουχία μονωτής, εξασφαλίζοντας έκφραση του 

διαγονιδίου ανεξάρτητη από το σημείο ενσωμάτωσης του ιϊκού φορέα, προκειμένου 

να ελεγχθεί η επίδρασή του στην έκφραση του γονιδίου της β-σφαιρίνης. Συγχρόνως, 

κατασκευάστηκε και ένας φορέας που θα αποτελέσει το μέτρο σύγκρισης της 

αποδοτικότητας της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από τη ρυθμιστική 

αλληλουχία HS40. Ο φορέας αυτός φέρει τις αλληλουχίες HS2 και HS3 της περιοχής 

LCR της β-σφαιρίνης, στη θέση της HS40, που όπως έχει γίνει γνωστό είναι οι 

ελάχιστες αλληλουχίες που μπορούν να ενσωματωθούν σε ιϊκούς φορείς 

επηρεάζοντας κατά το δυνατόν λιγότερο τον τίτλο και τη σταθερότητά του. Επίσης 

έχει δειχθεί, ότι οι αλληλουχίες HS2 και HS3 έχουν τη δυνατότητα να εκφράζουν 

αποδοτικά το γονίδιο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης τόσο στο περιβάλλον του 

ποντικιού όσο και του ανθρώπου. 

 

 

8. Αφροΐοί (Spumaretroviridae) 
 

Οι Αφροϊοί (Foamy Virus - FV) ή ιοί Spuma, αποτελούν ένα από τα επτά γένη 

των ρετροϊών (Retroviridae). Οι τρείς κύριοι τύποι ρετροϊών είναι οι ογκοϊοί, όπως, ο 

ιός της λευχαιμίας του ποντικιού (murine leukemia virus - MLV), οι λεντοϊοί, όπως ο 

ιός της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (human immunodeficiency virus - HIV) και οι 

αφροϊοί (FV). Οι αφροϊοί εμφανίζουν ξεχωριστή μορφολογία, σχηματίζουν τα 

σωματίδια κατά κύριο λόγο στο ενδοπλασματικό δίκτυο αλλά και δευτερευόντως 

στην κυτταροπλασματική μεμβράνη ενώ τα ιϊκά σωματίδια μπορούν να φέρουν είτε 

DNA ή RNA ως γενομικό υλικό. Τα ιϊκά σωματίδια χαρακτηρίζονται από έναν 
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πυρήνα που φαίνεται ανώριμος και φωτεινός στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο ενώ στην 

επιφάνειά τους φέρουν διακριτές ακίδες γλυκοπρωτεϊνικής φύσεως. Από την 

ανακάλυψή τους σε μία καλλιέργεια ανθρώπινων κυττάρων το 1971, οι αφροϊοί έχουν 

ενοχοποιηθεί για ποικίλες ανθρώπινες παθολογικές καταστάσεις, χωρίς όμως σαφή 

στοιχεία. Αξίζει να σημειωθεί ότι, σε προσωπικό ζωολογικού κήπου που είχε 

μολυνθεί με αφροϊούς, μετά από επαφή με ζώα φορείς του ιού, δεν παρατηρήθηκε 

συσχέτιση με ανάπτυξη κάποιας γνωστής ασθένειας ύστερα από ιατρική 

παρακολούθηση 20 και πλέον ετών. Το μοναδικό αυτό χαρακτηριστικό, της έλλειψης 

παθογένειας, ανάμεσα στα μέλη της οικογένειας των ρετροϊών έχει προκαλέσει το 

ενδιαφέρον για την ανάπτυξη φορέων που βασίζονται σε αφροϊούς για εφαρμογές 

γονιδιακής μεταφοράς και θεραπείας. 

 

i. Το γονιδίωμα των αφροΐών 
 

Οι αφροϊοί θεωρούνται πολύπλοκοι ρετροϊοί καθώς το γονιδίωμά τους 

κωδικοποιεί βοηθητικές ιϊκές πρωτεΐνες οι οποίες όμως δεν περιέχονται τελικώς στα 

ιϊκά σωματίδια. Το πρότυπο γονιδίωμα των αφροϊών το οποίο στη διεθνή 

βιβλιογραφία αναφέρεται συχνά ως ανθρώπινος αφροϊός, φαίνεται στην εικόνα 15(α). 

Το γονιδίωμα των αφροϊών κωδικοποιεί τα κοινά γονίδια των ρετροϊών, gag, pol και 

env, καθώς επίσης και τα γονίδια bel1 ή tas και bel2,3 ή bet τα οποία μεταγράφονται 

από διαφορετικές μεταγραφικές μονάδες και είναι μοναδικά για τους αφροϊούς. 

Παρόλο που έχουν προταθεί διάφορες πιθανές λειτουργίες του για το γονίδιο bet, ο 

ρόλος του in vivo παραμένει άγνωστος. Αυτό το οποίο έχει γίνει γνωστό είναι ότι η 

ύπαρξή του δεν είναι απαραίτητη για τον πολλαπλασιασμό του ιού in vitro, σε 

κυτταροκαλλιέργειες. Σε αντίθεση, το γονίδιο tas κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη η οποία 

λειτουργεί ως trans-ενεργοποιητής του υποκινητή που εδράζεται στην μακρά 

επαναλαμβανόμενη τελική αλληλουχία (long terminal repeat - LTR) του ιού. Απουσία 

της πρωτεΐνης Tas ο υποκινητής που εδράζεται στην περιοχή LTR παραμένει 

μεταγραφικά ανενεργός. Εκτός του υποκινητή στην περιοχή LTR, οι αφροϊοί 

περιέχουν ένα δεύτερο υποκινητή ο οποίος χαρακτηρίζεται εσωτερικός υποκινητής 

(internal promoter - IP) διότι εντοπίζεται εντός της αλληλουχίας του γονιδίου env. Ο 

υποκινητής IP ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων tas και bet, αλλά σε αντίθεση με 

τον επαγόμενο υποκινητή του LTR εμφανίζει μικρή αλλά σταθερή μεταγραφική 
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ενεργότητα. Ο υποκινητής IP trans-ενεργοποιείται και αυτός από την πρωτεΐνη Tas, 

με ένα τρόπο παρόμοιο με εκείνο που ισχύει στην περίπτωση του υποκινητή της 

περιοχής LTR αλλά σε σημαντικά μικρότερο βαθμό. Μελέτες που έγιναν σε 

επιμολυσμένους ινοβλάστες έχουν δείξει ότι νωρίς κατά την επιμόλυνση, ο 

υποκινητής IP ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων tas και bet. Μόλις τα mRNA τους 

μεταφραστούν και συντεθεί η πρωτεΐνη Tas, αρχίζει η μαζική μεταγραφή από την 

περιοχή LTR του ιού, δημιουργώντας συσσώρευση των mRNA των gag, pol και env 

και τελικώς την παραγωγή νέων ιϊκών σωματιδίων.  

Τα δομικά γονίδια των αφροϊών foamy έχουν κάποια χαρακτηριστικά τα 

οποία είναι ξεχωριστά για αυτό το γένος. Η πολυπεπτιδική αλυσίδα που κωδικοποιεί 

το γονιδίο Gag δεν υπόκειται στις μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις που θα 

παράγουν τις ώριμες πρωτεϊνικές μορφές που συναντώνται στους άλλους ρετροϊούς, 

παραμένοντας σε ανώριμη κατάσταση. Επίσης η πρόδρομη μορφή της πρωτεΐνης Pol 

τεμαχίζεται μερικώς από πρωτεάσες του ιού με αποτέλεσμα η περιοχή της 

ιντεγκράσης να διαχωρίζεται αλλά τα τμήματα της πρωτεάσης και αντίστροφης 

μεταγραφάσης να διατηρούνται στο ίδιο μόριο. Στην περίπτωση της πρωτεΐνης Env, ο 

διαχωρισμός των επιφανειακών και διαμεμβρανικών περιοχών γίνεται όπως και στους 

υπόλοιπους ρετροϊούς. Ωστόσο, η πρωτεΐνη Env περιέχει ένα σήμα εντοπισμού στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο το οποίο συνεισφέρει στον προσδιορισμό του σημείου 

σχηματισμού και εκβλάστησης των ιϊκών σωματιδίων (budding). 
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α. 

 

 

 

 

β. 

 

 

Εικόνα 15 (α) Το γονιδίωμα του αφροϊού με τις αλληλουχίες LTR και τα ιϊκά 

γονίδια Gag, Pol, Env, Tas και Bel2,3. (β). Η βασική δομή των αφροϊικών φορέων. 

Έχουν διατηρηθεί οι ελάχιστες cis-ενεργές περιοχές, τμήματα των γονιδίων Gag, Pol 

και Env ενώ η U3 LTR φέρει μία μεγάλη έλλειψη και η U5 LTR είναι συντηγμένη 

με τον υποκινητή του CMV.  

 
 

ii. Ιϊκός κύκλος ζωής 
 

Ο πολλαπλασιασμός των αφροϊών διαφέρει από εκείνον που εμφανίζουν οι 

συμβατικοί ρετροϊοί όπως, οι ογκοϊοί αλλά και οι λεντοϊοί, σε σημαντικό βαθμό. 

Παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι ο πολλαπλασιασμός των αφροϊών μοιάζει 

περισσότερο με εκείνο των ιών που ανήκουν σε μία άλλη οικογένεια στην οποία 

μεσολαβεί το στάδιο της αντίστροφης μεταγραφής, τους Hepadnaviridae, παρά των 

ρετροϊών. Μία σύντομη περιγραφή του κύκλου ζωής των αφροϊών δίνεται στην 

εικόνα 16. Η αντίστροφη μεταγραφή λαμβάνει χώρα και στο μολυσμένο κύτταρο πριν 

εξελιχθεί το ιϊκό σωματίδιο, γεγονός που οδηγεί στο σχηματισμό ιϊκών σωματιδίων 

τα οποία περιέχουν συχνότερα DNA παρά RNA ως γενομικό υλικό. Οι προσπάθειες 

που έχουν γίνει για να κατηγοριοποιήσουν τους αφροϊούς είτε ως ιούς DNA ή RNA 

έχουν αποδειχθεί προβληματικές.  

Κατά τη διάρκεια της ιϊκής ωρίμανσης, η τομή της πρωτεΐνης Gag από τις 

ιϊκές πρωτεάσες είναι ατελής. Κατά συνέπεια, τα ώριμα ιϊκά σωματίδια δεν περιέχουν 

πρωτεΐνες καψιδίου και νουκλεοκαψιδίου αλλά στη θέση τους υπάρχουν δύο μεγάλου 
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μήκους πρωτεΐνες Gag οι οποίες διαφέρουν κατά 4 kDa στο καρβοξυτελικό άκρο. Τα 

ιϊκά σωματίδια απελευθερώνονται από το κύτταρο κυρίως μέσω του 

ενδοπλασματικού δικτύου, κάτι το οποίο δεν γίνεται απουσία της πρωτεΐνης Env 

(Εικόνα 16). Ο κυτταρικός υποδοχέας που επιτρέπει τη σύνδεση των αφροϊών στην 

κυτταρική μεμβράνη δεν έχει γίνει γνωστός αλλά θα πρέπει να είναι πολύ 

διαδεδομένος, από τη στιγμή που οι αφροϊοί εμφανίζουν πολύ ευρύ τροπισμό.  

 

 
 

 
 
Εικόνα 16. Σύντομη περιγραφή του κύκλου ζωή των αφροϊών. Κάποια από τα 

μοναδικά χαρακτηριστικά του πολλαπλασιασμού των αφροϊών εμφανίζονται με 

κόκκινα γράμματα και βέλη ενώ τα κοινά χαρακτηριστικά με τους υπόλοιπους 

συμβατικούς ρετροϊούς, όπως ο HIV, εμφανίζονται με μαύρα γράμματα και βέλη. 

(Από: Meiering 2001) 
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iii. Τροπισμός των αφροΐών in vitro 
 

Οι αφροϊοί in vitro, μπορούν να επιμολύνουν τους περισσότερους 

κυτταρικούς τύπους από ένα εύρος διαφορετικών ειδών. Ωστόσο, το αποτέλεσμα της 

επιμόλυνσης μπορεί να διαφέρει σημαντικά ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο. Η 

χαρακτηριστική εικόνα των κυττάρων πολλών διαφορετικών τύπων μετά από 

επιμόλυνση είναι που τους έδωσε αυτό το όνομα (Αφροϊοί). Τα επιμολυσμένα 

κύτταρα υπόκεινται σε ταχύ σχηματισμό συγκυτίων, κυτταροπλασματικών 

κενοτοπίων και τέλος, σε κυτταρικό θάνατο. Οι κυτταρικές σειρές ινοβλαστών είναι 

ιδιαίτερα ευπαθείς στις κυτταροπαθολογικές αυτές επιδράσεις. Σε αντίθεση, η χρόνια 

μόλυνση είναι πιθανή για έναν αριθμό κυτταρικών σειρών in vitro. Η χρόνια μόλυνση 

in vitro έχει ως αποτέλεσμα την συνεχή παραγωγή ιϊκών σωματιδίων χωρίς εμφανή 

κυτταρικό θάνατο αλλά σε σύγκριση με την κυτταροπαθολογική μόλυνση παράγει 

σημαντικά μικρότερο ιϊκό τίτλο. Οι παράγοντες εκείνοι που καθορίζουν εάν ο 

αφροϊός θα εμφανίσει λυτικό κύκλο ζωής παρά μία χρόνια επιμόλυνση in vitro, είτε 

αυτοί αφορούν στους ιούς ή στα κύτταρα ξενιστές, δεν έχουν γίνει γνωστοί. 

 

iv. Αφροΐικοί φορείς (FV) 
 

Η ανάπτυξη αφροϊικών φορέων αξιοποιεί τις ιδιαιτερότητες και τα 

πλεονεκτήματα των αφροϊών foamy. Αυτά περιλαμβάνουν την έλλειψη παθογένειας, 

το μεγαλύτερο γονιδίωμα μεταξύ των ρετροϊών (≥13kb), την επιμόλυνση κυττάρων 

από πολλά είδη σπονδυλωτών και ποικίλους τύπους ιστών καθώς επίσης και το 

γεγονός ότι τα ιϊκά σωματίδια είναι αρκετά σταθερά για να συγκεντρωθούν μέσω 

υπερφυγοκέντρησης και δεν απενεργοποιούνται από τον ανθρώπινο ορό καθιστώντας 

εφικτή τη χρήση τους και σε εφαρμογές in vivo.100,101,102,103 Επίσης, υπάρχουν 

ενδείξεις ότι οι αφροϊικοί φορείς μπορούν να επιμολύνουν αρχέγονα κύτταρα με 

μεγαλύτερη επιτυχία από ότι οι φορείς που βασίζονται στον ιό MLV (Murine 

Leukemia Virus).83,104 Αυτή τους η ικανότητα βασίζεται στις ιδιαιτερότητες που 

εμφανίζουν οι αφροϊοί και αφορούν (1) στο ότι συχνά έχουν μεταγράψει το γενετικό 

υλικό τους πριν την είσοδό τους στο κύτταρο-στόχο αλλά και (2) στο γεγονός ότι οι 

αφροϊοί πολλές φορές ανιχνεύονται ως επισωματικά στοιχεία γραμμικού ή κυκλικού 

DNA το οποίο είναι μεταγραφικά ενεργό και μπορούν να πραγματοποιήσουν 

ολόκληρο τον κύκλο τους χωρίς να ενσωματωθούν στο γενετικό υλικό του ξενιστή 
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και χωρίς την ανάγκη αναδιπλασιασμού αυτών των κυττάρων.105,106,107 Αυτό το 

χαρακτηριστικό τους δίνει πλεονέκτημα έναντι των άλλων ρετροϊών, στους οποίους 

θα πρέπει να μεσολαβήσει μεταγραφή σε κυτταρικούς τύπους που ενδεχομένως να 

μην βρίσκονται σε φάση αναδιπλασιασμού όπως, τα ΑΑΚ. 

Το γονιδίωμα του αφροϊικού φορέα φαίνεται στην εικόνα 15(β). Ο στόχος 

είναι η παραγωγή ενός απενεργοποιημένου ιού ο οποίος 1) ενσωματώνει τις ελάχιστες 

cis-ενεργές περιοχές που απαιτούνται για την δημιουργία ιϊκού σωματιδίου, 2) φέρει 

το διαγονίδιο της επιλογής μας και 3) μεταγράφεται ανεξάρτητα από τον ενδογενή 

παράγοντα Tas. Η δημιουργία ανίκανων προς πολλαπλασιασμό ιϊκών φορέων γίνεται 

με την αφαίρεση μεγάλων τμημάτων του γονιδιώματος του αφροϊού και κυρίως του 

γονιδίου env και του υποκινητή bel1 και αντικατάστασή τους με γονίδια επιλογής ή 

αναφοράς. Η διαδικασία ταυτόχρονης διαμόλυνσης των κυττάρων όπου θα 

σχηματισθούν τα ιϊκά σωματίδια με τον αφροϊικό πλασμιδιακό φορέα που φέρει το 

διαγονίδιο της επιλογής μας και των πλασμιδιακών φορέων που κωδικοποιούν τα 

γονίδια gag, pol και env τα οποία έχουμε αφαιρέσει από τον αφροϊικό φορέα θα 

περιγραφεί στην συνέχεια.  

 

 

9. Παρεμβολή του RNA (RNA interference - RNAi) 
 

Τα τελευταία χρόνια, η παρεμβολή του RNA (RNA interference - RNAi) έχει 

χρησιμοποιηθεί ευρέως ως ένα πειραματικό εργαλείο για την ανάλυση της 

λειτουργίας των γονιδίων των θηλαστικών, τόσο in vitro όσο και in vivo. Η 

παρεμβολή του RNA πρόκειται για ένα εξελικτικά διατηρημένο βιολογικό μονοπάτι 

που ταυτοποιήθηκε για πρώτη φορά στα φυτά και σε κατώτερους οργανισμούς. Ο 

μηχανισμός της παρεμβολής του RNA αφορά στη κωδικοποίηση δίκλωνων μορίων 

RNA (dsRNA) τα οποία χρησιμοποιούνται για να προσδεθούν και να επάγουν την 

αποικοδόμηση των RNA-στόχων, έχοντας ως αποτέλεσμα την καταστολή της 

έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων. 

 Η παρεμβολή του RNA μπορεί να επαχθεί σε κύτταρα θηλαστικών με την 

εισαγωγή συνθετικών, δίκλωνων, μικρών, παρεμβατικών RNA (small interfering 

RNA - siRNA) μήκους 21-23 ζευγών βάσεων (bp) ή μέσω συστημάτων 

πλασμιδιακών και ιϊκών φορέων που εκφράζουν μικρές, δίκλωνες φουρκέτες RNA 
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(small hairpin RNA - shRNA) που ακολούθως μετατρέπονται σε siRNA από τους 

μηχανισμούς του κυττάρου. Η κυτταροειδική στόχευση της έκφρασης των si/shRNA 

αποτελεί μία σημαντική εξέλιξη, ιδιαιτέρως για την παρεμβολή του RNA σε 

θεραπευτικές εφαρμογές ως εναλλακτική των συμβατικών θεραπευτικών 

προσεγγίσεων.108  

 Στόχος αυτής της μελέτης είναι εκτός από τον έλεγχο της αποδοτικότητας των 

φορέων που εκφράζουν το γονίδιο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, η δημιουργία 

αφροϊικών φορέων οι οποίοι θα εκφράζουν τόσο το γονίδιο της β-σφαιρίνης όσο και 

μία μικρή φουρκέτα RNA η οποία έχει στόχο το γονίδιο της ανθρώπινης α-σφαιρίνης. 

Απώτερος σκοπός είναι η συνδυαστική αυτή προσέγγιση να επιφέρει αποδοτικότερη 

αποκατάσταση της ισορροπίας των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης, τόσο 

αυξάνοντας τα επίπεδα της β-σφαιρίνης όσο και μειώνοντας τα επίπεδα της α-

σφαιρίνης, επιτυγχάνοντας με αυτόν τον τρόπο την αποφυγή των παθογόνων 

επιδράσεων της νόσου. 

 

i. Ο μηχανισμός της παρεμβολής του RNA  
 

Η παρεμβολή του RNA παρατηρήθηκε για πρώτη φορά από βοτανολόγους 

στα τέλη της δεκαετίας του 1980, αλλά οι μοριακοί μηχανισμοί παρέμειναν ασαφείς 

έως και τα τέλη της δεκαετίας του 1990, όταν οι μελέτες που έγιναν στον νηματώδη 

σκώληκα Caenorhabditis elegans έδειξαν ότι η παρεμβολή του RNA αποτελεί έναν 

εξελικτικά διατηρημένο μηχανισμό γονιδιακής σίγησης.109,110 Αυτή η, ειδική για την 

αλληλουχία, μεταμεταγραφική γονιδιακή σίγηση από δίκλωνα τμήματα RNA είναι 

διατηρημένη σε μία σειρά από οργανισμούς: φυτά, Neurospora, Drosophila, C. 

elegans και θηλαστικά. Η διαδικασία της παρεμβολής του RNA σχετίζεται με την 

φυσιολογική άμυνα ενάντια σε ιούς αλλά και στα μεταθετά γενετικά στοιχεία 

(transposons).111 Τα δίκλωνα τμήματα RNA που παράγονται από μεταθετά στοιχεία, 

ιούς σε φάση πολλαπλασιασμού ή από τα πρόσφατα αναγνωρισμένα, μη κωδικά 

μικροRNA (microRNA - miRNA) μετατρέπονται μετά από ωρίμανση σε μικρού 

μήκους δίκλωνα RNA (dsRNA).112 Αυτές οι μικρές αλληλουχίες RNA εκκινούν έναν 

καταρράκτη βιοχημικών διαδικασιών που περιλαμβάνουν μία πρωτεΐνη που έχει 

ενεργότητα κυτταροπλασματικής ριβονουκλεάσης ΙΙΙ (RNase III-like) γνωστή ως 

Dicer και το μερικώς χαρακτηρισμένο πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο που είναι γνωστό 
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ως σύμπλοκο σίγησης επαγόμενο από RNA (RNA Induced Silencing Complex - 

RISC). Η δημιουργία του συμπλόκου RISC οδηγεί, τελικώς, στην αποικοδόμηση ή 

στην καταστολή της μετάφρασης των mRNA (μεταμεταγραφική ρύθμιση) (Εικόνα 

17).  

 
 

 
 

Εικόνα 17. Ο μηχανισμός δράσης της παρεμβολής του RNA που περιλαμβάνει την 

ωρίμανση του δίκλωνου μορίου RNA στον πυρήνα (Drosha), την έξοδο από τον 

πυρήνα (Exportin 5), την περαιτέρω ωρίμανση του RNA στο κυτταρόπλασμα (Dicer) 

και την παρεμπόδιση της μετάφρασης του mRNA-στόχου μέσω του συμπλόκου 

RISC. (Από: Saumet 2006) 

 
 

Τα miRNA, που συναντώνται φυσιολογικά στον οργανισμό, κωδικοποιούνται 

από το γονιδίωμα και μεταγράφονται σε πρόδρομα μόρια RNA. Ένα ένζυμο γνωστό 

ως Drosha συμμέτεχει στην ωρίμανση των μεταγράφων των πρόδρομων miRNA σε 
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προ-miRNA (pre-miRNA, 70μερές), τα οποία μετέπειτα μεταφέρονται στο 

κυτταρόπλασμα.113 Στο κυτταρόπλασμα, το ένζυμο Dicer είναι υπεύθυνο για την 

τομή των δίκλωνων μορίων (dsRNA), που προέρχονται είτε από ενδογενή μετάγραφα 

miRNA αλληλουχίες ή μέσω ενσωμάτωσης με ιϊκούς φορείς. Οι δίκλωνες 

αλληλουχίες RNA που κωδικοποιούνται από ιϊκούς φορείς αφορούν σε τμήματα 19-

25 ζευγών βάσεων που εμφανίζουν τη χαρακτηριστική μορφή των τριπλών 

φουρκετών.114 Τα δίκλωνα μόρια του μικρού παρεμβατικού RNA (siRNA duplex) 

ενσωματώνονται στο σύμπλοκο RISC, όπου μία ελικάση εξαρτώμενη από το ΑΤΡ τα 

ξεμπλέκει, έτσι ώστε είτε η μία ή και οι δύο αλυσίδες να αναγνωρίσουν τα mRNA-

στόχους τους.115 Ο βαθμός της συμπληρωματικότητας μεταξύ της αλυσίδας-οδηγού 

του siRNA και του mRNA-στόχου καθορίζει το μηχανισμό καταστολής της 

έκφρασης του mRNA. Ο μηχανισμός μπορεί να αφορά είτε σε κατάτμηση του 

μηνύματος στην περιοχή σύνδεσης των siRNA και mRNA ή στην καταστολή της 

μετάφρασης.116,117 Κατά την siRNA-επαγόμενη σίγηση, τα κατατετμημένα προϊόντα 

απελευθερώνονται και αποδομούνται, αφήνοντας το μη δεσμευμένο σύμπλοκο RISC 

να “επιτηρεί” τη δεξαμενή των mRNA. 

 

ii. Ανάπτυξη και χρήση μικρών παρεμβατικών RNA (small interfering RNA - 
siRNA) και μικρών φουρκετών RNA (small hairpin RNA - shRNA) 
 

Η ειδική και αποτελεσματική γονιδιακή καταστολή μέσω της παρεμβολής του 

RNA σε ζωϊκά μοντέλα C. elegans και D. melanogaster μπορεί να επιτευχθεί 

χρησιμοποιώντας μεγάλου μήκους (>500bp) δίκλωνα μόρια RNA.118 Στα θηλαστικά 

αυτό δεν είναι εφικτό. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι δίκλωνα τμήματα RNA 

μήκους μεγαλύτερου των 30 ζευγών βάσεων ενεργοποιούν το μονοπάτι της 

ιντερφερόνης (IFN) το οποίο είναι μέρος του συστήματος έμφυτης ανοσίας που 

ενεργοποιείται μερικώς από δίκλωνα RNA, τα οποία αποτελούν ένα κοινό ενδιάμεσο 

στάδιο του διπλασιασμού σε ιϊκές μολύνσεις. Γι’ αυτό πρέπει να χρησιμοποιηθούν 

μικρά παρεμβατικά RNA μεγέθους 21-23 ζευγών βάσεων που δημιουργούνται μέσω 

χημικής σύνθεσης.119,120,121 Αυτά τα μόρια αποφεύγουν την ενεργοποίηση του 

μηχανισμού απόκρισης στο στρες με το να μιμούνται τα ενδογενή προϊόντα του 

ενζύμου Dicer. Με αυτό τον τρόπο εισέρχονται στο μονοπάτι της παρεμβολής του 

RNA απευθείας στο στάδιο του συμπλόκου RISC. Καθώς τα siRNA 

χρησιμοποιούνται όλο και περισσότερο, η βασική δομή αποδοτικών siRNA έχει 
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προσδιοριστεί, και αφορά σε ένα διμερές  RNA 19 ζευγών βάσεων με μονόκλωνα 

τμήματα 2 νουκλεοτιδίων στα 3΄ άκρα. Έχει επίσης γίνει ξεκάθαρο, ότι η 

αποδοτικότητα της καταστολής μέσω μικρών παρεμβατικών RNA εξαρτάται από την 

αλληλουχία, γι’ αυτό και έχουν αναπτυχθεί κανόνες για την σχεδίαση των siRNA.122 

Η τεχνολογία των siRNA έχει επιτυχημένα εφαρμοσθεί σε κυτταρικές σειρές, 

αρχέγονα κύτταρα καθώς και εμβρυϊκά βλαστικά κυττάρά.119,123,124,125,126,127  

Σε αντίθεση με τον C.elegans όπου τα αποτελέσματα της παρεμβολής του 

RNA είναι σταθερά, διαρκούν πολύ και κληρονομούνται στους απογόνους, η 

γονιδιακή καταστολή που προέρχεται από διαμόλυνση κυττάρων θηλαστικών με 

δίκλωνα siRNA είναι παροδική.128 Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι τα κύτταρα των 

θηλαστικών δεν έχουν RNA-εξαρτώμενες RNA πολυμεράσες που πολλαπλασιάζουν 

τα siRNA στον C.elegans. Επομένως, η γονιδιακή καταστολή εξαρτάται από τον 

αριθμό των μορίων siRNA που έχουν ενσωματωθεί στα κύτταρα. Η ενεργότητα των 

siRNA σε κύτταρα θηλαστικών διαρκεί για 3-7 ημέρες όταν τα κύτταρα διαιρούνται 

αλλά μπορεί να διατηρηθεί για 3 εβδομάδες ή και περισσότερο σε τελικώς 

διαφοροποιημένα κύτταρα, όπως, οι νευρώνες.129 Για να ξεπεραστεί αυτό το 

πρόβλημα, έχουν αναπτυχθεί συστήματα βασισμένα σε φορείς για την εισαγωγή και 

τη σταθερή έκφραση των siRNA στα κύτταρα-στόχους.130 Αυτοί οι φορείς 

περιλαμβάνουν υποκινητές της RNA πολυμεράσης ΙΙΙ που είτε εκφράζουν 

συμπληρωματικές αλληλουχίες από δύο ξεχωριστούς υποκινητές (διαδοχικό 

σύστημα) ή εκφράζουν μικρές φουρκέτες RNA (shRNA) που διασπώνται από το 

Dicer προκειμένου να παράγουν siRNA. Τέτοια συστήματα φορέων έχουν 

χρησιμοποιηθεί επιτυχημένα για να προσδώσουν αποδοτική και σταθερή καταστολή 

των γονιδίων στόχων σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών.122 Παρότι είναι δύσκολο να 

προδικάσεις ποιό από αυτά τα δύο συστήματα φορέων θα είναι το πιο αποδοτικό στη 

καταστολή της γονιδιακής έκφρασης, τα δεδομένα δείχνουν πως το σύστημα των 

shRNA είναι πιο αποδοτικό από το διαδοχικό σύστημα.131 Πρόσφατες μελέτες έχουν 

αποδείξει επίσης, ότι τα shRNA είναι πιο αποτελεσματικοί ενεργοποιητές της 

παρεμβολής του RNA απ’ ότι τα siRNA.132 

Οι περιορισμοί της χρήσης πλασμιδιακών φορέων, από την άποψη της 

αποδοτικότητας και της δυσκολίας στην διαμόλυνση πρωτογενών κυττάρων έχει 

οδηγήσει στην δημιουργία ρετροϊικών και αδενοϊικών φορέων για την εισαγωγή των 

shRNA.133,134,135,136 Οι ιϊκοί φορείς επιτρέπουν την αποτελεσματική μεταφορά και 

σταθερή έκφραση των αλληλουχιών που φέρουν τα shRNA σε ένα μεγάλο εύρος 
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κυττάρων των θηλαστικών, συμπεριλαμβανομένων και των αρχέγονων κυττάρων 

(Εικόνα 18).  

 

 
 

 
 

Εικόνα 18. Ενσωμάτωση και ρυθμιζόμενη έκφραση μικρών φουρκετών RNA 

(shRNA) με τη χρήση ρετροϊικών φορέων. Ο μηχανισμός δράσης των shRNA 

παραμένει ο ίδιος με εκείνο των siRNA και των ενδογενών miRNA. (Από: Thermo 

Scientific Open Biosystems Lentiviral shRNAmir for Stable and Regulatable RNAi) 
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10. Παρεμβολή του RNA και η εφαρμογή της στη γονιδιακή 
θεραπεία της β-θαλασσαιμίας 
 

Η λογική που διέπει τη χρήση μίας συνδυαστικής τεχνικής που θα 

περιλαμβάνει τόσο την στόχευση της α-σφαιρίνης μέσω του μηχανισμού της 

παρεμβολής του RNA όσο και την έκφραση ενός λειτουργικού γονιδίου της β-

σφαιρίνης αφορά στην προσπάθεια αποκατάστασης της ανισόρροπης παραγωγής που 

παρατηρείται ανάμεσα σε αυτές τις δύο πρωτεΐνες στην β-θαλασσαιμία. Όπως 

περιγράφηκε νωρίτερα, η μειωμένη παραγωγή των β-αλυσίδων της σφαιρίνης έχει ως 

αποτέλεσμα την περίσσεια των α-αλυσίδων της σφαιρίνης οι οποίες και είναι 

υπεύθυνες για την πρώιμη καταστροφή των πρόδρομων ερυθροκυττάρων. Μία 

συνδυαστική προσέγγιση σαν και αυτή που περιγράφουμε θα είχε ως αποτέλεσμα την 

αύξηση των επιπέδων της β-σφαιρίνης (μέσω της έκφρασης ενός λειτουργικού 

γονιδίου) αλλά και την ταυτόχρονη μείωση των επιπέδων της α-σφαιρίνης (μέσω της 

έκφρασης συμπληρωματικών αλληλουχιών siRNA). Κάτι τέτοιο θα απέφερε 

ταχύτερη και αποτελεσματικότερη αποκατάσταση της ανισορροπίας των δύο 

αλυσίδων των σφαιρινών και κατά συνέπεια βελτίωση της μη αποδοτικής 

ερυθροποίησης και γενικότερα του θαλασσαιμικού φαινοτύπου. 

Η πρώτη προσέγγιση που απεδείκνυε την αποδοτικότητα μίας συνεργιστικής 

προσέγγισης γονιδιακής έκφρασης και γονιδιακής καταστολής στην αντιμετώπιση 

των θαλασσαιμιών έγινε από τους Samakoglu et al (2006). 137 και αφορούσε στην 

έκφραση ενός γονιδίου γ-σφαιρίνης και μίας μικρής φουρκέτας RNA έναντι του 

δρεπανοκυτταρικού αλληλομόρφου β-σφαιρίνης. Η εφαρμογή αυτής της προσέγγισης 

έγινε σε ανθρώπινα ΑΑΚ με σκοπό τη γονιδιακή θεραπεία της δρεπανοκυτταρικής 

αναιμίας. Λίγο αργότερα, εφαρμόστηκε και η μοναδική μέχρι σήμερα μελέτη για την 

θεραπεία της β-θαλασσαιμίας με μία συνδυαστική προσέγγιση. 138 Η προσέγγιση 

αυτή πραγματοποιήθηκε in vivo σε ένα μοντέλο β-θαλασσαιμίας που προκαλείται από 

ελαττωματική συρραφή του μεταγράφου της β-σφαιρίνης. Η προσέγγιση δεν 

περιελάμβανε έκφραση λειτουργικού γονιδίου παρά μόνο παρεμβολή του RNA για 

την μείωση των επιπέδων της α-σφαιρίνης και έκφραση μικρών συμπληρωματικών 

αλληλουχιών RNA με στόχο την επιτυχή συρραφή των μεταγράφων της β-σφαιρίνης. 

Η ενσωμάτωση της τεχνολογίας της παρεμβολής του RNA σε αφροϊικούς 

φορείς μέχρι σήμερα αφορούσε στην ανάπτυξη αντιϊικής θεραπείας και συγκεκριμένα 

οι μελέτες που έχουν γίνει στόχευαν στην καταπολέμηση του ιού της ηπατίτιδας Β 



Εισαγωγή 

 48 

(HBV) και στον ιό της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (HIV). Συγκεκριμένα, 

αναπτύχθηκαν αφροϊικοί φορείς που αξιοποιούσαν την τεχνολογία της παρεμβολής 

του RNA και κωδικοποιούσαν μικρές φουρκέτες RNA έναντι του αντιγόνου 

επιφανείας του ιού της ηπατίτιδας Β (HBV surface antigen - HBsAg). Αυτοί οι φορείς 

έδειξαν σημαντική μείωση στην ανίχνευση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών in vitro που 

είναι απαραίτητες για τη σύνθεση του ιού και κατά συνέπεια του ίδιου του 

πολλαπλασιασμού του ιού.139,140 Στην περίπτωση του ιού HIV (η μία μελέτη αφορά 

στον simian immunodeficiency virus - SΙV), οι αφροϊικοί φορείς που 

κατασκευάστηκαν κωδικοποιούσαν μικρές φουρκέτες RNA έναντι των γονιδίων των 

ιών της ανοσοανεπάρκειας (rev/env - rev και tat) και κατάφεραν να μειώσουν 

σημαντικά τα επίπεδα των γονιδίων αυτών και τον πολλαπλασιασμό του ιού μετά από 

επιμόλυνση (κατά 4 φορές).141,142,143 

Η ερευνητική μας ομάδα πρόσφατα έδειξε ότι οι αφροϊικοί φορείς μπορούν να 

ενσωματώσουν επιτυχώς μία κασέτα έκφρασης μικρών αλληλουχιών RNA τόσο 

έναντι σε ένα γονίδιο αναφοράς όπως, το GFP όσο και σε γονίδια που σχετίζονται με 

παθογόνες καταστάσεις όπως, το BCR-ABL.144 Η προσέγγιση αυτή ανέδειξε την 

ικανότητα των αφροϊικών φορέων να εκφράσουν σταθερά και αποδοτικά μικρές 

αλληλουχίες RNA in vivo προσφέροντας επιτυχή γονιδιακή καταστολή. Αυτό έγινε 

μετά από επιμόλυνση ΑΑΚ ενισχύοντας με ακόμη έναν τρόπο την αξιοποίηση της 

τεχνολογίας της παρεμβολής του RNA στη γονιδιακή θεραπεία με χρήση αφροϊικών 

φορέων. 
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Η διδακτορική διατριβή είχε ως στόχο την ανάπτυξη νέων ρετροϊικών φορέων 

για την εξέλιξη της γονιδιακής μεταφοράς και την αντιμετώπιση της β-θαλασσαιμίας. 

Οι φορείς που θελήσαμε να εξελίξουμε ανήκουν στην οικογένεια των αφροϊών οι 

οποίοι εμφανίζουν συγκριτικά πλεονεκτήματα σε θέματα ασφάλειας σε σχέση με τους 

ογκοϊούς. Στόχος μας ήταν να κατασκευάσουμε αφροϊικούς φορείς που να εκφράζουν 

το γονίδιο της β-σφαιρίνης και να ελέγξουμε την αποτελεσματικότητά τους 

συγκριτικά με τις κατασκευές που βασίζονται σε άλλους ρετροϊικούς φορείς και 

χρησιμοποιούν παρόμοιες κασέτες έκφρασης. Επιπροσθέτως, θελήσαμε να 

κατασκευάσουμε και ένα νέο αφροϊικό φορέα που θα εξέφραζε το γονίδιο της β-

σφαιρίνης από ρυθμιστικές αλληλουχίες που δε θα προέρχονταν από το γονιδιακό 

τόπο της β-σφαιρίνης (HS2/HS3) αλλά από εκείνο της α-σφαιρίνης (α-HS40). Με 

αυτό τον τρόπο θελήσαμε να ελέγξουμε τα πλεονεκτήματα αυτής της περισσότερο 

ευέλικτης κατασκευής σε θέματα ιϊκού τίτλου και αποδοτικότητας της έκφρασης της 

β-σφαιρίνης.  

Ο έλεγχος της αποδοτικότητας της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

πραγματοποιήθηκε σε κύτταρα που στερούνται έκφρασης της β-σφαιρίνης. Γι’ αυτό 

το σκοπό αξιοποιήσαμε το μοντέλο β-θαλασσαιμίας στο ποντίκι (Hbbth-3/+ ) και οι 

φορείς μας ελέχθησαν τόσο in vitro, σε καλλιέργειες αρχέγονων αιμοποιητικών 

κυττάρων, όσο και in vivo, μετά από μεταμόσχευση των επιμολυσμένων 

θαλασσαιμικών κυττάρων σε ποντίκια. Επίσης, θελήσαμε να ελέγξουμε τους 

αφροϊικους φορείς που κατασκευάσαμε σε συνθήκες προ-κλινικής μελέτης της 

έκφρασης της β-σφαιρίνης σε αρχέγονα κύτταρα που απομονώθηκαν από ασθενείς με 

β-θαλασσαιμία.   

Επιπλέον της δημιουργίας των κλασικών κατασκευών έκφρασης του γονιδίου 

της β-σφαιρίνης, στόχο μας αποτέλεσε και η αξιοποίηση της νεότερης προσέγγισης 

της παρεμβολής του RNA με σκοπό να μειωθούν δραστικά τα επίπεδα της έκφρασης 

του γονιδίου της α-σφαιρίνης, η περίσσεια της οποίας είναι υπεύθυνη για την 

παθολογία της β-θαλασσαιμίας. Η χρήση της τεχνολογίας της παρεμβολής του RNA 

θελήσαμε να συνδυαστεί με την ταυτόχρονη έκφραση του γονιδίου της β-σφαιρίνης 

προκειμένου να επιτευχθεί η αποδοτικότερη αποκατάσταση της ανισορροπίας μεταξύ 

των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης και με αυτό τον τρόπο να οδηγηθούμε ταχύτερα 
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στην αντιμετώπιση της β-θαλασσαιμίας. Για το λόγο αυτό ο συνδυαστικός φορέας 

που κατασκευάσαμε θελήσαμε να δοκιμαστεί σε αρχέγονα κύτταρα από ασθενείς με 

β-θαλασσαιμία και η αποδοτικότητά του να συγκριθεί με εκείνη των φορέων που 

αξιοποιούν είτε αποκλειστικά την τεχνολογία της παρεμβολής του RNA έναντι του 

γονιδίου της ανθρώπινης α-σφαιρίνης ή την τεχνολογία έκφρασης του λειτουργικού 

γονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης.   
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1. Αφροΐικοί φορείς (FV) 
 

i. Κατασκευή αφροΐικών πλασμιδιακών φορέων 
 

Η παραγωγή του απενεργοποιημένου αφροϊικού φορέα έγινε, όπως 

περιγράφεται, από τους Trobridge et al (2002).145 O αφροϊικός φορέας περιέχει 

μεγάλες ελλείψεις στο 3΄ LTR και στα γονίδια gag, pol και env που τα καθιστούν 

αδρανή, ενώ τα γονίδια bel1-3 απουσιάζουν τελείως. Σ’ αυτήν τη μορφή ο αφροϊός 

είναι ανίκανος να διπλασιαστεί με τον ενδογενή του μηχανισμό, γι’ αυτό και στο 5΄ 

LTR στη θέση του υποκινητή του αφροϊού βρίσκεται ο υποκινητής που προέρχεται 

από τον κυτταρομεγαλοϊό (CytoMegaloVirus - CMV). Ακριβώς επειδή ο αφροϊικός 

φορέας είναι απενεργοποιημένος, έχουν κατασκευαστεί 3 βοηθητικοί πλασμιδιακοί 

φορείς που κωδικοποιούν τα 3 απαραίτητα γονίδια για τον σχηματισμό των ιϊκών 

σωματιδίων. Τα πλασμίδια pCiGS, pCiPS και pCiES περιέχουν τα γονίδια gag, pol 

και env αντίστοιχα, τα οποία εκφράζονται κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή και 

του ενισχυτή του ιού CMV που στη συνέχεια ακολουθεί ένα υβριδικό εσώνιο του ιού 

SV40 και καταλήγουν σε ένα σήμα πολύ-αδενυλίωσης προερχόμενο από τον ιό 

SV40.25  

Στο φορέα pΔΦ.HS40.β κλωνοποιήθηκε η κασέτα έκφρασης της ανθρώπινης 

β-σφαιρίνης η οποία φέρει (1) τον ενισχυτή της ανθρώπινης α-σφαιρίνης HS40, (2) 

έναν υποκινητή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης μήκους 174 bp (συναντάται με την 

ονομασία -127 bp λόγω του ότι αφορά στο τμήμα που ξεκινά 127 bp ανοδικά του 

σημείου κάλυψης (cap) του mRNA) και (3) το γονίδιο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

με τα 3 εξώνια και τα 2 εσώνια όπου το 2ο εσώνιο φέρει μία έλλειψη. Ολόκληρη η 

κασέτα του διαγονιδίου εισήχθη σε αντίθετο προσανατολισμό συγκριτικά με την 

φορά μεταγραφής των ιϊκών γονιδίων προκειμένου να εξασφαλιστεί ότι η μεταγραφή 

του γονιδίου θα είναι ανεξάρτητη από εκείνη του αφροϊικού φορέα.  

Η αλληλουχία που κωδικοποιεί τη ρυθμιστική περιοχή HS40 (425 bp) μαζί με 

τον υποκινητή του γονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (-127bp) απομονώθηκε ως 

ένα ενιαίο τμήμα με άκρα NotI-NcoI από ένα φορέα που αποτέλεσε ευγενική χορηγία 

του καθηγητή D.W. Emery (University of Washington, Seattle, WA). 

Ένας 2ος φορέας που κατασκευάστηκε είναι αυτός που ενσωματώνει τον 

μονωτή HS4 που έχει απομονωθεί από τα ορνιθοειδή (chicken HS4 - cHS4). Η 
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αλληλουχία cHS4 από την ρυθμιστική περιοχή του α-γονιδίου των ορνιθοειδών 

θεωρείται ότι δρα ως μονωτής της χρωματίνης και μπορεί να ελαχιστοποιήσει τις 

επιδράσεις τις εξαρτώμενες από το σημείο ενσωμάτωσης του διαγονιδίου, των 

παρακείμενων ρυθμιστικών στοιχείων (pΔΦ.ΗS40.β.cHS4). Η αλληλουχία cHS4 

εισήχθη μέσα στην 3΄αμετάφραστη αλληλουχία (Untraslated 3 – U3) της 3΄ LTR έτσι 

ώστε να ενσωματωθεί στις κυτταρικές σειρές-στόχους σε δύο αντίγραφα. Αυτό 

συμβαίνει καθότι μετά από αναδίπλωση του ιϊκού DNA κατά τη φάση της 

αντίστροφης μεταγραφής, η 3΄ LTR χρησιμοποιείται από τους μηχανισμούς των 

αφροϊών ως εκκινητής για την έναρξη της αντίστροφης μεταγραφής από την 5΄ LTR, 

οπότε η θυγατρική 5΄ LTR φέρει αντίγραφο της U3 αλληλουχίας της 3΄ LTR. 

Για την κατασκευή του φορέα pΔΦ.HS2.HS3.β χρησιμοποιήθηκε η ίδια 

βασική δομή απενεργοποιημένου αφροϊικού φορέα η οποία περιγράφεται για την 

δημιουργία του φορέα HS40.β. Στην θέση του ενισχυτή HS40 της ανθρώπινης α-

σφαιρίνης κλωνοποιήθηκαν οι αλληλουχίες HS2 (756 bp) και HS3 (1334 bp) που 

προέρχονται από την LCR της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. Η απομόνωσή τους έγινε 

μέσω PCR με την χρήση εκκινητών που αναγνωρίζουν το 5΄ άκρο της αλληλουχίας 

HS2 και το 3΄ άκρο της αλληλουχίας HS3. Η εισαγωγή τους έγινε ως ενιαία 

αλληλουχία HS2-HS3, σε αντίθετο προσανατολισμό ως προς την μεταγραφή του 

ιϊκού γονιδιώματος, με τη χρήση ενσωματωμένων αλληλουχιών των περιοριστικών 

ενζύμων XbaI και NotI στα αντίστοιχα άκρα των δύο εκκινητών. Οι αλληλουχίες των 

δύο εκκινητών είναι οι ακόλουθες: 

F: 5΄-GCCGGGTCTAGACATTTGATTCACAAT-3΄ 

R: 5΄-CTAAGCGGCCGCCTAGTGCTTAGATTC-3΄ 

 

Ο συνδυαστικός φορέας pΔΦ.H4.HS40.β έχει την κασέτα HS40.β σε αντίθετο 

προσανατολισμό σε σχέση με τη μεταγραφή του ιϊκού γενετικού υλικού αυτούσια, 

δηλαδή, από το φορέα pΔΦ.HS40.β. Ανοδικά της κασέτας HS40.β έχουμε εισάγει την 

κασέτα Η4 η οποία προέρχεται από το φορέα pΔΦ.H4 (που έχει κατασκευαστεί από 

την υποψήφια διδάκτωρ Μάγδα Παπαδάκη) και η οποία κωδικοποιεί μία μικρή 

φουρκέτα RNA με αλληλουχία συμπληρωματική σε ένα τμήμα του mRNA της 

ανθρώπινης α-σφαιρίνης η οποία ρυθμίζεται από έναν ανθρώπινο υποκινητή τύπου 

Pol III, τον H1. Αλληλουχία shRNA ενάντια στην α-σφαιρίνη:  
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F: 5΄-GATCCCCGGTCAACTTCAAGCTCCTATTCAAGAGATAGGAGCT 

TGAAGTTGACCTTTTT-3΄ 

R:5΄-CGCGAAAAAGGTCAACTTCAAGCTCCTATCTCTTGAATAGGA 

GCTTGAAGTTGACCGGG-3΄ 

 

Η κασέτα HS40.β είναι υπεύθυνη για την έκφραση του γονιδίου της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης ενώ η κασέτα H4 εκφράζει τις μικρές φουρκέτες RNA οι 

οποίες μέσω του ενδογενούς μηχανισμού της παρεμβολής του RNA στοχεύουν στο 

γονίδιο της ανθρώπινης α-σφαιρίνης και οδηγεί σε μερική μείωση των επιπέδων 

έκφρασής του. 

 

ii. Παραγωγή αφροΐικών φορέων με τη μέθοδο CaP 
 

 Η παραγωγή των αφροϊικών φορέων πραγματοποιήθηκε με το πρωτόκολλο 

παροδικής διαμόλυνσης με ασβέστιο-φωσφόρο (Calcium-Phosphate - CaP). Κύτταρα 

της σειράς 293Τ στρώθηκαν σε καλλιέργειες και σε συγκέντρωση 3x106 κυττάρων / 

τρυβλίο 10cm μία ημέρα πριν από την διαμόλυνση. Την ημέρα της διαμόλυνσης 

εισήχθη χλωροκίνη (σε τελική συγκέντρωση 25μΜ) 20min πριν από την διαμόλυνση 

με τους πλασμιδιακούς φορείς. Οι πλασμιδιακοί φορείς τις επιλογής μας (HS40.β, 

HS40.β.cHS4 ή HS2.HS3.β σε τελική συγκέντρωση 12μg) εισήχθησαν ταυτόχρονα 

με τους βοηθητικούς πλασμιδιακούς φορείς που κωδικοποιούν τις ιϊκές πρωτεΐνες 

Gag (12μg), Pol (1.5μg) και Env (0.8μg) σε διάλυμα CaCl2 (250mM) (διάλυμα Β) και 

στη συνέχεια αναμείχθηκαν αργά και με ανακίνηση με διάλυμα NaHPO4 (1.5mM) – 

2Χ Ηepes Saline (διάλυμα Α). Μετά από την ανάμειξη το διάλυμα παρέμεινε σε 

ηρεμία για 15min και μετά από την κατακρήμνιση του συμπλόκου CaP εισήχθη στις 

καλλιέργειες των κυττάρων 293Τ. Μετά από 2-4 ώρες στις καλλιέργειες των 

κυττάρων προστέθηκε διάλυμα βουτυρικού νατρίου (Sodium Butyrate, Sigma-

Aldrich, Germany, B5887) (800μL 0.45M / τρυβλίο 10cm) σε τελική συγκέντρωση 

36mM. Το διάλυμα βουτυρικού νατρίου προστίθεται γιατί έχει δειχθεί ότι αυξάνει τη 

μεταγραφική ενεργότητα του υποκινητή της LTR καθώς και του υποκινητή του ιού 

CMV και κατά συνέπεια αυξάνει τον τίτλο του αφροϊικού φορέα.146,147 Ο ιός 

συλλέχθηκε από το υπερκείμενο της καλλιέργειας μετά από 72 ώρες.  
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2. Κυτταρικές Σειρές 
 

i. Καλλιέργειες κυτταρικών σειρών 
 

Η κυτταρική σειρά MEL 585 (Mouse Erythro-Leukemia) καλλιεργήθηκε σε 

θρεπτικό υλικό RPMI 1640 (RPMI 1640 + GlutaMAX, Gibco, Invitrogen, California, 

USA, 61870) μετά από προσθήκη 1% αντιβιοτικού που αποτελείται από πενικιλίνη 

(100U/ml) και στρεπτομυκίνη (100μg/ml) (Penicillin-Streptomycin, Gibco, 

Invitrogen, California, USA, 15070063) και 10% ορρού εμβρύου βοός (FBS, Gibco, 

Invitrogen, California, USA, 2012-07) ενώ οι κυτταρικές σειρές HT1080 (Human 

Teratocarcinoma), HeLa ( Human Cervical Cancer) και 293T (Human Embryonic 

Kidney) καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM, Gibco, Invitrogen, California, USA, 41966) μετά από προσθήκη 1% P/S & 

10% FBS. Οι κυτταρικές σειρές ΗΤ1080, HeLa και 293Τ χαρακτηρίζονται 

προσκολλώμενες καθώς τα κύτταρα προσκολλώνται στην επιφάνεια του τρυβλίου 

καλλιέργειας και παρουσιάζουν οριζόντια ανάπτυξη. Όταν τα κύτταρα αυξηθούν και 

καλύψουν την επιφάνεια του τρυβλίου, τα κύτταρα αποκολλώνται με τη χρήση του 

ενζύμου θρυψίνη (Trypsin, Invitrogen, California, USA, 15090-046), 

φυγοκεντρούνται στις 1200rpm (250g) για 5min και τελικώς επαναιωρούνται σε 

DMEM. Αντιθέτως, τα κύτταρα τις σειράς MEL αναπτύσσονται σε εναιώρημα. Οι 

κυτταρικές σειρές καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες 37οC και 5% CO2. 

Για την επαγωγή της διαφοροποίησης των κυττάρων MEL σε τελικά 

ερυθροειδή κύτταρα, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε συγκέντρωση 3x105 / ml 

παρουσία 2% DMSO (Dimethyl Sulfoxide, AppliChem, Denmark, A3608) ή 5mM 

HMBA (N,N’ Hexamethylene-bisacetamide 98%, Sigma-Aldrich, Germany, 224235) 

για 5 ημέρες και την 5η ημέρα της διαφοροποίησης τα κύτταρα συλλέγονται για 

ανάλυση των πρωτεϊνών. 

 

ii. Μεταγωγή κυτταρικών σειρών 
 

Μία μέρα πριν από την συλλογή του ιϊκού φορέα τοποθετήθηκαν σε τρυβλίο 6 

θέσεων κύτταρα της σειράς HT1080 ή HeLa σε συγκέντρωση 1-1.5x105 / well σε 

καλλιέργεια 2ml θρεπτικού υλικού προκειμένου να προσκολληθούν στην επιφάνεια 
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του τρυβλίου πριν από την εισαγωγή του ιού. Τα κύτταρα αυτά θα χρησιμοποιηθούν 

για τον υπολογισμό του τίτλου του ιού. Την επόμενη ημέρα εισήχθησαν σε τρυβλία 

12 θέσεων 3-5x104 κύτταρα της σειράς MEL ανά ml θρεπτικού υλικού στα οποία και 

υπολογίσθηκε η έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. Ο αφροϊός που 

προηγουμένως είχε παραχθεί στην κυτταρική σειρά 293Τ, συλλέχτηκε από το 

υπερκείμενο της καλλιέργειας. Το υπερκείμενο φυγοκεντρήθηκε στα 1200rpm για 10 

λεπτά και στη συνέχεια το νέο υπερκείμενο πέρασε μέσα από φίλτρο 45μm (Filtropur 

S, Sarstedt AG & Co, Germany, 831826) προκειμένου να αφαιρεθούν τα κυτταρικά 

κατάλοιπα. Στην συνέχεια, τα ιϊκά αποθέματα είτε συγκεντρώθηκαν μέσω 

υπερφυγοκέντρησης (20.000rpm / 4ώρες / θερμοκρασία δωματίου) είτε 

χρησιμοποιήθηκαν απευθείας και εισήχθησαν στην καλλιέργεια των 

προσκολλώμενων κυττάρων (HT1080 ή HeLa) και των κυττάρων σε εναιώρημα 

(MEL). Το πρωτόκολλο της μεταγωγής αφορούσε σε επώαση με τον ιό για περίπου 

18-22 ώρες ενώ την επόμενη ημέρα το πρωί τα κύτταρα συλλέχθηκαν, ξεπλέθηκαν με 

PBS, φυγοκεντρήθηκαν (1200rpm/5min) και επαναιωρήθηκαν σε νέο θρεπτικό υλικό 

όπου και παρέμειναν σε καλλιέργεια για άλλες 2 με 3 ημέρες. 

 

 

3. Αρχέγονα Κύτταρα Ποντικιού 
 

i. Απομόνωση αρχέγονων κυττάρων ποντικιού 
 

Ποντίκια του στελέχους C57BL/6J θυσιάστηκαν και αφαιρέθηκαν ο μηρός, η 

κνήμη και το ανώνυμο οστούν. Από τα οστά αυτά απομονώθηκαν τα κύτταρα του 

μυελού των οστών τα οποία πλύθηκαν με PBS και υποβλήθηκαν σε επώαση με 

αιμολυτικό διάλυμα προκειμένου να απαλλαγούμε από την πληθώρα των ώριμων 

ερυθροκυττάρων και να συλλεχθούν τα μονοπύρηνα κύτταρα (αναλογία 

ερυθροκυττάρων:λευκοκυττάρων περίπου 1000:1). Τα κύτταρα επωάστηκαν με το 

διάλυμα αιμόλυσης (8.26gr NH4Cl, 1gr KHCO3, 0.037gr EDTA / 1lt ddH20) για 6 

λεπτά στους 40C και ακολούθως προστέθηκε ισοοσμωτικό διάλυμα για να 

σταματήσει την αντίδραση. Στην συνέχεια και προκειμένου να απομακρυνθούν τα 

διαφοροποιημένα κύτταρα από τον πληθυσμό των κυττάρων του μυελού των οστών, 

τα κύτταρα που απομονώθηκαν, μετρήθηκαν και επωάστηκαν με αντισώματα έναντι 
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των επιφανειακών αντιγόνων Gr-1 (a-mouse Ly-6G & Ly-6C, Pharmingen BD, New 

Jersey, USA, 553123), B220 (a-mouse CD45R/B220, Pharmingen BD, New Jersey, 

USA, 553083), CD3 (a-mouse CD3 e chain, Pharmingen BD, New Jersey, USA, 

553057), CD11b (a-mouse Integrin αΜ chain, Μac-1 α chain, Pharmingen BD, New 

Jersey, USA, 553308) και TER-119 (a-mouse TER-119, Pharmingen BD, New 

Jersey, USA, 553670). Τα αντιγόνα αυτά αφορούν σε επιφανειακούς μάρτυρες που 

χαρακτηρίζουν τα διαφοροποιημένα κύτταρα και συγκεκριμένα ανήκουν στους 

κυτταρικούς τύπους των κοκκιοκυττάρων (Gr-1), Β-λεμφοκυττάρων (Β220), Τ-

κυττάρων (CD3), μακροφάγων (γενικότερα εκφράζεται σε όλα τα κύτταρα της 

μυελικής σειράς αλλά και στα κύτταρα Φυσικούς Φονείς - ΝΚ) (CD11b) καθώς και 

στα ερυθρά κύτταρα (TER-119). Μία εναλλακτική μέθοδος απομόνωσης των 

αρχέγονων κυττάρων περιλαμβάνει την επώαση των κυττάρων του μυελού των οστών 

με ένα μείγμα αντισωμάτων ενάντια στα επιφανειακά αντιγόνα που συναντώνται σε 

διαφοροποιημένα κύτταρα και είναι εμπορικά διαθέσιμο (StemSep Μouse 

Hematopoietic Progenitor Cell Enrichment Kit - Stemcell Technologies, Vancouver, 

Canada, 13056). Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάστηκαν με μικροσφαιρίδια τα οποία 

αναγνωρίζουν το σταθερό τμήμα των αντισωμάτων και ακολούθως εισήχθησαν σε 

στήλες MACS τύπου LD (Miltenyi Biotec Gmbh, Germany, 130-042-901) όπου 

παρουσία ισχυρού μαγνητικού πεδίου παραμένουν τα θετικά κύτταρα ως προς τους 

δείκτες και διέρχονται ελεύθερα τα αρνητικά κύτταρα. Αυτά τα κύτταρα τα οποία δεν 

επιλέγονται χαρακτηρίζονται μη διαφοροποιημένα - προγονικά κύτταρα (Lineage 

negative ή κύτταρα Lin-) και διατηρούν όλες τις ιδιότητες των αρχέγονων 

αιμοποιητικών κυττάρων (ΑΑΚ). Τα κύτταρα Lin- τέλος, μετρήθηκαν και όταν 

ποσοτικοποιηθούν στο 0.1%-0.5% του συνολικού αριθμού των κυττάρων του μυελού 

των οστών, τότε η απομόνωση θεωρείται επιτυχής.  

Μια εναλλακτική πηγή αρχέγονων κυττάρων ποντικιού είναι αυτή του 

εμβρυϊκού ήπατος. Το εμβρυϊκό ήπαρ αποτελεί ένα από τα σημαντικότερα όργανα 

αιμοποίησης, ειδικότερα μεταξύ των ημερών Ε11-Ε14 όταν περιέχει και τη 

μεγαλύτερη συγκέντρωση αρχέγονων κυττάρων. Όπως έχει δειχθεί, μεταξύ του 

συνολικού πληθυσμού των κυττάρων του εμβρυϊκού ήπατος, ο πληθυσμός εκείνος 

που είναι θετικός ως προς την έκφραση του αντιγόνου επιφανείας CD11b είναι 

ιδιαίτερα εμπλουτισμένος σε αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα. Προκειμένου να 

συλλέξουμε αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα εμβρυϊκού ήπατος, απομονώσαμε από 

έμβρυα Ε13.5 τα κύτταρα του ήπατος τα οποία στη συνέχεια επωάστηκαν με 
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αντίσωμα κατά του αντιγόνου CD11b-Βιοτίνη και επελέγησαν με τη χρήση 

μικροσφαιριδίων στρεπταβιδίνης σε στήλες MACS τύπου MS (Miltenyi Biotec 

Gmbh, Germany, 130-042-201).   

 

ii. Μεταγωγή αρχέγονων κυττάρων ποντικιού 
 

Η δημιουργία των ιϊκών φορέων έγινε μετά από παροδική διαμόλυνση της 

κυτταρικής σειράς 293Τ με τον πλασμιδιακό θεραπευτικό φορέα και με τους 

βοηθητικούς πλασμιδιακούς φορείς που κωδικοποιούν τις ιϊκές πρωτεΐνες Gag, Pol 

και Env. Την 3η ημέρα μετά την διαμόλυνση, συλλέχθηκε το υπερκείμενο των 

κυττάρων όπου έχουν απελευθερωθεί τα ιϊκά σωματίδια. Το υπερκείμενο 

φυγοκεντρήθηκε (1200rpm, 4οC, 5 λεπτά) και ακολούθως φιλτραρίστηκε σε φίλτρο 

διατομής 0.45μm προκειμένου να απαλλαγεί από τα κυτταρικά υπολείμματα. Στη 

συνέχεια ο ιός φυγοκεντρήθηκε για 4 ώρες στις 20.000 rpm και σε θερμοκρασία 

δωματίου (20οC). Ο ιός τελικά επαναιωρήθηκε σε θρεπτικό υλικό όγκου ίσο με το 

1/100 του αρχικού όγκου και εισάγεται στην καλλιέργεια. Η μεταγωγή έγινε με 

επώαση των κυττάρων με τον ιό κατά την διάρκεια της νύχτας (over night – o/n) ενώ 

την επόμενη ημέρα το πρωί (16-20 ώρες μετά την μεταγωγή) τα κύτταρα 

συλλέχτηκαν και μπήκαν σε νέο θρεπτικό υλικό. Στην περίπτωση των αρχέγονων 

κυττάρων η καλλιέργεια έγινε σε θρεπτικό υλικό StemSpan SFEM (StemCell 

Technologies, Vancouver, Canada, 09600). 

Τα αρχέγονα κύτταρα εισήχθησαν σε τρυβλία που έχουν επιστρωθεί για 30 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου με Retronectin σε συγκέντρωση 50ng/ml (CH296, 

Takara Bio Inc, Japan, T100A). Το πρωτόκολλο της μεταγωγής περιελάμβανε την 

εισαγωγή του ιού, που προηγουμένως έχει επαναιωρηθεί σε StemSpan παρουσία 5% 

FCS και 1% Pen/Strep, και την προσθήκη των κυτταροκινών IL-6 ( PeproTech, New 

Jersey, USA, 200-06), Flt-3 ligand (PeproTech, New Jersey, USA, 300-19) και SCF 

(PeproTech, New Jersey, USA, 250-03) σε τελική συγκέντρωση 10ng/ml , 50ng/ml 

και 50ng/ml αντίστοιχα. Μετά από 18-20 ώρες τα κύτταρα ξεπλήθηκαν με PBS, 

μετρήθηκαν και επαναιωρήθηκαν σε θρεπτικό υλικό StemSpan. 

 

 



Υλικά & Μέθοδοι 

 60 

iii. Ερυθροειδική καλλιέργεια αρχέγονων κυττάρων ποντικιού 
 

Μετά την μεταγωγή των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων, έγινε η 

εισαγωγή τους σε συνθήκες ερυθροειδικής καλλιέργειας. Η ερυθροειδική καλλιέργεια 

πραγματοποιήθηκε τόσο σε ημιστερεά όσο και σε υγρή φάση. Στην περίπτωση της 

ημιστερεάς φάσης τα κύτταρα εισήχθησαν στην ημιστερεά καλλιέργεια 

μεθυλκυτταρίνης (mouse MethoCult, StemCell Technologies, Vancouver, Canada, 

GF M3434) σε τελική συγκέντρωση 5x103 κυττάρων/ml και διατηρήθηκαν σε 

καλλιέργεια και σε συνθήκες 37οC και 5% CO2 για 10 ημέρες. Την 10η ημέρα οι 

αποικίες των κυττάρων που είχαν αναπτυχθεί στην επιφάνεια του ημιστέρεου 

θρεπτικού υλικού ελέγχθηκαν στο οπτικό μικροσκόπιο και επιλέχτηκαν οι αποικίες 

ερυθροποιητικής προέλευσης (BFU-Es) οι οποίες και εμφανίζουν ερυθρό 

χρωματισμό. Στην περίπτωση της ερυθροειδικής καλλιέργειας υγρής φάσης τα 

CD11b θετικά κύτταρα εμβρυϊκού ήπατος καλλιεργήθηκαν στο θρεπτικό μέσο 

StemSpan παρουσία 5% FCS και 1% Pen/Strep και των ακόλουθων κυτταροκινών: 

στη φάση πολλαπλασιασμού χρησιμοποιούνται οι κυτταροκίνες EPO 0.5U/ml 

(NeoRecormon, Roche, Basel, Schweiz), muSCF 100ng/ml και Dexamethasone 10-

6M (Sigma-Aldrich, Germany, D1756) ενώ κατά τη φάση διαφοροποίησης 

προστίθεται μόνο ΕPO σε συγκέντρωση 10U/ml. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν στη 

φάση πολλαπλασιασμού για 6-8 ημέρες και στη φάση διαφοροποίησης για άλλες 3, 

σε συγκέντρωση 3-5x105 κυττάρων / ml. 

 

 

4. Μεταμόσχευση Αρχέγονων Κυττάρων σε Ποντίκια-Μοντέλα της β-
Θαλασσαιμίας 
 

Θηλυκά ποντίκια στελέχους Hbbth3/+ C57BL/6J, με έλλειψη του ενός εκ των 

δύο γονιδίων της β-σφαιρίνης, που εμφανίζουν φαινότυπο ενδιάμεσης β-

θαλασσαιμίας χρησιμοποιήθηκαν ως δότες κυττάρων μυελού των οστών ή 

γονιμοποιήθηκαν από αρσενικά ποντίκια στελέχους Hbbth3/+ C57BL/6J και 

συλλέχθηκαν τα έμβρυα ηλικίας Ε13.5 από όπου και απομονώθηκαν κύτταρα ήπατος. 

Τα κύτταρα του μυελού των οστών ή τα ομόζυγα (Hbbth3/th3) κύτταρα εμβρυϊκού 

ήπατος απομονώθηκαν και υπέστησαν μεταγωγή με τους αφροϊικούς φορείς 

pΔΦ.HS40.β και pΔΦ.HS2.HS3.β, όπως έχει περιγραφεί. 
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 Αρσενικά φυσιολογικά ποντίκια του ιδίου στελέχους (C57BL/6J) 

χρησιμοποιήθηκαν ως δέκτες μεταμόσχευσης αρχέγονων κυττάρων. Προηγουμένως, 

τα ποντίκια υποβλήθηκαν σε αγωγή μυελοκαταστολής με χορήγηση μη-

μυελοαφαναστικής δόσης της ουσίας Busilvex® (Pierre Fabre Médicament, France, 

264610102). Το Busilvex® χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά σε τέσσερις ημερήσιες 

δόσεις από d -4 έως d -1, με τελική συγκέντρωση 20mg/kg, έως και την προηγούμενη 

της ημέρας της μεταμόσχευσης. Την ημέρα της μεταμόσχευσης τα μετηγμένα 

κύτταρα που απομονώθηκαν από τα θαλασσαιμικά ποντίκια-δότες, συλλέχτηκαν, 

φυγοκεντρήθηκαν (1300rpm, 4oC, 7 λεπτά), επαναιωρήθηκαν σε PBS και 

χορηγήθηκαν ενδοφλέβια στα μυελοκατεσταλμένα ποντίκια-δέκτες σε συγκέντρωση 

0.5-2x105 ανά ποντίκι. Τα ποντίκια θυσιάστηκαν μετά από 18-25 εβδομάδες ενώ 

πραγματοποιήθηκαν και έλεγχοι των αιματολογικών τους παραμέτρων κάθε 7-8 

εβδομάδες. 

 

 

5. Ανθρώπινα Αρχέγονα Κύτταρα 
 

i. Απομόνωση ανθρώπινων αρχέγονων κυττάρων 
 

Ανθρώπινα δείγματα περιφερικού αίματος συλλέχθηκαν κατά τις τακτικές 

επισκέψεις μετάγγισης στο νοσοκομείο παίδων Αγία Σοφία (σε συνεργασία με τον 

Δρ. Καττάμη, Α΄ Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστημίου Αθηνών, Νοσοκομείο Παίδων 

“Η Αγία Σοφία”) ή σπανιότερα, δείγματα μυελού των οστών απομονώθηκαν κατά την 

επέμβαση μεταμόσχευσης μυελού των οστών σε θαλασσαιμικούς ασθενείς μείζονος 

β-θαλασσαιμίας (β0) (σε συνεργασία με τους Δρ. Γουσέτη και Γραφάκο, Μονάδα 

Μεταμόσχευσης Μυελού των Οστών, Νοσοκομείο Παίδων “Η Αγία Σοφία”). Κατά 

προσέγγιση, 35ml περιφερικού αίματος αραιώθηκαν με ίση ποσότητα PBS και στην 

συνέχεια ισομοιράστηκαν σε δύο δοκιμαστικούς σωλήνες φυγοκέντρησης των 50ml 

που ο καθένας περιείχε 15ml φικόλης (Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich, Germany, 

10771). Στη συνέχεια, οι δοκιμαστικοί σωλήνες φυγοκεντρήθηκαν στα 400g χωρίς 

φρένο (!) για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά τη φυγοκέντρηση, στο 

δοκιμαστικό σωλήνα δημιουργήθηκαν από επάνω προς τα κάτω οι εξής φάσεις. Η 

φάση του πλάσματος, ο δακτύλιος των μονοπύρηνων κυττάρων, η φάση της φικόλης 
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και τέλος, η φάση των ερυθροκυττάρων. Απομονώθηκε ο δακτύλιος των 

μονοπύρηνων κυττάρων ο οποίος και περιλαμβάνει όλα τα κύτταρα πλην των 

ερυθροκυττάρων. Στη συνέχεια, τα μονοπύρηνα κύτταρα ξεπλήθηκε με PBS στο 

οποίο είχε προστεθεί 1% FCS και EDTA τελικής συγκέντρωσης 2mM. Το μείγμα των 

μονοπύρηνων κυττάρων επωάστηκε σε διάλυμα λύσης των ερυθροκυττάρων για 7 

λεπτά στους 40C προκειμένου να απαλλαγεί από τα εναπομείναντα ερυθροκύτταρα. 

Τα μονοπύρηνα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 300μl PBS - 1% FCS - 2mM EDTA 

ανά 108 κύτταρα. Αρχικά, ανά 108 μονοπύρηνα κύτταρα προστέθηκαν 100μl από το 

αντιδραστήριο μπλοκαρίσματος μη ειδικών επιτόπων (FcR Blocking Reagent) και 

στη συνέχεια επωάστηκαν με 100μl αντισώματος έναντι του αντιγόνου επιφανείας 

CD34 το οποίο είναι συζευγμένο με μικροσφαιρίδια (CD34 Microbead kit, Miltenyi 

Biotech Gmbh, Germany, 130-046-702) για 30 λεπτά στους 40C. Μετά το πέρας της 

επώασης με το αντίσωμα τα κύτταρα ξεπλήθηκαν, επαναιωρήθηκαν σε 500μl PBS - 

1% FCS - 2mM EDTA ανά 108 κύτταρα και φορτώθηκαν μέσα σε στήλη MACS 

τύπου MS προκειμένου να γίνει η επιλογή των κυττάρων εκείνων που είναι θετικά για 

την έκφραση του επιφανειακού αντιγόνου CD34 (CD34+).  

 

ii. Μεταγωγή ανθρώπινων αρχέγονων κυττάρων 
 

Με μία διαδικασία που αναφέρθηκε προηγουμένως ο ιός συγκεντρώθηκε 

(20.000 rpm / 4 ώρες / 20οC) 100Χ και εισήχθη στην καλλιέργεια των αρχέγονων 

κυττάρων. Τα αρχέγονα κύτταρα εισήχθησαν σε τρυβλία που έχουν επιστρωθεί για 30 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου με Retronectin σε συγκέντρωση 50ng/ml (CH296, 

Takara Bio Inc, Japan, T100A). Το πρωτόκολλο της μεταγωγής περιελάμβανε την 

εισαγωγή του ιού, που προηγουμένως έχει επανααιωρηθεί σε StemSpan παρουσία 5% 

FCS και 1% Pen/Strep, και την προσθήκη των κυτταροκινών huFlt3L (100ng/ml), 

huSCF (100ng/ml), huTPO (100ng/ml), huIL-6 (20ng/ml) και huIL-3 (20ng/ml) 

(PeproTech, New Jersey, USA, Ltd). Μετά από 18-20 ώρες τα κύτταρα ξεπλήθηκαν 

με PBS, μετρήθηκαν και επαναιωρήθηκαν σε θρεπτικό υλικό StemSpan. Η μεταγωγή 

έγινε με επώαση των κυττάρων με τον ιό για 18-20 ώρες. Στη συνέχεια, συλλέχθηκαν, 

ξεπλύθηκαν με PBS, μετρήθηκαν και επαναιωρήθηκαν σε νέο θρεπτικό υλικό 

StemSpan. 

 



Υλικά & Μέθοδοι 

 63 

iii. Ερυθροειδική καλλιέργεια αρχέγονων κυττάρων ποντικιού 
 

Μετά την μεταγωγή των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων, γίνεται η 

εισαγωγή τους σε συνθήκες ερυθροειδικής καλλιέργειας. Τα κύτταρα CD34+ που 

έχουν υποστεί μεταγωγή με τους αφροϊικούς φορείς για 18-20 ώρες, επαναιωρούνται 

σε StemSpan παρουσία 1% Pen/Strep, 5% FCS και των ακόλουθων κυτταροκινών με 

τις τελικές τους συγκεντρώσεις να διαμορφώνονται σε EPO 1U/ml, huSCF 10ng/ml, 

huIL-3 10ng/ml και είτε Dexamethasone 10-6M και β-estradiol 1μM (Sigma-Aldrich, 

Germany, E8875) ή huTPO 10ng/ml και huFlt3L 10ng/ml. Τα κύτταρα CD34+ 

διατηρούνται σε συνθήκες ερυθροειδικής καλλιέργειας για 16-18 ημέρες και σε 

συγκέντρωση 1-3x105/ml. 

 

 

6. Κυτταρομετρία Ροής 
 

i. Εσωτερική σήμανση (intracytoplasmic staining) επιμολυσμένων 
κυττάρων με την χρήση αντισωμάτων 

 

Τα κύτταρα της σειράς MEL 585 που έχουν υποστεί μεταγωγή με αφροϊικούς 

φορείς, καλλιεργήθηκαν παρουσία 2% DMSO ή 5mM HMBA προκειμένου να 

οδηγηθούν σε ερυθροποιητική διαφοροποίηση. Τα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα 

υποβλήθηκαν σε ερυθροειδική διαφοροποίηση κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας. 

Κατόπιν τα κύτταρα συλλέχτηκαν, μετρήθηκαν και τοποθετήθηκαν στην καλλιέργεια 

σε συγκεντρώσεις των 1x106 κυττάρων / 100μl. Στα κύτταρα αυτά προστέθηκε 4% 

παραφορμαλδεΰδη (Paraformaldehyd, AppliChem, Denmark, A3813.1000) και 

επωάστηκαν για 1 ώρα στους 37oC (MEL 585) ή για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου (ΑΑΚ) προκειμένου να επιτευχθεί η μονιμοποίηση τους. Στην συνέχεια τα 

κύτταρα επωάστηκαν 1 ώρα (κατ’ ελάχιστον) έως o/n στους 4oC  με διάλυμα 1:1 

μεθανόλης-ακετόνης (AppliChem, , Denmark, A3493 - CarloERBA, Italy, 400974) ή 

για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου με διάλυμα 0.1% Triton X-100 (AppliChem, 

Denmark, A1388) προκειμένου να επιτευχθεί η διάνοιξη πόρων και η έκθεση των 

ενδοκυττάριων πρωτεϊνών στα αντισώματα. Τέλος, τα κύτταρα επωάστηκαν για 30 

λεπτά στους 4oC με αντίσωμα κατά της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (hemoglobin β (37-

8) PE, Santa Cruz Biotechnology, California, USA, sc-21757) σε τελική αραίωση 
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1:50. Η ανίχνευση των σημασμένων κυττάρων έγινε με την βοήθεια κυτταρομετρητή 

ροής FC500 (Beckman Coulter, Switcherland). 

 

ii. Ανάλυση της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε περιφερικό 
αίμα ποντικιού 

 

 Τα επίπεδα έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στα μεταμοσχευμένα 

ποντίκια υπολογίστηκαν τουλάχιστον 4 εβδομάδες μετά την μεταμόσχευση όταν και 

συλλέχτηκε περιφερικό αίμα από την ουρά. Το αίμα ξεπλύθηκε από τις αντιπηκτικές 

ουσίες με δύο πλύσεις και φυγοκεντρήσεις με PBS στις 1200 rpm για 5 λεπτά. Στη 

συνέχεια, 20-30 μl από τα ερυθροκύτταρα μονιμοποιήθηκαν σε PBS - 4% PFA μετά 

από επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 12 λεπτά. Ακολούθησε μία πλύση με PBS 

και φυγοκέντρηση στα 1500g για 3 λεπτά. Στα μονιμοποιημένα κύτταρα 

διανοίχτηκαν πόροι μετά από επώαση με διάλυμα 1:4 μεθανόλης:ακετόνης σε 

θερμοκρασία δωματίου για 90΄΄. Ακολούθησαν δύο πλύσεις με PBS και 

φυγοκέντρηση στα 1500g για 3 λεπτά. Τα ερυθροκύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 500μl 

PBS-2% FCS και 10-15μl από το διάλυμα αυτό χρησιμοποιήθηκαν για να σημανθούν 

με αντίσωμα κατά της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. Το αντίσωμα (Santa Cruz 

Biotechnology, California, USA, sc-21757) χρησιμοποιήθηκε σε συγκέντρωση 1:50 

σε τελικό όγκο 100μl και επωάστηκε με τα κύτταρα για 30 λεπτά στους 4οC. Στην 

συνέχεια, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν δύο φορές με PBS-2% FCS, φυγοκεντρήθηκαν στα 

1500g για 3 λεπτά και τελικά επαναιωρήθηκαν σε 500μl PBS-2% FCS και 

αναλύθηκαν σε κυτταρομετρητή ροής FC500. Σε κάθε ανάλυση με χρήση 

κυτταρομετρίας ροής συμπεριλήφθηκε και ένα ζευγάρι δειγμάτων ελέγχου, ένα 

θετικό και ένα αρνητικό. Στην περίπτωση της ανάλυσης του περιφερικού αίματος των 

μεταμοσχευμένων ποντικιών τα δείγματα ελέγχου ήταν περιφερικό αίμα από 

φυσιολογικό ποντίκι (αρνητικό) και περιφερικό αίμα από άνθρωπο (θετικό). 

 

iii. Ανάλυση της ερυθροειδικής ωρίμανσης σε καλλιέργεια αρχέγονων 
αιμοποιητικών κυττάρων (ΑΑΚ) ex vivo  

 

Η εκτίμηση της ερυθροειδικής διαφοροποίησης των ΑΑΚ ποντικιού ή 

ανθρώπου μετά από τη διαφοροποίησής τους ex vivo παρουσία κυτταροκινών έγινε 

μέσω κυτταρομετρίας ροής και συγκεκριμένα ενός πρωτοκόλλου που παρουσιάστηκε 
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το 2001 από τους Socolovsky et al. 148. Τα διαφοροποιημένα ΑΑΚ επωάστηκαν σε 

PBS-2% FCS παρουσία των αντισωμάτων CD71-Biotin (Pharmingen BD, New 

Jersey, USA, 555535-Human / 557416-Mouse) και TER119-PE (Pharmingen BD, 

New Jersey, USA, 09085B) ή Glycophorin A-PE (Pharmingen BD, New Jersey, USA, 

555570) στην περίπτωση των κυττάρων ποντικιού ή ανθρώπου, αντίστοιχα. Η 

επώαση έγινε στους 4ΟC για 30 λεπτά και σε αραίωση 1:50. Στη συνέχεια, τα 

κύτταρα ξεπλύθηκαν με PBS και αφού επαναιωρήθηκαν σε μικρό όγκο (50-100μl) 

επωάστηκαν με το δευτερογενές αντίσωμα streptavidin-PE-Cy5 το οποίο δεσμεύεται 

στην ομάδα της βιοτίνης του αντισώματος CD71-Biotin. Και εδώ η επώαση έγινε 

στους 4ΟC για 30 λεπτά και σε αραίωση 1:100. Στα κύτταρα προστέθηκε επίσης η 

χημική ένωση propidium iodide (PI – Pharmigen BD, New Jersey, USA, 556463) η 

οποία βάφει θετικά τα νεκρά κύτταρα προκειμένου αυτά να αποκλειστούν από την 

ανάλυση. Τα σημασμένα κύτταρα αναλύθηκαν σε κυτταρομετρητή ροής FC500. 

 

 

7. Ανάλυση κατά Western 
 

Περιφερικό αίμα όγκου 10 μl υπέστη λύση με την προσθήκη 40 μl 

αντιδραστηρίου αιμόλυσης (Hemolysate Reagent - Helena Laboratories, Texas, USA, 

H5125) και το αιμόλυμα διαιρέθηκε στα δύο και φορτώθηκε εξίσου σε δύο μη-

αποδιατακτικά πηκτώματα 12% πολυακρυλαμίδης. Τα πηκτώματα αυτά στη συνέχεια 

μεταφέρθηκαν σε μεμβράνες PVDF (Roche, Switcherland, 03010040001) για 30 

λεπτά στους 40C. Οι μεμβράνες επωάστηκαν σε διάλυμα TBS-T παρουσία 5% 

πρωτεΐνης γάλακτος για 2 ώρες στους 40C, προκειμένου να μπλοκαριστεί η μη-ειδική 

πρόσδεση του αντισώματος. Η μία μεμβράνη επωάστηκε, στη συνέχεια, με αντίσωμα 

έναντι της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (1:1000) ενώ η άλλη με αντίσωμα έναντι της α-

σφαιρίνης του ποντικιού (1:500) (και τα δύο από Santa Cruz Biotechnology, 

California, USA, sc21757 και sc31111). Η επώαση διήρκησε 16-20 ώρες (o/n) και 

πραγματοποιήθηκε στους 40C, σε διάλυμα ΤBS-T με 5% πρωτεΐνη γάλακτος. Την 

επόμενη ημέρα οι μεμβράνες εισήχθησαν σε διάλυμα ΤBS-T με 5% πρωτεΐνη 

γάλακτος που περιείχε το δευτερογενές αντίσωμα το οποίο είναι συζευγμένο με το 

ένζυμο της περοξιδάσης HRP και επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 2 ώρες. 

Η εμφάνιση των πρωτεϊνών στη μεμβράνη πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του 
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συστήματος ανίχνευσης Amersham ECLΤΜ (GE Healthcare, Wisconsin, USA, 

RPN2132).   

 

8. Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυμεράσης Πραγματικού Χρόνου 
(Real Time - PCR). 
 

i. Υπολογισμός του τίτλου των ιϊκών φορέων 
 

Ο υπολογισμός του τίτλου των ιϊκών φορέων έγινε σε DNA που απομονώθηκε 

από συγκεκριμένο αριθμό κυττάρων που έχουν επιμολυνθεί και τα οποία έχουν 

παραμείνει σε καλλιέργεια για περισσότερες από 7 ημέρες. Η παραμονή σε 

καλλιέργεια για 7 ημέρες έγινε προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί η πιθανότητα 

παρουσίας πλασμιδιακού φορέα (που προέρχεται από το υλικό της διαμόλυνσης) στο 

περιβάλλον της καλλιέργειας. Για την τιτλοποίηση του ιού χρησιμοποιήθηκαν 

διαφορετικές συγκεντρώσεις του ιού στις κυτταρικές σειρές HT1080 ή/και HeLa. 

Στην αντίδραση PCR, χρησιμοποιήθηκαν 250ng DNA ως υπόστρωμα σε δυο 

επαναληπτικές αντιδράσεις των 25μl χρησιμοποιώντας το ABI Prism 7000 (Applied 

Biosystems, California, USA). 

Η ανίχνευση των ενσωματωμένων ιϊκών σωματιδίων πραγματοποιήθηκε με τη 

χρησιμοποίηση εκκινητών οι οποίοι είναι ειδικοί για τους αφροϊούς: 

F: 5΄-CTGGAATGTTACTCAAAGAGCTGTTT-3΄,  

R: 5΄-TGGAACAGGATGCTGCATTCT-3΄. 

Η μέθοδος ελέγχου του πολλαπλασιασμού του προϊόντος της PCR έγινε με την 

φθορίζουσα ένωση Sybr-Green (Brilliant Sybr Green QPCR Master Mix, Stratagene, 

California, USA, 600548). Ο αριθμός των αντιγράφων που αντιστοιχούν σε κάθε 

κύτταρο (vector copy number) προέκυψε μετά από υπολογισμό του συνολικού 

αριθμού των κυττάρων που αναλύθηκαν με τη χρήση αντιδραστηρίου QPCR 

(TaqMan® Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, California, USA, 

4369016) ειδικών εκκινητών και ανιχνευτών (probes) για το ενδογενές γονίδιο της 

RNase P (Applied Biosystems, California, USA, 4316844). 

Δείγματα ελέγχου με διαφορετικές τιμές πλασμιδιακού φορέα και γενομικού 

DNA του ποντικιού χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να κατασκευαστούν καμπύλες 
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τιτλοδότησης. Αυτές χρησιμοποιούνται κάθε φορά για να υπολογίζεται η απόλυτη 

τιμή των ιϊκών αντιγράφων που ενσωματώνονται.  

 

 

ii. Υπολογισμός των επιπέδων χιμαιρισμού και των ενσωματωμένων 
ιϊκών αντιγράφων 

 

 Κύτταρα μυελού των οστών συλλέχθηκαν κατά τη φάση της θυσίας των 

πειραματόζωων και απομονώθηκε γενομικό DNA. Όπως αναφέρθηκε ήδη, 

χρησιμοποιήθηκαν 250ng DNA σε δυο επαναληπτικές αντιδράσεις των 25μl, και από 

την ανάλυση των επιπέδων πολλαπλασιασμού των ειδικών αλληλουχιών για τους 

αφροϊικούς φορείς και το γονίδιο RNase P προκέκυψε ο αριθμός των ιϊκών 

αντιγράφων ανά κύτταρο μυελού των οστών του ποντικιού. Επιπλέον, στην 

περίπτωση των μεταμοσχευμένων ποντικιών, έγινε ο έλεγχος της έκφρασης του 

ειδικού γονιδίου Testis-Specific Protein Y-encoded (TSPY) για τα κύτταρα που 

προέρχονται από ποντίκια γένους αρσενικού με χρήση του αντιδραστηρίου Sybr-

Green: 

F: 5΄-TCCTTGGGCTCTTCATTATTCTTAAC-3΄; 

R: 5΄-GAGAACCACGTTGGTTTGAGATG-3΄.  

Η τιμή πολλαπλασιασμού του γονιδίου TSPY σε συνάρτηση με μία καμπύλη 

αναφοράς που δημιουργήθηκε από δείγματα με διαβάθμιση της αναλογίας κυττάρων 

από αρσενικό και θηλυκό ποντίκι μας οδήγησε στον υπολογισμό του ποσοστού των 

κυττάρων δότη που έχουν εποικήσει το ποντίκι δέκτη.   

 

iii. Υπολογισμός της έκφρασης του mRNA της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 
σε ερυθροειδικές αποικίες ποντικιού και ανθρώπου 

 

Στην περίπτωση των ΑΑΚ ποντικιού, μετά από 10 ημέρες καλλιέργειας των 

μετηγμένων κυττάρων Lin- σε μεθυλκυτταρίνη έγινε συλλογή των ερυθροποιητικών 

αποικιών BFU-E. Κάθε μία από αυτές τις αποικίες κυττάρων συλλέχθηκε ξεχωριστά 

και υποβλήθηκε σε απομόνωση ολικού RNA με τη χρήση του αντιδραστηρίου Trizol 

(Invitrogen, California, USA, 15596-018) σύμφωνα με το πρωτόκολλο του 

κατασκευαστή. Στην περίπτωση των ανθρώπινων ΑΑΚ, μετά από καλλιέργεια 16-18 

ημερών παρουσία κυτταροκινών που επάγουν ερυθροειδική διαφοροποίηση, 
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συλλέχθηκε ένας πληθυσμός της τάξης των 5x104-1x105 κυττάρων απ’ όπου και 

απομονώνεται RNA.  

To RNA που απομονώθηκε στην συνέχεια υποβλήθηκε σε αντίστροφη 

μεταγραφή για την δημιουργία του ολικού cDNA με τη χρήση της αντίστροφης 

μεταγραφάσης του ιού MMLV Reverse (Promega, Wisconsin, USA, M170B). Οι 

αλληλουχίες του cDNA χρησιμοποιήθηκαν σε συγκέντρωση 250ng ανά 25μl 

αντίδρασης PCR πραγματικού χρόνου. Για την ανίχνευση των μεταγράφων της 

ανθρώπινης α- και β-σφαιρίνης και της α-σφαιρίνης του ποντικιού (ενδογενές δείγμα 

ελέγχου) χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές ειδικοί για τα δύο μετάγραφα. 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν είναι για: 

 

Την α-σφαιρίνη του ποντικιού 

F: 5΄-ACCTACTTTCCTCACTTTGATGTAAGC-3΄  

R:  5΄-GCATCGGCGACCTTCTTG-3΄ 

 

Την β-σφαιρίνη του ανθρώπου 

F: 5΄-GGTGAATTCTTTGCCAAAGTGAT-3΄ 

R:  5΄-CACCTTTGCCACACTGAGTGA-3΄ 

 

Την α-σφαιρίνη του ανθρώπου 

F: 5΄-TTCGACCTGAGCCACGGC-3΄ 

R:  5΄-GTGGCTTAGGAGCTTGAAGTT-3΄ 

 

Ο έλεγχος του πολλαπλασιασμού του προϊόντος της αντίδρασης PCR έγινε με 

την φθορίζουσα ένωση Sybr-Green (Brilliant Sybr Green QPCR master mix, 

Stratagene, California, USA, 600548). Τέλος, τα σχετικά επίπεδα έκφρασης του 

μεταγράφου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης ως προς τα αντίστοιχα της ενδογενούς α-

σφαιρίνης υπολογίσθηκαν με την μέθοδο 2-ΔΔCt όπως αυτή προσδιορίστηκε από τους 

Livak et al (2001).149 
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1. Κατασκευή αφροϊικών φορέων (FV) που εκφράζουν β-σφαιρίνη 
και ρυθμίζονται από την αλληλουχία α-HS40 
 

Η δημιουργία των αφροϊικών φορέων που εκφράζουν β-σφαιρίνη 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση μίας βασικής δομής αφροϊού (FV viral backbone) η 

οποία φέρει τις ελάχιστες cis-ενεργές ρυθμιστικές αλληλουχίες μήκους 2.5 kb που 

είναι απαραίτητες για το πακετάρισμα του ιϊκού σωματιδίου. Στο φορέα αυτό έχει 

δημιουργηθεί μία έλλειψη στην αμετάφραστη 3΄ περιοχή LTR του ιϊκού υποκινητή 

(ΔU3), μεγάλες ελλείψεις στα γονίδια gag, pol και env και πλήρης έλλειψη των 

γονιδίων bel 1, 2 και 3.  

Στόχο μας αποτέλεσε η δημιουργία αφροϊικών φορέων που θα συνδυάζουν 

αλληλουχίες από τους γονιδιακούς τόπους των ανθρώπινων σφαιρινών ώστε να 

εκφράζουν αποδοτικά το γονίδιο της β-σφαιρίνης. Οπότε για αυτό το σκοπό 

χρησιμοποιήσαμε την ρυθμιστική αλληλουχία HS40 που προέρχεται από το 

γονιδιακό τόπο της ανθρώπινης α-σφαιρίνης. Ο πρώτος αφροϊικός φορέας που 

κατασκευάστηκε ήταν ο pΔΦ.HS40.β. Στο φορέα pΔΦ.HS40.β κλωνοποιήθηκε η 

κασέτα έκφρασης του γονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης το οποίο φέρει μία 

έλλειψη στο δεύτερο εσώνιο και το οποίο ρυθμίζεται από έναν υποκινητή του 

γονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης μήκους 174 bp καθώς και τον ενισχυτή της 

ανθρώπινης α-σφαιρίνης HS40. Ολόκληρη η κασέτα του διαγονιδίου έχει εισαχθεί σε 

αντίθετο προσανατολισμό συγκριτικά με την φορά μεταγραφής των ιϊκών γονιδίων 

προκειμένου να εξασφαλιστεί η ανεξάρτητη μεταγραφή του γονιδίου από εκείνη του 

αφροϊικού φορέα (Εικόνα 19α).  

Ο δεύτερος αφροϊικός φορέας που κατασκευάστηκε προκειμένου να εκφράσει 

το γονίδιο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, ο pΔΦ. ΗS40.β.cHS4, είναι αυτός που 

ενσωματώνει το μονωτή HS4 που έχει απομονωθεί από τα ορνιθοειδή (chicken HS4 - 

cHS4). Η αλληλουχία cHS4 προέρχεται από τη ρυθμιστική περιοχή του α-γονιδίου 

των ορνιθοειδών και θεωρείται ότι δρα ως μονωτής της χρωματίνης. Αυτό σημαίνει 

ότι μπορεί να ελαχιστοποιήσει τις επιδράσεις των παρακείμενων ρυθμιστικών 

αλληλουχιών από το σημείο ενσωμάτωσης του διαγονιδίου. Η αλληλουχία cHS4 

εισήχθη μέσα στη 3΄περιοχή LTR έτσι ώστε να ενσωματωθεί στις κυτταρικές σειρές 

στόχους σε δύο αντίγραφα στις 5΄ και 3΄ LTR, καθώς μετά από αναδίπλωση του ιϊκού 

DNA η 3΄ LTR χρησιμοποιείται από τους μηχανισμούς των αφροϊών ως εκκινητής 

για την έναρξη της αντίστροφης μεταγραφής (Εικόνα 19β).  
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Εικόνα 19. Αφροϊικοί φορείς που εκφράζουν ανθρώπινη β-σφαιρίνη. 

Χρησιμοποιήθηκε ένας αφροϊικός φορέας με σημαντικές ελλείψεις στο γονιδίωμά του 

(ΔΦ) και ελάχιστες cis-δρώσες ρυθμιστικές αλληλουχίες. (α) Στο φορέα pΔΦ.HS40.β 

η ρύθμιση της έκφρασης του διαγονιδίου ελέγχεται από τον υποκινητή της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης (174bp) και τον ενισχυτή της ανθρώπινης α-σφαιρίνης (α-

HS40). (β) Ο φορέας pΔΦ.HS40.β.cHS4 κατασκευάστηκε μετά από εισαγωγή στο 

φορέα pΔΦ.HS40.β της ρυθμιστικής αλληλουχίας cHS4 που προέρχεται από τα 

ορνιθοειδή και θεωρείται ότι δρα ως μονωτής. (γ) Στον φορέα pΔΦ.ΗS2.HS3.β η 

ρύθμιση της έκφρασης του διαγονιδίου ελέγχεται από τον υποκινητή της ανθρώπινης 

β-σφαιρίνης (174bp) και τις αλληλουχίες HS2 και HS3 της περιοχής LCR του 

γονιδιακού τόπου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης.  
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2. Κατασκευή του αφροϊικού φορέα που εκφράζει β-σφαιρίνη και 
ρυθμίζεται από τις αλληλουχίες HS2 και HS3 
 

Η κατασκευή του νέου ιϊκού φορέα pΔΦ.HS2.HS3.β πραγματοποιήθηκε 

προκειμένου να ελεγχθεί μία περισσότερο συμβατική κατασκευή η οποία θα εκφράζει 

το γονίδιο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης κάτω από τη ρύθμιση αλληλουχιών της 

περιοχής LCR, που είναι υπεύθυνη για τη μεταγραφική ρύθμιση του β-γονιδίου. Για 

τη χρήση των αλληλουχιών HS2 και HS3 υπάρχουν πολλά βιβλιογραφικά δεδομένα 

και θεωρήσαμε ότι θα αποτελούσαν ιδανικές αλληλουχίες ελέγχου και συγκριτικής 

αξιολόγησης για την κατασκευή με την αλληλουχία HS40.  

Για τον έλεγχο της έκφρασης του γονιδίου χρησιμοποιήθηκε ο ίδιος 

υποκινητής της ανθρώπινης β-σφαιρίνης μεγέθους 174 bp μαζί με τις αλληλουχίες 

HS2 και HS3 της περιοχής LCR του γονιδιακού τόπου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. 

Ολόκληρη η κασέτα του διαγονιδίου εισήχθη σε αντίθετα προσανατολισμό 

συγκριτικά με την φορά μεταγραφής των ιϊκών γονιδίων προκειμένου η μεταγραφή 

του να μην επηρεάζεται από τις ενδογενείς ρυθμιστικές αλληλουχίες του ιϊκού φορέα. 

Η χρήση των αλληλουχιών HS2 και HS3 της περιοχής LCR του γονιδιακού τόπου της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης επιλέχθηκε διότι δρουν ενισχυτικά στην έκφραση του 

γονιδίου και έχουν και λειτουργία ‘‘ανοίγματος’’ της χρωματίνης του γονιδιακού 

τόπου της β-σφαιρίνης.34 Επίσης, έχει δειχθεί πως η παρουσία των δύο αυτών 

στοιχείων της περιοχής LCR του γονιδιακού τόπου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης είναι 

η ελάχιστη απαιτούμενη αλληλουχία της περιοχής LCR προκειμένου να επιτευχθεί 

ικανοποιητική και ιστοειδική έκφραση του διαγονιδίου της β-σφαιρίνης (Εικόνα 

19γ).150  

Οι αφροϊικοί φορείς που κατασκευάστηκαν, ερευνήθηκαν  συγκριτικά στα 

διαφορετικά μοντέλα έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης προκειμένου να 

ελεγχθεί η ικανότητα των διαφορετικών ρυθμιστικών αλληλουχιών να παράγουν 

αποδοτικά β-σφαιρίνη.  
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3. Τιτλοποίηση των αφροϊικών φορέων 
 

Οι ιϊκοί φορείς pΔΦ.HS40.β, pΔΦ.HS40.β.cHS4 και pΔΦ.HS2.HS3.β αρχικά 

χρησιμοποιήθηκαν για να μεταγάγουν κύτταρα της κυτταρικής σειράς τιτλοποίησης 

ΗΤ1080 και στη συνέχεια από αυτά τα κύτταρα απομονώθηκε γενομικό DNA. Ο 

τίτλος των ιϊκών φορέων υπολογίστηκε με την μέθοδο της PCR πραγματικού χρόνου 

και άγγιξε το 1x105(n=6), 1x105(n=3) και 2.8x105(n=4) IU/ml στη μη-συγκεντρωμένη 

τους μορφή, για τους τρεις φορείς αντίστοιχα. Μετά από συγκέντρωση οι τίτλοι των 

τριών ιϊκών φορέων υπολογίσθηκαν σε 3.8x106(n=9), 1.6x106(n=3) και 2.5x106(n=6) 

IU/ml, αντίστοιχα (Εικόνα 20).  

 
 

 
 

 
Εικόνα 20. Οι τίτλοι των ιϊκών φορέων pΔΦ.HS40.β, pΔΦ.HS40.β.cHS4 και 

pΔΦ.HS2.HS3.β υπολογίστηκαν με τη μέθοδο της PCR πραγματικού χρόνου σε 

3.8x106 IU/ml, 1.6x106 IU/ml και 2.5x106 IU/ml, αντίστοιχα. 

 
 

 

4. Βελτιστοποίηση της κυτταρομετρίας ροής και της ανοσο-
ανίχνευσης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 
 

Η αξιολόγηση της αποδοτικότητας των αφροϊικών φορέων που εκφράζουν β-

αιμοσφαιρίνη στην κυτταρική σειρά MEL πραγματοποιήθηκε με την αξιοποίηση ενός 

κλώνου MEL ο οποίος περιέχει ένα τεχνητό χρωμόσωμα ζύμης (Yeast Artificial 

HS40.β HS40.β.cHS4 HS2.HS3.β
0
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2.0Χ106

3.0Χ106

4.0Χ106
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Chromosome - YAC). Το τεχνητό χρωμόσωμα ζύμης φέρει 150 kb DNA από το 

χρωμόσωμα 11 που περιλαμβάνει το γονιδιακό τόπο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

μαζί με τη ρυθμιστική περιοχή LCR.151 Ο κλώνος αυτός, που για συντομία θα 

αναφέρεται ως MEL-YAC-C20, χρησιμοποιείται ως θετικό δείγμα ελέγχου της 

έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. 

Αρχικά, πραγματοποιήσαμε δοκιμαστική χρώση κυττάρων του κλώνου MEL-

YAC-C20 προτού προχωρήσουμε στη χρώση και κυτταρομετρία ροής των κυττάρων 

που έχουν υποστεί μεταγωγή με αφροϊικούς φορείς. Τα κύτταρα διαφοροποιήθηκαν 

παρουσία 2% DMSO ή 5mM HMBA ή 3mM ΗΜΒΑ μαζί με 10μΜ Hemin για 5 

ημέρες. Την 5η ημέρα τα κύτταρα συλλέχτηκαν, φυγοκεντρήθηκαν και έγινε αδρός 

μακροσκοπικός έλεγχος του χρώματός τους. Ένα σύνολο (ίζημα) κυττάρων ερυθρού 

χρώματος δείχνει ικανοποιητική επαγωγή της β-σφαιρίνης. Παρατηρήσαμε, ότι όλα 

τα κύτταρα απέκτησαν εξίσου ερυθρό χρωματισμό και με τα τρία πρωτόκολλα 

διαφοροποίησης και προχωρήσαμε στην συλλογή 1x106 κυττάρων ανά δείγμα προς 

χρώση με αντίσωμα. Στην συνέχεια, τα δείγματα μονιμοποιήθηκαν με 4% 

παραφορμαλδεΰδη (PFA) στους 37οC για 1ώρα και ακολούθησε διάνοιξη των πόρων 

στα κύτταρα με τρεις διαφορετικές μεθόδους. 1) Με επώαση στους 4οC για 1 ώρα έως 

o/n με 1:1 διάλυμα μεθανόλης : ακετόνης, 2) επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 

15΄ με 0,1% Triton X-100 και 3) επώαση για 10’ σε θερμοκρασία δωματίου με 0.15% 

Saponin (Fluka, BioChemica, 89510). Τέλος, τα δείγματα των κυττάρων επωάστηκαν 

με διάλυμα αντισώματος αντί-ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε αραίωση 1:50 και 

ελέγχθηκαν με κυτταρομετρία ροής.  

Τα αποτελέσματα έδειξαν πως από τα τρία πρωτόκολλα επαγωγής των 

κυττάρων MEL-YAC-C20 τα υψηλότερα επίπεδα ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

ανιχνεύθηκαν μετά από καλλιέργεια παρουσία 2% DMSO. Τα κύτταρα που 

καλλιεργήθηκαν με 2% DMSΟ εμφάνισαν μεγαλύτερα ποσοστά ανίχνευσης θετικών 

κυττάρων για ανθρώπινη β-σφαιρίνη έναντι εκείνων που καλλιεργήθηκαν παρουσία 

5mM HMBA ή 3mM ΗΜΒΑ + 10μΜ Hemin. Από τα πρωτόκολλα διάνοιξης πόρων 

φάνηκε να υπερέχει εκείνο της επώασης για 15΄ σε θερμοκρασία δωματίου με 0.1% 

Triton X-100 δείχνοντας ποσοστά θετικών κυττάρων για ανθρώπινη β-σφαιρίνη της 

τάξης του 75.6% έναντι 62.5% μετά από χειρισμό των κυττάρων με διάλυμα 1:1 

μεθανόλης : ακετόνης (Εικόνα 21).  
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Η χρήση διαλύματος 0.15% Saponin για την διάνοιξη των πόρων απέτυχε να 

δώσει επίπεδα χρώσης που να προσεγγίζουν εκείνα των άλλων δύο μεθόδων 

(δεδομένα που δεν παρουσιάζονται). 

 

 

 IgG Ισότυπος 1:1  Μεθανόλη:Ακετόνη 
0.1% 

Triton X-100 

2% 

DMSO 

   

5mM 

HMBA 

   

3mM 

HMBA 

+ 

10μM 

Hemin 
   

 

Εικόνα 21. Κυτταρομετρία ροής για την ανοσοανίχνεση της β-αλυσίδας της 

αιμοσφαιρίνης σε κλώνο MEL-YAC-C20. Η σύγκριση πραγματοποιείται με δείγμα 

ελέγχου (διακεκομμένες γραμμές) το οποίο έχει υποστεί επαγωγή αλλά έχει βαφτεί με 

αντίσωμα ίδιου ισότυπου με εκείνο κατά της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (IgG1) αλλά 

χωρίς αντιγονική ειδικότητα. Από την σύγκριση των όμοιων κατά τα άλλα δειγμάτων 

αναγνωρίζονται τα πιο αποδοτικά πρωτόκολλα διαφοροποίησης και διάνοιξης των 

πόρων τα οποία επισημαίνονται με κίτρινο χρώμα. 
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5. Ανάλυση της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε 
κυτταρικούς πληθυσμούς MEL που έχουν επιμολυνθεί με αφροϊικούς 
φορείς 
 

Κύτταρα της ερυθροποιητικής σειράς MEL μετήχθησαν με ένα σχετικά 

χαμηλό αριθμό ιϊκών σωματιδίων ανά κύτταρο (Multiplicity Of Infection - ΜΟΙ) ο 

οποίος δεν ξεπερνά το 1.4 στην περίπτωση του φορέα HS40.β και το 0.12 για το 

φορέα HS40.β.cHS4. Μετά από ανάλυση με κυτταρομετρία ροής προέκυψε πως ο 

πληθυσμός των μετηγμένων κυττάρων που εκφράζουν ανθρώπινη β-σφαιρίνη αγγίζει 

το 10.5% και 2.5% του συνολικού πληθυσμού των κυττάρων MEL για τους δύο 

φορείς αντίστοιχα. Η εικόνα που παρατηρούμε από την κυτταρομετρία ροής δεν είναι 

η ύπαρξη μίας ξεκάθαρης ομάδας κυττάρων που εκφράζουν ανθρώπινη β-σφαιρίνη 

αλλά η  μετατόπιση του συνολικού πληθυσμού των κυττάρων προς το μέρος του 

άξονα των x που αφορά στα θετικά κύτταρα για την έκφραση της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης. Αυτό ενδεχομένως οφείλεται στο γεγονός ότι υπάρχει ένα μεγάλο 

ποσοστό κυττάρων που εκφράζουν σε χαμηλά επίπεδα ανθρώπινη β-σφαιρίνη η οποία 

δεν επαρκεί για να τα διαχωρίσει από το συνολικό πληθυσμό των κυττάρων MEL. 

Κυτταρικοί πληθυσμοί που έχουν μετηχθεί με μικρότερο MOI της τάξης του 0.5 και 

0.04 με τους δύο φορείς αντίστοιχα, εμφάνισαν μετατόπιση προς το μέρος του άξονα 

των x που αφορά στα θετικά κύτταρα για την έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρινής 

σε ποσοστό 6.0% και 2.3% αντίστοιχα (Εικόνα 22). 
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Εικόνα 22. Κύτταρα MEL-YAC-C20 που έχουν υποστεί μεταγωγή με τους 

αφροϊικούς φορείς και αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση της 

έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης μετά από διαφοροποίηση με DMSO. Τα 

ιστογράμματα αποτυπώνονται πάνω από εκείνο των μη επιμολυσμένων κυττάρων 

MEL (δείγμα ελέγχου) και οι οριζόντιες γραμμές δείχνουν το ποσοστό των κυττάρων 

που εκφράζουν ανθρώπινη β-σφαιρίνη. 

 
 

Η χρήση του φορέα HS40.β.cHS4 τόσο σε πληθυσμούς κυττάρων MEL όσο 

και σε ανεξάρτητους κυτταρικούς κλώνους MEL (τα δεδομένα δεν παρατίθενται) 

αποδείχθηκε μη αποδοτική στην παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. Ο φορέας 

αυτός, ο οποίος φέρει την ίδια ρυθμιστική αλληλουχία με το φορέα HS40.β, 

MEL-YAC-C20 HS40.β HS40.β.cHS4 
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κατασκευάστηκε προκειμένου να ελεγχθεί κατά πόσο μπορεί να βελτιώσει τη 

σταθερότητα της έκφρασης του διαγονιδίου. Η αδυναμία του να επιδείξει αύξηση ή 

τουλάχιστον εφάμιλλα επίπεδα έκφρασης της β-σφαιρίνης που παράγεται από το 

φορέα HS40.β αυτόματα αποδεικνύει ότι στερείται του θεωρητικού πλεονεκτήματος 

(δράση της αλληλουχίας cHS4 ως μονωτής) έναντι του φορέα αυτού ενώ ταυτόχρονα 

εμφανής ήταν η πτώση στον τίτλο του φορέα HS40.β.cHS4. Ως εκ τούτου, η χρήση 

του δε διερευνήθηκε περαιτέρω και η παρούσα μελέτη εστιάστηκε στη σύγκριση 

μεταξύ των δύο διαφορετικών ρυθμιστικών αλληλουχιών (HS40 και HS2/HS3) 

σχετικά με την ικανότητά τους να εκφράσουν αποδοτικά και σταθερά το γονίδιο της 

β-σφαιρίνης στο πλαίσιο των αφροϊικών φορέων. 

 

 

6. Μεταγωγή κυττάρων της σειράς MEL με φορείς που εκφράζουν β-
σφαιρίνη 
 

Η ερυθροποιητική σειρά MEL χρησιμοποιήθηκε για να υπολογισθεί η 

έκφραση της β-σφαιρίνης από τους αφροϊικούς φορείς, HS40.β και HS2.HS3.β. Τα 

κύτταρα επιμολύνθηκαν με διαφορετικά ΜΟΙ και μετά από 7 ημέρες τοποθετήθηκαν 

σε καλλιέργεια παρουσία 2% DMSO προκειμένου να υποβληθούν σε ερυθροποιητική 

διαφοροποίηση. Την 5η ημέρα καλλιέργειας με 2% DMSO τα κύτταρα συλέχθησαν 

και μελετήθηκε η έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης με κυταρομετρία ροής. 

Μελετήσαμε την ικανότητα έκφρασης των δύο φορέων συγκριτικά και 

παρατηρήσαμε ότι επιτεύχθηκαν αντίστοιχα επίπεδα έκφρασης της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης σε MEL κύτταρα με τον HS40.β (2.5-12.9%, ΜΟΙ 0.6-8) και HS2.HS3.β 

(2.2-7.3%, ΜΟΙ 1-5). Ο γεωμετρικός μέσος του άξονα των x όπου ανιχνεύεται η 

έκφραση της β-σφαιρίνης αντιστοιχεί στη μονάδα μέτρησης που αποκαλείται μέση 

ένταση φθορισμού (Mean Fluorescent Intensity - MFI). Το MFI αποτελεί το μέτρο 

της έντασης της έκφρασης της πρωτεΐνης που ανιχνεύθηκε, εν προκειμένω της β-

σφαιρίνης. Η ένταση της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, όπως προέκυψε από 

την τιμή του MFI, εκφράστηκε ως προς την αντίστοιχη έκφραση της κυτταρικής 

σειράς MEL-YAC-C20, που αποτέλεσε το δείγμα θετικού ελέγχου και ποικίλε μεταξύ 

5-57% και 3-46% για τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα (Εικόνα 23).152  
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  MOI β-σφαιρίνη % 
MFI ως προς το 

δείγμα ελέγχου 
MFI % της YAC 

YAC - 71 ± 15 % 29 ± 13.5 - 
HS40.b (n=9) 0.6-8 7 ± 4.4 % 2.2 ± 0.8 5-57 % 

HS2.HS3.b (n=3) 1-5 4.8 ± 3.6 % 1.3 ± 0.1 3-46 % 
 

 

Εικόνα 23. Κυτταρικοί πληθυσμοί MEL που έχουν υποστεί μεταγωγή με τους 

αφροϊικούς φορείς και αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση της 

έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (οριζόντιος άξονας). Τα ιστογράμματα 

αποτυπώνονται πάνω από εκείνα των μη μετηγμένων κυττάρων MEL (δείγμα ελέγχου 

- διακεκομμένη γραμμή). Η κυτταρική σειρά MEL-YAC-C20 αποτελεί το δείγμα 

θετικού ελέγχου της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. 

 
 

 

7. Συσχέτιση του αριθμού των ενσωματωμένων αφροϊικών 
αντιγράφων και της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε 
ανεξάρτητους κλώνους MEL 
 

Πληθυσμός μετηγμένων κυττάρων MEL υποβλήθηκε σε διαδοχικές αραιώσεις 

και καλλιεργήθηκε σε τρυβλία μικροτιτλοδότησης 96 θέσεων προκειμένου να 

απομονωθούν κυτταρικοί κλώνοι. Οι 116 κλώνοι κυττάρων MEL που 

απομονώθηκαν, ελέγχθηκαν με PCR γενομικού DNA για την ανίχνευση του 

διαγονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης ή αλληλουχίας του αφροϊικού φορέα. Οι 

κλώνοι που βρέθηκαν θετικοί για την ύπαρξη των διαγονιδίων (n=37) υποβλήθηκαν 

σε PCR πραγματικού χρόνου για τον υπολογισμό του αριθμού των αντιγράφων των 

MEL-YAC 
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ενσωματωμένων ιϊκών φορέων που αντιστοιχούν σε κάθε κύτταρο. Το αποτέλεσμα 

ήταν το 94% των κλώνων να έχει 1-3 ιϊκά αντίγραφα και ένας κλώνος είχε 9. Η 

ανάλυση με κυτταρομετρία ροής έδειξε πως οι κυτταρικοί κλώνοι εμφανίζουν 

πληθυσμούς κυττάρων που είναι θετικοί για την έκφραση της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης σε ποσοστά που κυμαίνονται από 19.5% έως και 57%. Ο πληθυσμός των 

κυττάρων αυτών εμφανίζει ξεκάθαρη μετατόπιση της έκφρασης στο ιστόγραμμα της 

κυτταρομετρίας η οποία όμως στους διαφορετικούς κλώνους εμφανίζει διαφορετική 

ένταση (Εικόνα 24). Γι’ αυτό το λόγο υπάρχει η ποικιλία τιμών που εμφανίζονται ως 

ποσοστά κυττάρων που εκφράζουν ανθρώπινη β-σφαιρίνη. Ως πιο αξιόπιστο μέτρο 

σύγκρισης θεωρείται η ένταση της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (Mean 

Fluorescence Intensity - MFI) που κυμάνθηκε από 140% έως 540% σε σύγκριση με 

την αντίστοιχη τιμή των κυττάρων που δεν έχουν επιμολυνθεί και δεν εκφράζουν 

ανθρώπινη β-σφαιρίνη (αρνητικό δείγμα ελέγχου). Στην περίπτωση του κλώνου που 

φέρει 9 ενσωματωμένα ιϊκά αντίγραφα, το ποσοστό των κυττάρων που βρέθηκαν 

θετικά για την έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης ήταν 85% ενώ το MFI της 

έκφρασης αυτής υπολογίσθηκε σε 650% συγκριτικά με την αντίστοιχη τιμή του 

αρνητικού δείγματος ελέγχου.  

 

 

MEL-YAC-C20 Κλώνοι MEL 

   

Vector copy No 2 9 

MFI / MEL-YAC-C20 128.6 % 180.7% 

 

Εικόνα 24. Παρουσίαση δύο αντιπροσωπευτικών κυτταρικών κλώνων MEL στους 

οποίους η έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, όπως προκύπτει από ανάλυση 

κυτταρομετρίας ροής, προσεγγίζει και ξεπερνά αντίστοιχα εκείνης του θετικού 

70% 85% 59% 
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Αριθμός Ιϊκών Αντιγράφων 

δείγματος ελέγχου (MEL-YAC-C20) και σε επίπεδο πληθυσμού θετικών κυττάρων 

για την ανθρώπινη β-σφαιρίνη αλλά και σε επίπεδο έντασης της έκφρασης του 

διαγονιδίου (MFI). 

 
 

Η ανάλυση του MFI της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από κάθε 

κυτταρικό κλώνο με τον αριθμό των ιϊκών αντιγράφων που ενσωματώνει έδειξε ότι 

υπάρχει άμεση συσχέτιση ανάμεσα σε αυτά τα δύο στοιχεία (Εικόνα 25). Από το 

συνολικό αριθμό των κυτταρικών κλώνων που βρέθηκαν θετικοί για την ενσωμάτωση 

του διαγονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (25), παρατηρήθηκε έκφραση της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο 60% (15). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 25. Συσχέτιση της έντασης της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, και 

του αριθμού των ιϊκών αντιγράφων. Με τον τρόπο αυτό αναδεικνύεται η θετική 

συσχέτιση ανάμεσα στα επίπεδα παραγωγής του πρωτεϊνικού προϊόντος και του 

αριθμού των ενσωματωμένων διαγονιδίων που είναι υπεύθυνα για αυτή την 

παραγωγή. 
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8. Σύγκριση της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης μεταξύ των 
αφροϊικών φορέων σε κυτταρικούς κλώνους MEL 
 

 Κύτταρα MEL που έχουν μετηχθεί με το φορέα HS2.HS3.β μετά από 

διαδοχικές αραιώσεις καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία 96 θέσεων με στόχο να 

απομονωθούν κυτταρικοί κλώνοι, με αντίστοιχο τρόπο με αυτόν που έχει περιγραφεί. 

Οι κλώνοι ελέγχθηκαν με αντίδραση PCR και όσοι βρέθηκαν να έχουν ενσωματώσει 

αντίγραφα από τον αφροϊικό φορέα, τοποθετήθηκαν σε καλλιέργεια παρουσία 2% 

DMSO προκειμένου να προαχθεί η ερυθροειδική διαφοροποίησή τους και 

ελέγχθηκαν για την παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης μέσω κυτταρομετρίας 

ροής. Επίσης, μελετήσαμε τον αριθμό των ιϊκών αντιγράφων του κάθε κλώνου και τα 

συσχετίσαμε με τα επίπεδα έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης που παράγουν, 

όπως αυτά προέκυψαν με αντίδραση PCR πραγματικού χρόνου. Η παραγωγή της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης εκφράστηκε σαν ποσοστιαία αύξηση στην ένταση της 

έκφρασης (mean fluoresence intensity, MFI) των κυτταρικών κλώνων MEL ως προς 

την ένταση του αρνητικού δείγματος ελέγχου (μη μετηγμένα MEL) διορθωμένη ως 

προς τον αριθμό των ιϊκών αντιγράφων (vector copy number - VCN) [% (MFI 

κλώνου / δείγμα ελέγχου) / VCN]. 

Οι κυτταρικοί κλώνοι MEL που προέκυψαν από τη μεταγωγή με το φορέα 

HS40.β παράγουν ανθρώπινη β-σφαιρίνη σε επίπεδα της τάξεως του 65% της 

αντίστοιχης παραγωγής του θετικού κλώνου ΜΕL-YAC-C20 ανά ενσωματωμένο ιϊκό 

αντίγραφο. Η αντίστοιχη έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στους κυτταρικούς 

κλώνους που είχαν υποστεί μεταγωγή με το φορέα HS2.HS3.β αγγίζει το 55% του 

θετικού κλώνου ΜΕL-YAC-βGLO ανά ενσωματωμένο ιϊκό αντίγραφο. Όπως 

προκύπτει από την ανάλυση, οι δύο αφροϊικοί φορείς παράγουν ικανή ποσότητα 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης, τα επίπεδα έκφρασης είναι συγκρίσιμα μεταξύ τους και ως 

εκ τούτου οι φορείς HS40.β και HS2.HS3.β κρίνονται εξίσου αποτελεσματικοί στη 

παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στην ερυθροκυτταρική σειρά MEL (Εικόνα 

26).  
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Εικόνα 26. Η παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε κυτταρικούς κλώνους MEL, 

εκφράζεται ως ποσοστό αύξησης της έκφρασης ως προς το αρνητικό δείγμα ελέγχου 

ανά ιϊκό αντίγραφο (μη μετηγμένα κύτταρα MEL). Η μέση τιμή έκφρασης της β-

σφαιρίνης είναι 65% και 55% για τους κλώνους που έχουν μετηχθεί με τους φορείς 

HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα. 

 
 

 

9. Μεταγωγή αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων ποντικιού 
 

Η μελέτη της δράσης των αφροϊικών φορέων σε αρχέγονα αιμοποιητικά 

κύτταρα έγινε με τη χρήση ποντικιών του στελέχους C57BL/6J Hbbth3/+ οι οποίοι 

αποτελούν το μοντέλο β-θαλασσαιμίας στον ποντικό. Προκειμένου να απομονωθούν 

τα ΑΑΚ, στον πληθυσμό των κυττάρων του μυελού των οστών πραγματοποιήθηκε 

αρνητική επιλογή των κυττάρων Lin-, των κυττάρων δηλαδή εκείνων που δεν έχουν 

διαφοροποιηθεί προς κάποιο κυτταρικό τύπο αλλά διατηρούν την ικανότητα 

διαφοροποίησής τους προς όλους τους κυτταρικούς τύπους. Τα κύτταρα 

υποβλήθηκαν σε μεταγωγή με τους ιϊκούς φορείς HS40.β και HS2.HS3.β και την 

επόμενη ημέρα συλλέγησαν και εισήχθησαν σε ημιστερεές καλλιέργειες 

μεθυλκυτταρίνης σε συγκέντρωση 5x103/ml. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν σε 

καλλιέργεια μεθυλκυτταρίνης για 10 ημέρες και τη 10η ημέρα έγινε η συλλογή των 

διαφορετικών, πρόδρομων ερυθροειδικών αποικιών BFU-E (Εικόνα 27α).  
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Από κάθε μία αποικία BFU-Ε απομονώθηκε DNA και ελέγχθηκε με την 

μέθοδο της PCR για την ανίχνευση του ενσωματωμένου αφροϊικού φορέα. Με αυτό 

τον τρόπο έγινε η επιλογή των αποικιών που έχουν μετηχθεί επιτυχώς και κατά 

συνέπεια φέρουν το διαγονίδιο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. Το επίπεδο της 

επιτυχημένης μεταγωγής των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων, όπως προέκυψε 

από το ποσοστό των αποικιών BFU-Ε που έφεραν στο γονιδίωμά τους 

ενσωματωμένους αφροϊικούς φορείς, ήταν το 45% (ΜΟΙ ~20) (Εικόνα 27β).  

Οι αποικίες που είχαν ενσωματωμένους αφροϊικούς φορείς, ελέγχθηκαν με τη 

μέθοδο της PCR με αντίστροφη μεταγραφάση (Reverse Transcription-PCR) για την 

ανίχνευση του mRNA της β-σφαιρίνης καθώς και της ενδογενούς α-σφαιρίνης του 

ποντικιού (γονίδιο αναφοράς). Από τις αποικίες BFU-E που ελέγχθηκαν, το 75% 

βρέθηκε να εκφράζει mRNA της β-σφαιρίνης (Εικόνα 27α).  

 

 
 

α                      

 
 
 

Γονιδίωμα FV  
 

GAPDH ποντικιού 
 

β 
 

 

Εικόνα 27. α. Εικόνες ανάστροφου μικροσκοπίου που δείχνουν την μορφή των 

αποικιών BFU-Ε τη 10η ημέρα καλλιέργειας σε επιφάνεια μεθυλκυτταρίνης. β. 

Ανάλυση PCR γενομικού DNA των διαφορετικών αποικιών BFU-E για την 

ανίχνευση του ενσωματωμένου γονιδιώματος του αφροϊικού φορέα.  

 
 

Γενομικό DNA 
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Όσες από τις αποικίες παρουσιάζουν έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

υποβλήθηκαν σε PCR πραγματικού χρόνου για την ποσοτικοποίηση των επιπέδων 

των μεταγράφων της ενδογενούς α-σφαιρίνης του ποντικιού και της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης που παράγεται από τους αφροϊικούς φορείς. Η σχετική ποσοτικοποίηση 

μεταξύ των δύο αλυσίδων των σφαιρινών έγινε με την μέθοδο 2-ΔΔCt. Από την 

ανάλυση αυτή προέκυψε ότι ο φορέας HS2.HS3.β επιτυγχάνει μέση έκφραση 2% 

(0.5% - 5.8%) της ανθρώπινης β-σφαιρίνης ως προς την ενδογενή α-σφαιρίνη του 

ποντικιού. Τα αντίστοιχα επίπεδα έκφρασης με το φορέα HS40.β ήταν κοντά στο 

12% (2.3% - 33.6%). Όπως προκύπτει από τη σύγκριση των επιπέδων έκφρασης, ο 

φορέας HS40.β αποδεικνύεται αισθητά πιο αποδοτικός στην παραγωγή της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης συγκριτικά με το φορέα HS2.HS3.β στο περιβάλλον των 

ΑΑΚ του ποντικιού (Εικόνα 28β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Αποτελέσματα 

 86 

 
 

 

 
β- 

σφαιρίνη 
α- 

σφαιρίνη 
 

α 

               HS40.β 

 

 

HS2.HS3.β 

 

 

 
β 

 

Εικόνα 28. α. Ανάλυση με RT-PCR για την ανίχνευση της έκφρασης των 

μεταγράφων (mRNA) της ανθρώπινης β-σφαιρίνης και της α-σφαιρίνης του 

ποντικιού σε διαφορετικές αποικίες BFU-Ε. β. Έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

σε ερυθροειδικές αποικίες ποντικιού BFU-E. Η παραγωγή της β-σφαιρίνης, σε 

επίπεδο μεταγράφων, εκφράζεται ως ποσοστό της έκφρασης της ενδογενούς α-

σφαιρίνης του ποντικιού. Η σχετική αυτή έκφραση για αποικίες BFU-E που 

ενσωματώνουν τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β ανήλθε σε 12% και 2% κατά 

μέσο όρο, αντίστοιχα. 
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10. Απομόνωση κυττάρων εμβρυϊκού ήπατος 
 

 Η δυσκολία στην αναπαραγωγή της αποικίας των ποντικιών Hbbth-3/+ και η 

καθυστέρηση που αυτή θα προκαλούσε στην πραγματοποίηση των πειραμάτων από 

την έλλειψη ΑΑΚ από ενήλικα ζώα ήταν ο λόγος που στραφήκαμε σε εναλλακτικές 

πηγές απομόνωσης ΑΑΚ. Μία από τις σημαντικότερες πηγές ΑΑΚ είναι το εμβρυικό 

ήπαρ.  

Κατά τη διάρκεια της εμβρυογένεσης στον ποντικό υπάρχουν διαφορετικά 

όργανα που εξυπηρετούν τις αυξημένες ανάγκες διαφοροποίησης των αρχέγονων 

κυττάρων που στην συνέχεια θα σχηματίσουν το έμβρυο. Η αυξημένη ερυθροποίηση 

που παρατηρείται στο έμβρυο του ποντικιού συντελείται από τα αρχέγονα 

αιμοποιητικά κύτταρα που αρχικά εντοπίζονται στο λεκιθικό σάκο και στην περιοχή 

της αορτής-γονάδων-μεσόνεφρων (Yolk Sack - YS και Aorta Gonad Mesonephr - 

AGM) μεταξύ της 7ης και 10ης ημέρας της κύησης ενώ από την 11η ημέρα, τα ΑΑΚ 

μεταναστεύουν και αποικίζουν το εμβρυϊκό ήπαρ και το θύμο αδένα. Από την ημέρα 

της γέννησης του εμβρύου τα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα εντοπίζονται στο 

μυελό των οστών του ποντικιού.153,154,155 Τα κύτταρα του εμβρυϊκού ήπατος (ΚΕΗ) 

αποτελούν σημαντική πηγή αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων και 

χρησιμοποιούνται εναλλακτικά του μυελού των οστών ως πηγή απομόνωσής τους. 

Από προηγούμενη μελέτη των Morrison et al. (1995) είναι γνωστό ότι από το σύνολο 

των ηπατικών κυττάρων, ο πληθυσμός των ΑΑΚ παρουσιάζεται θετικός για την 

έκφραση του αντιγόνου επιφανείας Mac-1 (σύμπλοκο CD18/CD11b).156 Το γεγονός 

αυτό αξιοποιήσαμε εμείς απομονώνοντας τα κύτταρα CD11b+ από τον ολικό 

πληθυσμό των κυττάρων του εμβρυϊκού ήπατος. Τα κύτταρα αυτά στην συνέχεια 

υπόκεινται σε μεταγωγή με αντίστοιχο πρωτόκολλο όπως και με τα κύτταρα από το 

μυελό των οστών.  

Θηλυκά διαγονιδιακά ποντίκια Hbbth-3/+ (σειρά C57BL/6J) τα οποία είχαν 

διασταυρωθεί με αρσενικά ποντίκια του ιδίου στελέχους και διένυαν την 13.5 ημέρα 

της κύησης, θυσιάστηκαν και τα έμβρυα που κυοφορούσαν απομονώθηκαν 

χειρουργικά. Από τα έμβρυα αυτά έγινε η εξαγωγή του εμβρυϊκού ήπατος και 

απομονώθηκαν όλα τα ηπατικά κύτταρα μετά από οσμωτική λύση των 

ερυθροκυττάρων. Μέρος αυτών των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε για τον 

προσδιορισμό του γονοτύπου των ζώων. Γι’ αυτό το σκοπό, απομονώθηκε DNA και 

πραγματοποιήθηκε PCR με στόχο την ανίχνευση των γονιδίων της β-σφαιρίνης του 
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ποντικιού, της Hypoxanthine-guanine Phosphoribosyl Transferase (HPRT) και της 

Testis-Specific Protein Y-encoded (TSPY). Ανιχνεύοντας ταυτόχρονα HPRT και το 

γονίδιο της ενδογενούς β-σφαιρίνης του ποντικιού μπορέσαμε να διακρίνουμε τα 

φυσιολογικά έμβρυα (Hbb+, HPRT-) από τα θαλασσαιμικά ενώ αυτά περαιτέρω 

διαχωρίζονται σε ετερόζυγα (Hbb+, HPRT+) και ομόζυγα (Hbb-, HPRT+). Τέλος, η 

ανίχνευση του γονιδίου TSPY ορίζει το φύλο του εμβρύου για την εκτίμηση του 

χιμαιρισμού στη μεταμόσχευση των κυττάρων του εμβρυϊκού ήπατος.  

 

 

11. Υγρή καλλιέργεια ερυθροειδικής διαφοροποίησης αρχέγονων 
αιμοποιητικών κυττάρων ποντικιού 
 

 Τα θαλασσαιμικά κύτταρα εμβρυϊκού ήπατος συλλέγονται και 

επαναιωρούνται σε φρέσκο θρεπτικό υλικό μετά τη μεταγωγή τους (18-20 ώρες 

παρουσία συγκεντρωμένου ιϊκού αποθέματος). Τα κύτταρα στη συνέχεια 

τοποθετούνται σε υγρή καλλιέργεια παρουσία των κυτταροκινών Ερυθροποιητίνη 

(EPO), Παράγοντας Αρχέγονων Κυττάρων (Stem Cell Factor - SCF), και 

Δεξαμεθαζόνη (Dexamethason) οι οποίες προάγουν τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων και ταυτόχρονα τα οδηγούν σε μερική ερυθροειδική διαφοροποίηση. Στα 

κύτταρα αυτά μετά από 8-10 ημέρες καλλιέργειας, γίνεται αλλαγή του υλικού 

καλλιέργειας και προστίθεται μόνο η EPO σε συγκέντρωση 5-10 U/ml. Τα κύτταρα 

παραμένουν στην καλλιέργεια για 3 ακόμα ημέρες προκειμένου να προαχθεί η τελική 

διαφοροποίηση των αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων σε ώριμα ερυθροκύτταρα. 

Στην πράξη, τα θαλασσαιμικά κύτταρα του εμβρυϊκού ήπατος δεν 

ανταποκρίνονται θετικά στις συνθήκες της υγρής καλλιέργειας με τον αριθμό τους να 

φθίνει πολύ νωρίς, μην επιτρέποντας να πραγματοποιήσουμε μία ολοκληρωμένη 

ανάλυση της ερυθροποίησης αυτών των κυττάρων αλλά και της παραγωγής της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης καθώς επίσης και της βιωσιμότητάς τους. Σε δύο 

επαναλήψεις του πειράματος αυτού που έχουν πραγματοποιηθεί η πορεία των 

κυττάρων στην καλλιέργεια (ρυθμός ανάπτυξης) ήταν η ακόλουθη (Εικόνα 29).  
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           Untx   HS40.β   HS2.HS3.β 
 

Εικόνα 29. Ρυθμός ανάπτυξης σε ερυθροειδική καλλιέργεια κυττάρων του εμβρυϊκού 

ήπατος σε δύο ανεξάρτητα πειράματα. Τα κύτταρα αυτά δεν ανταποκρίνονται θετικά 

στις συνθήκες καλλιέργειας ex vivo με αποτέλεσμα ο ρυθμός ανάπτυξης να είναι 

θετικός μέχρι την 4η ημέρα. Ο αριθμός των κυττάρων μειώνεται αισθητά και μόνο 

όσο αυξάνεται η ερυθροειδική διαφοροποίηση διακρίνεται κάποια διαφορά στον 

ρυθμό αύξησης ανάμεσα στο θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου (Untx) και στα 

διορθωμένα δείγματα HS40.β και HS2.HS3.β. 

 
 

 Σε κάθε μία από τις δύο επαναλήψεις μπορέσαμε να μετρήσουμε τα επίπεδα 

της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης για τον ένα μόνο αφροϊικό φορέα καθότι 

δεν επαρκούσαν τα κύτταρα για αυτή την ανάλυση και για τους δύο φορείς. Στην 

πρώτη επανάληψη αυτό κατέστη εφικτό για το φορέα HS40.β ενώ στην δεύτερη έγινε 

μόνο για τον φορέα HS2.HS3.β (Εικόνα 30).  
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α     β     

Εικόνα 30. Έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε ερυθροειδικές καλλιέργειες 

αρχέγονων κυττάρων ποντικιού. Σε καλλιέργειες κυττάρων του εμβρυϊκού ήπατος 

που έχουν υποστεί μεταγωγή με τους αφροϊικούς φορείς HS40.β (α) και HS2.HS3.β 

(β) μετρήσαμε την έκφραση της β-σφαιρίνης η οποία σχετίζεται άμεσα με την 

διόρθωση του θαλασσαιμικού φαινοτύπου και την αύξηση της βιωσιμότητας των 

μετηγμένων κυττάρων. 

 
 

Στην πρώτη επανάληψη ήταν δυνατή και η ανάλυση της ερυθροειδικής 

διαφοροποίησης των AAK του εμβρυϊκού ήπατος κάτι το οποίο είναι εφικτό μέσω 

ενός πρωτοκόλλου ανάλυσης που διαμόρφωσαν οι Socolovsky et al το 2001.148 Οι 

δύο πιο κοινοί επιφανειακοί δείκτες ερυθροειδικής διαφοροποίησης στον ποντικό 

είναι το CD71 και το Ter119. Τα επίπεδα έκφρασης των δύο αντιγόνων 

μεταβάλλονται αντιστρόφως ανάλογα μεταξύ τους καθώς εξελίσσεται η ερυθροειδική 

διαφοροποίηση, δηλαδή τα πρόδρομα ερυθροειδικά κύτταρα, οι προερυθροβλάστες, 

χαρακτηρίζονται από υψηλή έκφραση του επιφανειακού μάρτυρα CD71 και χαμηλή 

έκφραση του Ter119. Καθώς προχωρά η ερυθροποίηση και οι προερυθροβλάστες 

διαφοροποιούνται σε βάσεο-, πόλυ-, όρθο-χρωματόφιλους και τελικώς σε ώριμα 

ερυθροκύτταρα η έκφραση του CD71 μειώνεται και τελικώς ελαχιστοποιείται ενώ 

αντίθετα η έκφραση του Ter119 επάγεται συνεχώς σε υψηλότερα επίπεδα. Τα 

τέσσερα αυτά στάδια της ερυθροειδικής διαφοροποίησης χαρακτηρίζονται με βάση 

αυτό το πρωτόκολλο ανάλυσης από τους εξής φαινοτύπους, όπως αυτοί 

διαμορφώνονται μέσω κυτταρομετρίας ροής, σε CD71high Ter119med, CD71high 

Ter119high, CD71med Ter119high, CD71low Ter119high (Εικόνα 31).  
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I: Προερυθροβλάστες, 

II: Βασεόφιλοι Ερυθροβλάστες, 

III: Πολυχρωματόφιλοι Ερυθροβλάστες, 

IV: Ορθοχρωματόφιλοι Ερυθροβλάστες 

 
 

                       CD71high           CD71high          CD71med        CD71low 
                       Ter119med         Ter119high         Ter119high     Ter119high 

 

Εικόνα 31. Ανάλυση της ερυθροποίησης με κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιώντας τα 

αντιγόνα επιφανείας CD71 και Ter119. Ανάλογα με τα επίπεδα έκφρασής τους 

ταξινομούνται σε 4 πεδία (Ι-ΙV) τα οποία αντιστοιχούν στα 4 επίπεδα ερυθροειδικής 

διαφοροποίησης.  

 
 

 Για την ανάλυση της ερυθροποίησης των ηπατικών ΑΑΚ που καλλιεργούμε 

κάτω από συνθήκες ερυθροειδικής διαφοροποίησης πραγματοποιήσαμε χρώση με 

αντισώματα ενάντια στο CD71 και Ter119 και στην συνέχεια εφαρμόσαμε 

κυτταρομετρία ροής. Ο έλεγχος της ερυθροποίησης έγινε σε δύο χρονικά σημεία, 

κατά την έκτη (D6) και κατά την ένατη ημέρα (D9) της καλλιέργειας. Με βάση τη 

μέθοδο χρώσης που ακολουθήσαμε, φαίνεται (Εικόνα 32) ότι κατά την έκτη ημέρα 

της καλλιέργειας υπερισχύουν οι πρόδρομοι ερυθροβλάστες (στάδιο Ι) ενώ μέχρι την 

ένατη ημέρα έχουμε διαφοροποίηση κατά κύριο λόγο σε βασεόφιλους ερυθροβλάστες 

(στάδιο ΙΙ). 
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Εικόνα 32. Ανάλυση της ερυθροειδικής διαφοροποίησης αρχέγονων κυττάρων 

ποντικιού σε υγρή καλλιέργεια με χρώση για τα αντιγόνα επιφανείας CD71 και 

Ter119 και κυτταρομετρία ροής. Ο ορισμός των τεσσάρων πεδίων της γραφικής 

παράστασης που αντιστοιχούν στα τέσσερα στάδια ερυθροειδικής διαφοροποίησης 

ανέδειξε (α) τη σταδιακή διαφοροποίηση των κυττάρων από την 6η στην 9η ημέρα 

από CD71high Ter119med προς CD71high Ter119high και (β) τη βελτιωμένη 

ερυθροποίηση (υψηλότερο % CD71high Ter119high) των μετηγμένων κυττάρων 

συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά κύτταρα ελέγχου (Untx). 

 
 

 Το συμπέρασμα που προκύπτει από αυτή την ανάλυση είναι ότι τα μετηγμένα 

κύτταρα με αφροϊικούς φορείς επιτυγχάνουν αυξημένη ερυθροποίηση συγκριτικά με 

τα μη μετηγμένα (untransduced - Untx) θαλασσαιμικά κύτταρα ελέγχου. Κατά την 

έκτη μέρα ο αριθμός των προερυθροβλαστών (CD71high Ter119med) είναι κατά 1.6 και 

1.2 φορές αυξημένος ενώ και κατά την ένατη ημέρα ο αριθμός των βασεόφιλων 

ερυθροβλαστών είναι κατά 1.6 και 1.05 φορές αυξημένος για τα κύτταρα που έχουν 

μετηχθεί με τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα. Αυτό το αποτέλεσμα 
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υποδηλώνει ότι η παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης μέσω των αφροϊικών 

φορέων επιφέρει ερυθροειδική διαφοροποίηση και μερική διόρθωση του 

θαλασσαιμικού φαινοτύπου τη στιγμή που τα θαλασσαιμικά κύτταρα ελέγχου, λόγω 

αδυναμίας παραγωγής αιμοσφαιρίνης, οδηγούνται ταχύτερα στην απόπτωση. Το 

δεύτερο συμπέρασμα που προκύπτει είναι ότι ο φορέας HS40.β επιτυγχάνει 

μεγαλύτερη διόρθωση του θαλασσαιμικού φαινοτύπου των κυττάρων του εμβρυϊκού 

ήπατος στον ποντικό σε σχέση με τον φορέα HS2.HS3.β κάτι που αναδεικνύεται από 

τα σαφώς αυξημένα ποσοστά των ερυθροειδικών κυτταρικών πληθυσμών (36% 

έναντι 23% CD71high Ter119high) (Εικόνα 32).  

 

 

12. Έλεγχος των θαλασσαιμικών ποντικιών (Hbbth-3/+) 
 

Το μοντέλο των θαλασσαιμικών ποντικιών Hbbth-3/+ δημιουργήθηκε από τους 

Smithies et al (1995) μετά την πλήρη αφαίρεση των β1 και β2 γονιδίων της β-

σφαιρίνης.157 Οι ελλείψεις των γονιδίων β1 και β2 της β-σφαιρίνης του ποντικιού 

Hbbth-3/+ δημιουργήθηκαν μετά από ομόλογο ανασυνδυασμό και στο σημείο αυτό από 

τη μέθοδο του ανασυνδυασμού έχουν εισαχθεί και διατηρούνται αλληλουχίες του 

ανθρώπινου γονιδίου HPRT. Τα ομόζυγα ποντίκια ως προς αυτές τις ελλείψεις (Hbbth-

3/th-3) εμφανίζουν φαινότυπο μείζονος β-θαλασσαιμίας ο οποίος είναι θνησιγενής στο 

έμβρυο με αποτέλεσμα τα έμβρυα να πεθαίνουν προτού γεννηθούν. Τα ετερόζυγα 

ποντίκια παρουσιάζουν τον φαινότυπο ενδιάμεσης β-θαλασσαιμίας με μειωμένα 

επίπεδα αιμοσφαιρίνης και αιματοκρίτη, σημαντικά μειωμένες τιμές μέσου όγκου 

ερυθροκυττάρων (MCV) και μέσης περιεκτικότητας αιμοσφαιρίνης (MCH), ενώ στο 

περιφερικό αίμα τα ερυθρά κύτταρα εμφανίζονται μικροκυτταρικά, υπόχρωμα και 

έχουν όλες τις μορφολογικές αλλοιώσεις της β-θαλασσαιμίας.  

Η διασταύρωση των ποντικιών Hbbth-3/+ μεταξύ τους δίνει πολύ μικρό αριθμό 

απογόνων και για αυτό το λόγο υιοθετήθηκε η επιλογή της διασταύρωσης μεταξύ 

Hbbth-3/+ και φυσιολογικών ποντικιών του ιδίου στελέχους (C57BL/6J) και η χρήση 

των ετερόζυγων ζώων. Οι απόγονοι αυτής της διασταύρωσης ελέγχονται μετά από 

πραγματοποίηση τομής της άκρης της ουράς τους σε ηλικία 3-4 εβδομάδων και 

επιλέγονται τα ετερόζυγα θαλασσαιμικά ποντίκια, που αναμένονται σε ποσοστό 50%. 

Από το τμήμα της ουράς πραγματοποιείται απομόνωση γενομικού DNA ενώ με την 
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τομή συλλέγεται και μία μικρή ποσότητα περιφερικού αίματος η οποία και 

διατηρείται σε μικροσωληνάκι με αντιπηκτική ουσία. Το περιφερικό αίμα ξεπλένεται 

από την αντιπηκτική ουσία με φυσιολογικό ορό ή PBS και στην συνέχεια στρώνεται 

σε πλακίδιο όπου μονιμοποιείται με μεθανόλη και βάφεται διαδοχικά με τις 

χρωστικές ουσίες May Grunwald και Giemsa. 

Το γενομικό υλικό του κάθε ποντικιού αναλύεται με αντίδραση PCR για την 

ανίχνευση των αλληλουχιών του ανθρώπινου γονιδίου HPRT που εισήχθησαν μετά 

τον ανασυνδυασμό.  

( Ζεύγος Εκκινητών: F: 5΄-GGCAAAGGATGTGATACGTGGAAG-3΄  

          R: 5΄-CCAGTTTCACTAATGACACAAACATG-3΄)  

Κατά την ανάλυση των προϊόντων της PCR σε πήκτωμα αγαρόζης ελέγχεται η 

παρουσία ζώνης ειδικής για την αλληλουχία του ανθρώπινου γονιδίου HPRT (Εικόνα 

33). Ο εντοπισμός μίας τέτοιας ζώνης αναδεικνύει τα ετερόζυγα δείγματα DNA και 

κατά συνέπεια τα ποντίκια Hbbth-3/+. 

 

 
 

 
Εικόνα 33. Αντίδραση PCR για την ανίχνευση των αλληλουχιών του ανθρώπινου 

γονιδίου HPRT οι οποίες εντοπίζονται στο γονιδίωμα των διαγονιδιακών ποντικιών 

Hbbth-3/. Η ύπαρξη δειγμάτων αρνητικού (Non Template Control-NTC) και θετικού 

ελέγχου (ενδογενές γονίδιο TNFα) επιτρέπουν την αξιολόγηση ψευδώς θετικών και 

ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων, αντίστοιχα. 

 
 

Τα αποτελέσματα της PCR επαληθεύονται επίσης από την μελέτη των 

πλακιδίων περιφερικού αίματος στο μικροσκόπιο όπου τα ερυθροκύτταρα των 

θαλασσαιμικών ζώων εμφανίζουν την εικόνα των μικροκυτταρικών, υποχρωματικών 

ερυθροκυττάρων (Εικόνα 34).  

HPRT 

TNFα 

NTC 
Hbbth-3/+   
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Εικόνα 34. Εικόνα από οπτικό μικροσκόπιο (1000Χ) του περιφερικού αίματος (α) 

φυσιολογικού και (β) θαλασσαιμικού ποντικιού Hbbth-3/+.  

 
 

 

13. Βελτιστοποίηση της κυτταρομετρίας ροής του περιφερικού 
αίματος 
 

 Θελήσαμε να ελέγξουμε τις παραμέτρους της κυτταρομετρίας ροής που θα 

εφαρμόσουμε προτού προχωρήσουμε στην ανίχνευση της ύπαρξης της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης στο περιφερικό αίμα ποντικιού. Γνωρίζουμε ότι στο περιφερικό αίμα η 

πλειοψηφία των κυττάρων είναι ώριμα ερυθροκύτταρα αλλά θελήσαμε να ελέγξουμε 

σε τι βαθμό οι υπόλοιποι κυτταρικοί τύποι επηρεάζουν την εικόνα της 

κυτταρομετρίας ροής και αυτό γιατί ο κυτταρικός πληθυσμός στον οποίο περιορίζεται 

η έκφραση της β-σφαιρίνης είναι τα ερυθροκύτταρα. 

Δείγματα περιφερικού αίματος ποντικιού βάφτηκαν με αντισώματα κατά των 

αντιγόνων TER-119 και CD45 που εμφανίζουν ειδικότητα ως προς τα ερυθρά και 

λευκά κύτταρα, αντίστοιχα. Το αποτέλεσμα που προέκυψε ήταν ότι το 99.4% των 

κυττάρων ήταν ερυθρά και μόλις το 0.6% λευκά (Εικόνα 17Αi και 17Βi). Δείγματα 

του ιδίου περιφερικού αίματος υποβλήθηκαν σε μερική λύση των ερυθροκυττάρων 

μετά από επώαση με το αντίστοιχο διάλυμα. Τα δείγματα αυτά στην συνέχεια 

επωάστηκαν με τα αντισώματα κατά των αντιγόνων TER-119 και CD45 και 

α   β  
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αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής. Ως αποτέλεσμα της μερικής λύσης των 

ερυθροκυττάρων, τα τελευταία αποτέλεσαν το 75.5% των συνολικών κυττάρων του 

δείγματος και τα λευκά κύτταρα το 15.7% αυξάνοντας κατά 25 φορές την 

συγκέντρωσή τους (Εικόνα 35Aii και 35Βii).  

 

 

 

Εικόνα 35. Σήμανση περιφερικού αίματος ποντικιού με αντισώματα κατά των 

αντιγόνων TER-119 (Αi) και CD45 (Βi) που ανιχνεύουν τα ερυθροκύτταρα και όλους 

τους αιμοποιητικούς κυτταρικούς τύπους πλην των ερυθροκυττάρων και των 

κυττάρων του πλάσματος, αντίστοιχα. Δίπλα τους βρίσκεται η ανάλυση των ίδιων 

δειγμάτων μετά από μερική λύση ερυθροκυττάρων (Αii και Βii).  

 
 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα δείγματα περιφερικού αίματος δεν απαιτούν 

περαιτέρω επεξεργασία απαλλαγής από τους λοιπούς κυτταρικούς τύπους καθώς η 

συγκέντρωσή τους είναι αμελητέα, με τη συντριπτική πλειοψηφία των κυττάρων να 

είναι ερυθρά αιμοσφαίρια τα οποία και αποτελούν τον κυτταρικό στόχο προς 

ανάλυση. 

 Το επόμενο βήμα είναι ο έλεγχος της ανίχνευσης της κυτταροπλασματικής β-

σφαιρίνης σε δείγματα ανθρώπινου περιφερικού αίματος μέσω ενδοκυττάριας 

σήμανσης. Δείγματα αίματος μονιμοποιήθηκαν σε διάλυμα 4% παραφορμαλδεΰδης 

και στη συνέχεια διανοίχτηκαν οι πόροι στην κυτταρική μεμβράνη. Το διάλυμα που 

χρησιμοποιήθηκε για την διάνοιξη των πόρων στα τοιχώματα των κυττάρων ήταν 1:4 

μεθανόλης:ακετόνης αντί για 0.1% Triton X-100 το οποίο επέφερε αυξημένο 

ποσοστό κυτταρικού θανάτου (δεν παρουσιάζονται τα δεδομένα). Τέλος, τα κύτταρα 

επωάστηκαν με αντίσωμα κατά της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στους 4οC γιατί η 

TER119-PE CD45-FITC 

A B 

i ii 

Περιφερικό αίμα ποντικιού 

i ii 
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επώαση είτε σε θερμοκρασία δωματίου ή στους 37οC  είχε σαν αποτέλεσμα μειωμένη 

ειδικότητα (δεν παρουσιάζονται τα δεδομένα).  

Η χρώση θεωρείται επιτυχής όταν τα κύτταρα εμφανίζουν πλήρη μετατόπιση 

επί του ιστογράμματος που ανιχνεύεται η β-σφαιρίνη (άξονας x). Η μη ειδική 

πρόσδεση του αντισώματος, όπως μετρήθηκε μετά από χρώση με τον ισότυπο IgG, 

ήταν της τάξεως του 2.5%. Η χρώση του δείγματος του ανθρώπινου περιφερικού 

αίματος με αντίσωμα έναντι της ανθρώπινης β-σφαιρίνης έδειξε μία σχεδόν 

ολοκληρωτική μετατόπιση των κυττάρων στον άξονα των x, με το ποσοστό των 

κυττάρων που ξεπερνούν το κατώφλι της έκφρασης που έχουμε θέσει να είναι 

μεγαλύτερο του 60%. Ο λόγος που αυτό το ποσοστό δεν αγγίζει το 100% έχει να 

κάνει (1) με το πώς ορίζουμε το κατώφλι της έκφρασης με βάση την εικόνα του 

ισότυπου IgG και πόσο στενά τοποθετούμε το περίγραμμα (gate) στη χρώση ελέγχου 

και (2) με τη διαδικασία της ενδοκυττάριας χρώσης, η οποία έχει αρκετά στάδια στα 

οποία ο ανθρώπινος παράγοντας μπορεί να επηρεάσει οποιοδήποτε από τα στάδια 

μονιμοποίησης, της διάνοιξης των πόρων και της χρώσης και κατά συνέπεια και το 

τελικό αποτέλεσμα της χρώσης της β-σφαιρίνης (Εικόνα 36).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 36. Εσωτερική χρώση ανθρώπινου περιφερικού αίματος με αντίσωμα 

ισοτυπικού ελέγχου (α) και κατά της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (β). 

 
 

IgG β-σφαιρίνη 

Περιφερικό αίμα ανθρώπου 

α β 
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14. Μεταμόσχευση αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων  σε μυϊκά 
μοντέλα β-θαλασσαιμίας 
 

Η μελέτη της ικανότητας των αφροϊικών φορέων που εκφράζουν ανθρώπινη 

β-σφαιρίνη να διορθώσουν το θαλασσαιμικό φαινότυπο στο ζωικό μοντέλο της β-

θαλασσαιμίας ελέγχθηκε μέσω μεταμόσχευσης γενετικώς διορθωμένων αρχέγονων 

αιμοποιητικών κυττάρων στο μοντέλο β-θαλασσαιμίας του ποντικιού Hbbth-3/+, που 

χορηγήθηκε από τον καθηγητή Ν.Ανάγνου (ΕΚΠΑ, Ιατρική Σχολή). Τεχνικές 

δυσκολίες στη διασταύρωση του πειραματικού μοντέλου των ποντικιών Hbbth-3/ th-3 

(μικρός αριθμός ετερόζυγων απογόνων) μας οδήγησαν στη χρήση θηλυκών ποντικιών 

C57BL/6J Hbbth-3/+ για λήψη μυελού των οστών και αρσενικών C57BL/6J για δέκτες 

της μεταμόσχευσης κυττάρων μυελού των οστών. 

Απομονώσαμε αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα από τα διαγονιδιακά ποντίκια 

Hbbth-3/+, τα καλλιεργήσαμε παρουσία συγκεντρωμένων ιϊκών αποθεμάτων για 16-20 

ώρες και την επομένη χορηγήσαμε αυτά τα κύτταρα ενδοφλεβίως σε μερικώς 

μυελοκατεσταλμένα (με χρήση Busilvex) φυσιολογικά ποντίκια δέκτες του ίδιου 

στελέχους αλλά διαφορετικού φύλου. Η προέλευση των αρχέγονων αιμοποιητικών 

κυττάρων του ποντικιού ήταν είτε από μυελό των οστών ώριμων θαλασσαιμικών 

ποντικιών (Lin-) ή από το εμβρυϊκό ήπαρ, μία νέα προσέγγιση που βασίστηκε στη 

μελέτη των Rivella et al. (2003).158 Για τη χρήση ΑΑΚ εμβρυϊκού ήπατος, 

επιλέχτηκαν ομόζυγα θαλασσαιμικά έμβρυα (Hbbth-3/th-3), ενώ σε κάθε περίπτωση τα 

ποντίκια δέκτες ήταν φυσιολογικά ποντίκια του στελέχους C57BL/6J. Κατά την 

πειραματική προσέγγιση της χρησιμοποίησης των ΑΑΚ του εμβρυϊκού ήπατος, η 

αντικατάσταση του ενδογενούς πληθυσμού των κυττάρων του μυελού των οστών από 

ομόζυγα θαλασσαιμικά ΑΑΚ αναμένεται να έχει ως αποτέλεσμα την αδυναμία 

παραγωγής ώριμων ερυθροκυττάρων, την ανάπτυξη θαλασσαιμίας και τελικώς, το 

θάνατο. Αντιθέτως, αναμένεται οι μεταμοσχευμένοι δέκτες των ΑΑΚ του εμβρυϊκού 

ήπατος τα οποία προηγουμένως έχουν μετηχθεί με τους αφροϊικούς φορείς που 

εκφράζουν ανθρώπινη β-σφαιρίνη να εμφανίζουν διορθωμένο φαινότυπο και κατά 

συνέπεια να ζουν χωρίς εμφανή προβλήματα και με βελτιωμένες αιματολογικές 

παραμέτρους. 

Αυτό που παρατηρήσαμε είναι ότι στις 16-25 εβδομάδες μετά την 

μεταμόσχευση, το ποσοστό χιμαιρισμού ήταν χαμηλό με μέσο επίπεδο κυττάρων 

δότη στο μυελό των οστών να κυμαίνεται κάτω του 50% (Μ.Ο: 47%, εύρος: 15-80% 
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n=9) ενώ σε μεγάλο αριθμό πειραματόζωων ο χιμαιρισμός κρίθηκε πολύ μικρός ώστε 

να αξιολογηθεί η βελτίωση των αιματολογικών παραμέτρων τους (0-15% n=9). Το 

αποτέλεσμα αποδόθηκε στην μερική (και όχι πλήρη) μυελοκαταστολή που 

επιτυγχάνουμε με την χορήγηση 4 δόσεων Busilvex σε ισάριθμες ημέρες πριν από 

την μεταμόσχευση. Η εναλλακτική μέθοδος (χορήγηση μυελοαφανιστικής δόσης 

ακτινοβολίας 10-12Gy), δεν είναι προς το παρόν διαθέσιμη στο ερευνητικό κέντρο. Η 

παρατήρηση του χαμηλού χιμαιρισμού ήταν περισσότερο έκδηλη στην περίπτωση 

των ποντικιών που μεταμοσχεύθηκαν με ΑΑΚ του εμβρυϊκού ήπατος κάτι που 

ενδεχομένως να σχετίζεται με την αδυναμία επιβίωσης των ομόζυγων θαλασσαιμικών 

κυττάρων εν αντιθέσει με τα Lin- που προέρχονται από ενήλικα ετερόζυγα 

θαλασσαιμικά ζώα. Σε δύο περιπτώσεις επιτυχημένης μεταμόσχευσης μη 

διορθωμένων ομόζυγων θαλασσαιμικών κυττάρων εμβρυϊκού ήπατος τα ποντίκια 

εμφάνισαν φαινότυπο βαριάς αναιμίας (RDW 25-35, υπερμεγέθης σπλήνας, μειωμένη 

κινητικότητα και καχεξία) και τελικά απεβίωσαν μετά από 8-9 εβδομάδες. Το γεγονός 

αυτό έδειξε μεν την ορθότητα της πειραματικής μας προσέγγισης και την εν δυνάμει 

ικανότητα της προσέγγισης αυτής να προσομοιάσει τις συνθήκες βαριάς β-

θαλασσαιμίας, στην πράξη όμως τα ΑΑΚ του εμβρυϊκού ήπατος δεν εμφανίζουν 

επιτυχημένη ικανότητα αιμοποιητικής αναγέννησης μετά από μεταμόσχευση ενώ 

είναι σχετικά μειωμένα και τα επίπεδα γονιδιακής μεταφοράς.  

 

 

15. Διόρθωση του θαλασσαιμικού φαινοτύπου σε μεταμοσχευμένα 
ποντίκια με γενετικά διορθωμένα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα 
 

 Τα κύτταρα του μυελού των οστών που απομονώθηκαν από ποντίκια 

C57BL/6J Hbbth-3/+ υποβλήθηκαν αρχικά σε επιλογή των αρχέγονων κυττάρων Lin-

και στην συνέχεια σε μεταγωγή με τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β με ΜΟΙ≤10. 

Τα ποντίκια στελέχους C57BL/6J υποβλήθηκαν σε μυελοκαταστολή με 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση Busilvex επί τέσσερις ημέρες σε δόσεις τελικής 

συγκέντρωσης 20mg/kg/ημέρα (d -4 έως d -1). Την επόμενη ημέρα της μεταγωγής τα 

ιϊκά αποθέματα αφαιρέθηκαν μετά από δύο πλύσεις με PBS και τα κύτταρα 

επαναιωρήθηκαν σε PBS. Κατά προσέγγιση, 1x105 μετηγμένα κύτταρα χορηγήθηκαν 

ενδοφλέβια στα μυελοκατεσταλμένα ποντίκια C57BL/6J.     
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 Στα μεταμοσχευμένα ποντίκια έγιναν αιμοληψίες από την ουρά τους 

προκειμένου να ελεγχθούν τα επίπεδα των αιμοσφαιρινών στο περιφερικό αίμα και 

τελικά μετά από 4 μήνες παρακολούθησης, θυσιάστηκαν. Τα ποσοστά των κυττάρων 

του δότη αναλύθηκαν με PCR πραγματικού χρόνου για την ανίχνευση του 

χρωμοσώματος Υ και κυμάνθηκαν από 0% έως 57%. Μεταξύ της πρώτης ομάδας 

πειραματόζωων που παρακολουθήθηκαν και θυσιάστηκαν υπήρξε ένα ζώο από κάθε 

αφροϊικό φορέα που εμφάνισε αποδεκτά ποσοστά μεταμόσχευσης της τάξεως του 

16.8% και 57.4%, για τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα (Εικόνα 37).  

 

 

 

Εικόνα 37. Ανάλυση κυτταρομετρίας ροής της έκφρασης της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης στο περιφερικό αίμα ποντικιών που έχουν μεταμοσχευθεί με μετηγμένα 

κύτταρα Lin- του μυελού των οστών. Η έκφραση που προέρχεται από τα 

μεταμοσχευμένα Lin- που έχουν υποστεί μεταγωγή με τους φορείς HS40.β και 

HS2.HS3.β συγκρίνεται με θετικό δείγμα ελέγχου ανθρώπινου περιφερικού αίματος. 

Ως αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιείται περιφερικό αίμα μη μεταμοσχευμένου 

ποντικιού. 

 
 

Το περιφερικό αίμα των ποντικιών ελέγχθηκε με κυτταρομετρία ροής για την 

ανθρώπινη β-σφαιρίνη. Τα ποσοστό των ερυθρών κυττάρων που εξέφραζαν 

ανθρώπινη β-σφαιρίνη στο περιφερικό αίμα των δύο ζώων ήταν 3.8% και 4.6% για τα 

ποντίκια που μεταμοσχεύτηκαν με τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα. 

Το αντίστοιχο ποσοστό στο ανθρώπινο περιφερικό αίμα που μπορούσε να ανιχνευτεί 

με τη μέθοδό μας ήταν 58%. Η ένταση της έκφρασης (MFI) της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης στα δείγματα των δύο ποντικιών (εκφραζόμενης ως ποσοστό της 

58.2 %
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αντίστοιχης έκφρασης του δείγματος ελέγχου) ήταν της τάξης του 33% και 32% για 

τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα (Εικόνα 38).  

 

 
 

 Control HS40.β HS2.HS3.β 

% Χιμαιρισμός (Y) - 16.8 57.4 

Αριθμός ιϊκών 

αντιγράφων (VCN) 
- 1.0 0.3 

MFI / θετικό δείγμα  - 33% 32% 

RBC 10.5x106/μl 11x106/μl (↑4.7%) 12.5x106/μl (↑19.0%) 

HGB 15.9g/dl 16.5g/dl (↑3.8%) 18.9g/dl (↑18.8%) 

HCT 43.8% 45.9% (↑2.1%) 52.5% (↑8.7%) 

Μέγεθος σπλήνα 0.0762gr 0.0734gr (↓3.7%) 0.0720gr (↓5.5%) 

 

Εικόνα 38. Χαρακτηριστικά των μεταμοσχευμένων ποντικιών. Αναφέρονται τα 

ποσοστά επιτυχημένου χιμαιρισμού, τα ιϊκά αντίγραφα που ενσωματώνονται ανά 

κύτταρο που προέρχεται από τα μετηγμένα κύτταρα Lin-, η ένταση της έκφρασης της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης στα ποντίκια συγκριτικά με την αντίστοιχη έκφραση στο 

δείγμα θετικού ελέγχου και τέλος οι αιματολογικές παράμετροι (αριθμός 

ερυθροκυττάρων, συγκέντρωση αιμοσφαιρίνης, αιματοκρίτης αλλά και το μέγεθος 

του σπλήνα).   

 
 

Συγχρόνως το περιφερικό αίμα των ποντικιών αναλύθηκε ως προς τις 

αιματολογικές του παραμέτρους και διαπιστώθηκε αύξηση του αριθμού των 

ερυθροκυττάρων (Red Blood Cell - RBC), του αιματοκρίτη (Hematocrit - HCT) και 

της αιμοσφαιρίνης (Hemoglobin - HGB) ως προς το δείγμα ελέγχου που δεν είχε 

υποστεί μεταγωγή με τους φορείς μας. Η αύξηση στην συγκέντρωση των 

ερυθροκυττάρων ήταν της τάξεως του 4.7% και 19% για τους φορείς HS40.β και 

HS2.HS3.β ενώ στα επίπεδα της αιμοσφαιρίνης και του αιματοκρίτη η αύξηση ήταν 

3.8% και 18.8% (HCT) καθώς και 2.1% και 8.7% (HGB) για τους δύο φορείς, 

αντίστοιχα. Μετά την θυσία των ζώων απομονώθηκαν οι σπλήνες τους και μετρήθηκε 
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το βάρος τους. Η μείωση στο βάρος των σπληνών των ζώων που είχαν μεταμοσχευτεί 

με κύτταρα μετηγμένα με τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β υπολογίσθηκε σε 3.7% 

και 5.5%, αντίστοιχα (Εικόνα 38).  

 Τα μεταμοσχευμένα ποντίκια θανατώθηκαν μετά από 4 μήνες και τα κύτταρα 

του μυελού των οστών συλλέχθηκαν μετά την θανάτωση των ζώων. Από τα κύτταρα 

αυτά απομονώθηκε DNA το οποίο και υποβλήθηκε σε PCR πραγματικού χρόνου για 

το χρωμόσωμα Υ. Από την αντίδραση PCR υπολογίσθηκε το ποσοστό των 

μεταμοσχευμένων κυττάρων στα ποντίκια. Με μία δεύτερη αντίδραση PCR για την 

ανίχνευση των αφροϊικών φορέων υπολογίσθηκε και ο αριθμός των ιϊκών 

αντιγράφων που ενσωματώθηκαν στα μετηγμένα κύτταρα του μυελού των οστών. Η 

τιμή αυτή (Vector Copy Number-VCN) υπολογίσθηκε σε 1 ιϊκό αντίγραφο ανά 

μεταμοσχευμένο κύτταρο για τα κύτταρα που υπέστησαν μεταγωγή με τον φορέα 

HS40.β και 0.3 για τα αντίστοιχα κύτταρα που υπέστησαν μεταγωγή με τον φορέα 

HS2.HS3.β (Εικόνα 38).   

 Τα πειραματικά μοντέλα των ποντικιών Hbbth-3/+ έδειξαν βελτίωση σε όλες τις 

αιματολογικές παραμέτρους καθώς και μερική διόρθωση του θαλασσαιμικού 

φαινοτύπου μέσω της παραγωγής της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από τα μετηγμένα 

κύτταρα που τους μεταμοσχεύτηκαν. Η πρώτη εικόνα που δόθηκε για τη διόρθωση 

του θαλασσαιμικού φαινοτύπου in vivo είναι ενθαρρυντική αλλά χρειάζεται 

περαιτέρω διερεύνηση καθώς η διαφορά στα επίπεδα του εποικισμού από τα κύτταρα 

δότη είναι μεγάλη και το δείγμα μικρό. 

 
 

16. In vivo παραγωγή ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε μεταμοσχευμένα 
ποντίκια με γενετικά διορθωμένα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα 
 

Η μέτρηση της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο περιφερικό αίμα 

των μεταμοσχευμένων ποντικιών έγινε σε τρείς περιόδους της ζωής τους, στην 

αρχική φάση μετά τη μεταμόσχευση (7η-12η εβδομάδα), σε μία ενδιάμεση φάση (13η-

17η εβδομάδα) και με τη λήξη του πειράματος (18η-25η εβδομάδα). Στην περίπτωση 

των δεκτών που πήραν διορθωμένα ΑΑΚ του εμβρυϊκού ήπατος, παρατηρήσαμε ότι 

μόνο ένας μικρός αριθμός ζώων είχε χιμαιρική αιμοποίηση και παρουσίαζε έκφραση 

της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε αρκετά χαμηλά επίπεδα αλλά σε σταθερή βάση κατά 

τη διάρκεια της ζωής των ποντικιών. Οι δύο φορείς (HS40.β και HS2.HS3.β) έδειξαν 
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παρεμφερή επίπεδα έντασης της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο 

περιφερικό αίμα των ποντικιών σε σύγκριση τόσο με ποντίκια ελέγχου (φορές 

αύξησης του MFI ως προς το αρνητικό δείγμα ελέγχου: 1.64x έναντι 1.12x) όσο και 

ποσοστά έκφρασης αναφορικά με τα αντίστοιχα επίπεδα ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε 

ανθρώπινο περιφερικό αίμα που χρησιμοποιήθηκε ως θετικό δείγμα ελέγχου 

(ποσοστό έκφρασης ως προς το ανθρώπινο δείγμα ελέγχου: 11.36% έναντι 7.17%) 

(Εικόνα 39Β & Εικόνα 40Β). 

 

 

Εικόνα 39. Έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο μοντέλο του θαλασσαιμικού 

ποντικιού. Η παραγωγή της β-σφαιρίνης εκφράζεται ως τιμή αύξησης της έντασης 

που προκύπτει από κυτταρομετρία ροής (MFI) στο περιφερικό αίμα 

μεταμοσχευμένων ποντικιών με κύτταρα Lin- (Α) και κύτταρα του εμβρυϊκού ήπατος 

(ΚΕΗ) (Β) σε σχέση με φυσιολογικά ποντίκια. 

 
 

 Στην περίπτωση της χρησιμοποίησης των κυττάρων Lin- του μυελού των 

οστών, τα ποσοστά χιμαιρισμού και μεταγωγής είναι μεγαλύτερα. Τα επίπεδα 

έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο περιφερικό αίμα των μεταμοσχευμένων 

ποντικιών με τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β φτάνουν το 26.6% και το 17.6% (με 

εύρος 7.2 % - 59.4 % και  1.5 % - 38.9 %) της αντίστοιχης έκφρασης της ανθρώπινης 

β-σφαιρίνης σε ανθρώπινο περιφερικό αίμα που χρησιμοποιείται ως θετικό δείγμα 

ελέγχου (Εικόνα 40Α). Τα αντίστοιχα επίπεδα έκφρασης συσχετιζόμενα με ποντίκια 
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ελέγχου αγγίζουν το 1.53x και 1.28x (εύρος 1.04x - 2.18x και 1.07x - 2.12x) 

εκφραζόμενα ως τιμές αύξησης της έντασης της έκφρασης (MFI) της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης και αφορούν τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα (Εικόνα 

39Α). 

 

Εικόνα 40. Έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο μοντέλο του θαλασσαιμικού 

ποντικιού. Η παραγωγή της β-σφαιρίνης στο περιφερικό αίμα μεταμοσχευμένων 

ποντικιών με κύτταρα Lin- (Α) και κύτταρα εμβρυϊκού ήπατος (ΚΕΗ) (Β) εκφράζεται 

εδώ ως ποσοστό της αντίστοιχης παραγωγής β-σφαιρίνης σε περιφερικό αίμα 

ανθρώπου το οποίο αποτελεί το θετικό δείγμα ελέγχου, όπως προκύπτει από 

κυτταρομετρία ροής 

 
 

 Σε γενικές γραμμές, παρατηρήσαμε ότι κατά τη διάρκεια της πειραματικής 

μελέτης υπήρξαν μεταβολές στο ποσοστό της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, 

γεγονός που πιθανώς να οφείλεται στην ολιγοκλωνική αιμοποίηση που έχει 

τεκμηριωθεί στον ποντικό. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, στα διαφορετικά χρονικά 

σημεία της ζωής του κάθε ποντικιού υπάρχουν διαφορετικοί κυρίαρχοι κυτταρικοί 

κλώνοι που δίνουν γένεση σε ερυθροκύτταρα που θα εκφράζουν ή δεν θα εκφράζουν 

ανθρώπινη β-σφαιρίνη ανάλογα με το αν προήλθαν από μετηγμένα ΑΑΚ. 
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17. Βελτίωση των αιματολογικών παραμέτρων μετά από 
μεταμόσχευση αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων  
 

Με τη λήξη του πειράματος των μεταμοσχευμένων ποντικιών έγινε συλλογή 

περιφερικού αίματος καθώς και του σπλήνα προκειμένου να ελεγχθεί η 

αποκατάσταση του θαλασσαιμικού φαινοτύπου και η βελτίωση των αιματολογικών 

παραμέτρων. Αρχικά ελέγχθηκε η μορφολογία των ερυθροκυττάρων μετά από χρώση 

May-Grunwald/Giemsa και παρατηρήσαμε ότι τα ποντίκια που είχαν μεταμοσχευθεί 

με αρχέγονα κύτταρα γονοτύπου Hbbth-3/+ εμφάνιζαν μία παθολογική εικόνα β-

θαλασσαιμίας με αιμοαραίωση, αποπτωτικά κύτταρα και ανισοκυττάρωση (Εικόνα 

41ii). Την ίδια στιγμή ποντίκια που είχαν μεταμοσχευθεί με γενετικά διορθωμένα 

ΑΑΚ γονοτύπου Hbbth-3/+, με τους αφροϊικούς φορείς, παρουσίασαν εικόνες μεγάλης 

βελτίωσης του θαλασσαιμικού φαινοτύπου (Εικόνες 41iii και 41iv) σε σύγκριση με 

ποντίκια που μεταμοσχεύθηκαν με φυσιολογικά κύτταρα (Εικόνα 41i).  

 

 

Εικόνα 41. Χρώση με May-Grunwald / Giemsa περιφερικού αίματος ποντικιών που 

έχουν μεταμοσχευθεί με κύτταρα (i) φυσιολογικά, (ii) θαλασσαιμικά-Hbbth-3/+, (iii) 

θαλασσαιμικά που έχουν μετηχθεί με το φορέα HS40.β και (iv) θαλασσαιμικά που 

έχουν μετηχθεί με το φορέα HS2.HS3.β (Μεγέθυνση x400). Τα ποντίκια που 

μεταμοσχεύθηκαν με γενετικά διορθωμένα ΑΑΚ (iii και iv) παρουσιάζουν μία 

βελτιωμένη εικόνα ερυθροκυττάρων, εγγύτερη της φυσιολογικής εικόνας υγειών 

ποντικιών (i) παρά της παθολογικής εικόνας ποντικιών με β-θαλασσαιμία (ii).  
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Το περιφερικό αίμα τον ποντικιών που υποβλήθηκαν σε μεταμόσχευση με 

γενετικά διορθωμένα ΑΑΚ υποβλήθηκε σε αιματολογικές εξετάσεις και οι μετρήσεις 

συγκρίθηκαν με τις αντίστοιχες μετρήσεις ποντικιών που είχαν υποβληθεί σε 

μεταμόσχευση με φυσιολογικά κύτταρα (WT) και με θαλασσαιμικά κύτταρα 

γονοτύπου Hbbth-3/+ (Thal). Σε όλες τις κατηγορίες που ελέγχθηκαν τα ποντίκια στα 

οποία έγινε έγχυση διορθωμένων αρχέγονων κυττάρων, με τους φορείς HS40.β και 

HS2.HS3.β, παρουσίασαν βελτίωση των παραμέτρων τους με την εικόνα τους να 

προσομοιάζει εκείνη των φυσιολογικών ποντικιών (Εικόνα 42). Συγκεκριμένα, ο 

αριθμός των ερυθροκυττάρων (RBC) στα ποντίκια που εισήχθησαν τα HS40.β-ΑΑΚ 

και τα HS2.HS3.β-ΑΑΚ άγγιξε το 8.87x106 (p=0.0179 συγκριτικά με τα 

θαλασσαιμικά) και 9.06x106 (p=0.0256 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά) την στιγμή 

που οι αντίστοιχες τιμές στα φυσιολογικά και θαλασσαιμικά ποντίκια υπολογίστηκαν 

σε 9.44x106 και 6.69x106. Την ίδια στιγμή η αιμοσφαιρίνη (Hb) που μετρήθηκε στο 

αίμα και για την παραγωγή της οποίας ευθύνονται οι φορείς HS40.β και HS2.HS3.β 

υπολογίσθηκε σε 11.8 g/dl, p=0.0469 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά, και 14.8g/dl, 

p=0.0069 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά, αντίστοιχα, ενώ οι τιμές της 

αιμοσφαιρίνης σε φυσιολογικά ποντίκια ήταν 14.4g/dl και σε ποντίκια με β-

θαλασσαιμία 9.3g/dl. Οι τιμές για τον αιματοκρίτη (HCT) και το μέσο όγκο 

ερυθροκυττάρων (MCV) ήταν και αυτές βελτιωμένες στα ποντίκια που 

μεταμοσχεύθηκαν με HS40.β-ΑΑΚ και HS2.HS3.β-ΑΑΚ σε σχέση με τα 

θαλασσαιμικά ποντίκια ελέγχου. Συγκεκριμένα οι τιμές του αιματοκρίτη για τα 

φυσιολογικά, θαλασσαιμικά και διορθωμένα ποντίκια-HS40.β και -HS2.HS3.β 

υπολογίσθηκαν σε 40.8%, 26.7%, 38.5%, p=0.0089 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά 

και 40.5%, p=0.0115 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά, ενώ αντίστοιχα ο μέσος όγκος 

ερυθροκυττάρων άγγιξε το 43.08fL, 38.96fL, 43.47fL, p=0.0144 συγκριτικά με τα 

θαλασσαιμικά και 44.67fL, p=0.0048 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά. Σημαντική 

ήταν η αποκατάσταση του εύρους κατανομής μεγέθους ερυθρών αιμοσφαιρίων 

(RDW) που ενώ στα φυσιολογικά και θαλασσαιμικά ποντίκια υπολογίστηκε σε 

15.8% και 29.8%, αντίστοιχα, η μεταμόσχευση των HS40.β-ΑΑΚ και HS2.HS3.β-

ΑΑΚ επέφερε μείωση της παραμέτρου αυτής σε επίπεδα 15%, p=0.0002 συγκριτικά 

με τα θαλασσαιμικά και 14.9%, p=0.0001 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά. 

Τέλος, η μεταμόσχευση γενετικά διορθωμένων αρχέγονων κυττάρων επέφερε 

και την αποκατάσταση της σπληνομεγαλίας, που είναι μεταξύ των σοβαροτέρων 

δευτερογενών χαρακτηριστικών της παθολογίας της β-θαλασσαιμίας. Έτσι, όταν τα 
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ποντίκια αυτά θυσιάστηκαν, το βάρος του σπλήνα μετρήθηκε και στην περίπτωση 

των ποντικιών με β-θαλασσαιμία υπολογίσθηκε σε 191.25mg. Η χρήση των 

αρχέγονων κυττάρων-HS40.β και -HS2.HS3.β οδήγησε σε μείωση του μεγέθους του 

σπλήνα με το βάρος τους να αγγίζει τα 89.5mg (p=0.0197 συγκριτικά με τα 

θαλασσαιμικά) και 89.7mg (p=0.0209 συγκριτικά με τα θαλασσαιμικά) την στιγμή 

που το μέσο βάρος σπλήνα φυσιολογικών ποντικιών υπολογίσθηκε σε 90.3mg.  

 

 
 

 

Εικόνα 42. Αιματολογικές παράμετροι των ποντικιών που μεταμοσχεύθηκαν με 

φυσιολογικά κύτταρα (WT), με θαλασσαιμικά κύτταρα Hbbth-3/+ (Thal) και με 

κύτταρα που έχουν υποστεί μεταγωγή με τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β. Τα 

ποντίκια που μεταμοσχεύθηκαν με γενετικά διορθωμένα κύτταρα παρουσιάζουν 

σημαντικά βελτιωμένες αιματολογικές παραμέτρους καθώς και απουσία 

σπληνομεγαλίας σε σύγκριση με ποντίκια με β-θαλασσαιμία.  
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Η παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης που έχουν επιτύχει οι φορείς 

HS40.β και HS2.HS3.β στο μοντέλο β-θαλασσαιμίας του ποντικιού και την οποία 

είδαμε στο προηγούμενο κεφάλαιο, βλέπουμε εδώ ότι συνοδεύεται από την βελτίωση 

των αιματολογικών παραμέτρων, της εικόνας των ερυθροκυττάρων στην κυκλοφορία 

καθώς και από την αποτροπή της σπληνομεγαλίας. Το σύνολο των ενδείξεων αυτών 

αποδεικνύει ότι η παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από τους αφροϊικούς 

φορείς είναι επαρκής για να οδηγήσει στην φυσιολογική αιμοποίηση, την αποτροπή 

των παθολογικών συνεπειών της έλλειψης της β-σφαιρίνης και συνολικά να 

διορθώσουν το θαλασσαιμικό φαινότυπο στο μοντέλο in vivo. 

 

 

18. Σχηματισμός υβριδικής αιμοσφαιρίνης στο περιφερικό αίμα των 
μεταμοσχευμένων ποντικιών με γενετικά διορθωμένα αρχέγονα 
αιμοποιητικά κύτταρα 
 

 Η ανθρώπινη β-σφαιρίνη που παράγεται από τους αφροϊικούς φορείς στον 

οργανισμό των μεταμοσχευμένων ποντικιών, θελήσαμε να ελέγξουμε κατά πόσο 

δημιουργεί λειτουργικά σύμπλοκα με την ενδογενή α-σφαιρίνη του ποντικιού και 

οδηγεί στην έξοδο στην κυκλοφορία υβριδικής αιμοσφαιρίνης εφαρμόσαμε μεταφορά 

κατά Western ανιχνεύοντας την ύπαρξη και των δύο αλυσίδων της αιμοσφαιρίνης.  

Δείγματα περιφερικού αίματος από φυσιολογικό ποντικό, από 

μεταμοσχευμένο ποντικό και από περιφερικό αίμα ανθρώπινης προέλευσης, 

υποβλήθηκαν σε αιμόλυση προκειμένου να απελευθερωθεί η αιμοσφαιρίνη στο 

διάλυμα. Τα δείγματα του αιμολύματος φορτώθηκαν σε μη-αποδιατακτικά 

πηκτώματα ακρυλαμίδης και η μεταφορά των πρωτεϊνών έγινε σε μεμβράνη PVDF. 

Στην συνέχεια έγινε χρώση των πανομοιότυπων μεμβρανών με αντισώματα έναντι 

της ανθρώπινης β-σφαιρίνης και έναντι της α-σφαιρίνης του ποντικιού. Η εικόνα μετά 

τη μεταφορά και εμφάνιση των μεμβρανών έδειξε την ανίχνευση των α-αλυσίδων 

των σφαιρινών του ποντικιού στα δείγματα του φυσιολογικού και του 

μεταμοσχευμένου ποντικιού ενώ η ανίχνευση των β-αλυσίδων των σφαιρινών του 

ανθρώπου έγινε εμφανής στο δείγμα του ανθρώπινου περιφερικού αίματος καθώς 

επίσης και στο δείγμα του μεταμοσχευμένου ποντικιού με κύτταρα μετηγμένα με το 

φορέα HS40.β. Η συνανίχνευση των αλυσίδων της α-σφαιρίνης του ποντικιού και της 

β-σφαιρίνης του ανθρώπου στο δείγμα του περιφερικού αίματος του 
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μεταμοσχευμένου ποντικιού αποδεικνύει τη σύνθεση υβριδικής πρωτεΐνης στα ώριμα 

ερυθροκύτταρα του ποντικιού που βγαίνουν στην κυκλοφορία όπου το 

ετεροτετραμερές της αιμοσφαιρίνης αποτελείται από 2 α-αλυσίδες ποντικιού και 2 β-

αλυσίδες ανθρώπινης προέλευσης (Εικόνα 43). 

 

 
 

 
Εικόνα 43. Ανάλυση σε μη αποδιατακτικό πήκτωμα μετά από μεταφορά κατά 

Western της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο περιφερικό αίμα ποντικιού 

που έχει μεταμοσχευθεί με κύτταρα που ενσωματώνουν το φορέα HS40.β. Η 

συνανίχνευση της σφαιρίνης α του ποντικιού και της σφαιρίνης β του ανθρώπου, που 

εκφράζεται από το διαγονίδιο, στην ίδια πρωτεϊνική θέση του πηκτώματος 

αποδεικνύει τη σύνθεση υβριδικής αιμοσφαιρίνης (α2 ποντικιού/β2 ανθρώπου) στο 

μεταμοσχευμένο ποντικό. 
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19. Μεταγωγή αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (CD34+) από 
ασθενείς με β-θαλασσαιμία 
 

Η εφαρμογή της γονιδιακής θεραπείας στον άνθρωπο αφορά στην απομόνωση 

ΑΑΚ του ίδιου του ασθενή, μεταγωγή των κυττάρων ex vivo με φορείς που 

εκφράζουν ένα φυσιολογικό αντίγραφο του ελαττωματικού γονιδίου και στη συνέχεια 

την επανέγχυση των γενετικά διορθωμένων αρχέγονων κυττάρων στον ασθενή 

προκειμένου να αποκαταστήσουν τον ελαττωματικό φαινότυπο. Προκειμένου να 

μελετήσουμε την αποδοτικότητα των αφροϊικών φορέων στο ανθρώπινο σύστημα 

καθώς επίσης και να ελέγξουμε την εφαρμογή τους σε ένα πρωτόκολλο 

προκαταρκτικής γονιδιακής θεραπείας στον άνθρωπο απομονώσαμε ΑΑΚ (CD34+) 

είτε από το μυελό των οστών είτε από το περιφερικό αίμα ασθενών με μείζονα β-

θαλασσαιμία (β0).  

Στα κύτταρα αυτά, όπως και στη περίπτωση των ΑΑΚ του ποντικιού, 

θελήσαμε να μελετήσουμε την ερυθροποίηση ex vivo και γι’ αυτό εφαρμόσαμε υγρή 

καλλιέργεια σε συνθήκες που οδηγούν τα κύτταρα αυτά στην ερυθροειδική 

διαφοροποίηση. Τα κύτταρα CD34+ καλλιεργήθηκαν παρουσία των κυτταροκινών 

Flt3L, IL3, IL6, SCF και TPO και έγινε μεταγωγή για 16-20 ώρες με τους αφροϊικούς 

φορείς που κωδικοποιούν την ανθρώπινη β-σφαιρίνη. Την επομένη της μεταγωγής 

τους, τα κύτταρα CD34+ τοποθετήθηκαν σε φρέσκο μέσο καλλιέργειας στο οποίο 

προστέθηκαν οι κυτταροκίνες EPO, IL3, SCF σε συνδυασμό είτε με τις Flt3L και 

TPO ή με τις β-οιστραδιόλη και δεξαμεθαζόνη. Τα κύτταρα CD34+ παρουσία της 

ερυθροποιητίνης και των άλλων κυτταροκινών διατηρούνται σε συνθήκες που 

ευνοούν τον πολλαπλασιασμό τους ενώ σταδιακά οδηγούνται σε ερυθροειδική 

διαφοροποίηση. 

Τα ανθρώπινα, θαλασσαιμικά κύτταρα CD34+ παραμένουν σε υγρή 

καλλιέργεια για 18 περίπου ημέρες διατηρώντας τα, ιδανικά, σε συγκέντρωση μεταξύ 

3-5 x 105 / ml ενώ οι κυτταροκίνες προστίθενται εκ νέου κάθε 2η με 3η ημέρα. Μετά 

το πέρας των 18 ημερών τα κύτταρα έχουν φτάσει σε τελική ερυθροειδική 

διαφοροποίηση, η οποία όμως αρχίζει να γίνεται εμφανής από την 11η με 13η ημέρα. 

Σε εκείνο το χρονικό σημείο οι καλλιέργειες ελέγχονται για την έκφραση της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης, για το επίπεδο της ερυθροποίησης και για τη βιωσιμότητά 

τους, υπολογίζοντας τα επίπεδα απόπτωσης. 
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20. Επαγωγή της έκφρασης της β-σφαιρίνης σε γενετικά διορθωμένα 
αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα από ασθενείς με β-θαλασσαιμία 
 

Η χρώση των διαφοροποιημένων πλέον κυττάρων CD34+ για την ανθρώπινη 

β-σφαιρίνη και η σύγκρισή της με τα επίπεδα της βασικής έκφρασης που 

παρατηρείται στο μη μετηγμένο δείγμα θαλασσαιμικών ασθενών έδειξε ότι τα 

δείγματα που φέρουν ενσωματωμένους τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β αύξησαν 

την έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης κατά 1.5x και 1.7x φορές, αντίστοιχα 

(Εικόνα 44Β). Συγκεκριμένα τα ποσοστά των κυττάρων που παράγουν ανθρώπινη β-

σφαιρίνη κυμαίνονται σε ένα ποσοστό της τάξεως του 9% για το θαλασσαιμικό 

δείγμα ελέγχου και 27 % και 36 % για τα μετηγμένα με τους φορείς HS40.β και 

HS2.HS3.β θαλασσαιμικά κύτταρα CD34+, αντίστοιχα (Εικόνα 44Γ). 
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Εικόνα 44. Έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε ερυθροειδική υγρή καλλιέργεια 

ανθρώπινων θαλασσαιμικών κυττάρων CD34+. (Α) Αντιπροσωπευτικό γράφημα 

κυτταρομετρίας ροής για την ανίχνευση της β-σφαιρίνης. Τα δείγματα που έχουν 

επιμολυνθεί με τους αφροϊικούς φορείς επιδεικνύουν αυξημένη παραγωγή β-

σφαιρίνης κατά >3 φορές σε αριθμό κυττάρων και 2 φορές σε ένταση της έκφρασης 

(MFI). (B) Η ένταση της έκφρασης (MFI) της β-σφαιρίνης αυξήθηκε κατά 1.5 φορές 

και 1.7 φορές για τα κύτταρα που ενσωματώνουν τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β 

σε σύγκριση με το θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου (Untx). (Γ) Τα απόλυτα επίπεδα των 

κυττάρων που εκφράζουν β-σφαιρίνη κυμάνθηκαν στο 8.9%, 27% και 36% για το 

θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου, το HS40.β και το HS2.HS3.β δείγμα, αντίστοιχα. 

 
 

 

 
Α 

 

 Β  Γ 
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21. Αποκατάσταση της μη αποδοτικής ερυθροποίησης σε γενετικά 
διορθωμένα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα από ασθενείς με β-
θαλασσαιμία 
 

 Τα ΑΑΚ από ασθενείς με β-θαλασσαιμία δεν παράγουν ικανές ποσότητες β-

σφαιρίνης και σαν αποτέλεσμα αδυνατούν να οδηγηθούν σε πλήρη ερυθροειδική 

διαφοροποίηση καθώς δεν μπορούν να σχηματίσουν ώριμη αιμοσφαιρίνη ενώ οι 

κατακρημνισμένες α-αλυσίδες της σφαιρίνης οδηγούν σε καταστροφή τους 

διαφοροποιημένους ώριμους ερυθροβλάστες. Ένα σύστημα ex vivo υπολογισμού του 

βαθμού αποδοτικής ερυθροποίησης είναι η μέτρηση των ερυθροειδικών 

επιφανειακών αντιγόνων CD71 και glycophorin A (GlyA) με κυτταρομετρία ροής.  

Τα θαλασσαιμικά κύτταρα CD34+ που είχαν υποστεί μεταγωγή με τους 

αφροϊικούς φορείς επέδειξαν μερική αποκατάσταση της μη αποδοτικής 

ερυθροποίησης που παρουσιάζεται στα θαλασσαιμικά κύτταρα ελέγχου (Εικόνα 45). 

Συγκεκριμένα, μετά από κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση των επιφανειακών 

αντιγόνων CD71 και glycophorin A στα κύτταρα CD34+ φάνηκε ότι μετά από 18 

ημέρες καλλιέργειας τα κύτταρα εμφανίζουν προχωρημένη ερυθροποίηση. Τα 

επίπεδα έκφρασης του glycophorin A παρουσιάζονται υψηλά (GlyAhigh) ενώ 

ποικίλλει ο βαθμός έκφρασης του CD71. Αυτό το οποίο καθίσταται σαφές είναι ότι 

στην περίπτωση των κυττάρων που έχουν υποστεί μεταγωγή με τους αφροϊικούς 

φορείς  υπάρχει πρόοδος της ερυθροποίησης με τον πληθυσμό των κυττάρων να 

μετατοπίζεται στον άξονα των y προς την πλευρά των αρνητικών κυττάρων ως προς 

το CD71, δηλαδή των περισσότερο ώριμων ερυθροβλαστικών κυττάρων. Τα ποσοστά 

των βασεόφιλων ερυθροβλαστών (GlyAhigh /CD71high), πολυχρωματόφιλων 

ερυθροβλαστών (GlyAhigh /CD71med) και ορθοχρωματικών ερυθροβλαστών (GlyAhigh 

/CD71low) μετρήθηκαν σε 62.4%, 14.7% και 11.6% στην περίπτωση του 

θαλασσαιμικού δείγματος ελέγχου, 14.8%, 30.5% και 54.3% στην περίπτωση του 

φυσιολογικού δείγματος ελέγχου, 31.2%, 29.6% και 38.4% στην περίπτωση του 

δείγματος που είχε επιμολυνθεί με το φορέα HS40.β και 46.9%, 22.9% και 29.3% 

στην περίπτωση του δείγματος που είχε επιμολυνθεί με το φορέα HS2.ΗS3.β. Η 

εικόνα που προκύπτει από τα επιμολυσμένα θαλασσαιμικά κύτταρα CD34+ 

προσομοιάζει περισσότερο με εκείνη του φυσιολογικού δείγματος ελέγχου παρά με 

την εικόνα του θαλασσαιμικού δείγματος ελέγχου. 

 



Αποτελέσματα 

 114 

 
 

 
Εικόνα 45. Αντιπροσωπευτικό παράδειγμα ερυθροειδικής καλλιέργειας αρχέγονων 

θαλασσαιμικών κυττάρων CD34+. Τα επίπεδα ερυθροποίησης αναλύονται μέσω της 

μέτρησης της έκφρασης των επιφανειακών αντιγόνων Glycophorin A και CD71. 

 
 

 Συγκεντρωτικά, τα δεδομένα που προέκυψαν από την αξιολόγηση της 

ερυθροποίησης ex vivo μέσω ανάλυσης της έκφρασης των επιφανειακών αντιγόνων 

CD71 και GlyA δείχνουν ότι τα δείγματα HS40.β-CD34+ έχουν αυξημένη έκφραση 

του GlyA κατά 1.5 φορές σε σχέση με το θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου ενώ τα 

δείγματα HS2.HS3.β-CD34+ έχουν αυξημένη έκφραση GlyA κατά 1.8 φορές (Εικόνα 

46B). Επίσης, τα δείγματα αυτά μετά από μεταγωγή με τους φορείς HS40.β και 

HS2.HS3.β έδειξαν μειωμένη έκφραση του επιφανειακού αντιγόνου CD71 σε 
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ποσοστό 55% και 63.5% του θαλασσαιμικού δείγματος ελέγχου, αντίστοιχα, γεγονός 

που δείχνει βελτίωση της μη-αποδοτικής ερυθροποίησης (Εικόνα 46Γ).  

 

 
 

Εικόνα 46. Υπολογισμός της ερυθροποίησης μέσω μέτρησης της έκφρασης των 

ερυθροειδικών αντιγόνων CD71 και GlyA σε ερυθροειδική υγρή καλλιέργεια 

ανθρώπινων θαλασσαιμικών κυττάρων CD34+. (Α) Αντιπροσωπευτικό γράφημα 

κυτταρομετρίας ροής για την μέτρηση του GlyA. Τα δείγματα που έχουν επιμολυνθεί 

με τους αφροϊικούς φορείς επιδεικνύουν αυξημένη ερυθροποίηση κατά >3. (B) Η 

ένταση της έκφρασης (MFI) του glycophorin A αυξήθηκε κατά 1.5 φορές και 1.8 

φορές για τα κύτταρα που ενσωματώνουν τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β σε 

σύγκριση με το θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου (Thal). (Γ) Η ένταση της έκφρασης 

(MFI) του CD71 μειώθηκε στο 55% και 63.5% για τα κύτταρα που ενσωματώνουν 

τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β ως προς το θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου (Thal). 

 

 
Α 

 Β  Γ 
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22. Βελτίωση της βιωσιμότητας των γενετικά διορθωμένων 
αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων από ασθενείς με β-θαλασσαιμία 
 

Τα θαλασσαιμικά αρχέγονα κύτταρα τα οποία στερούνται β-σφαιρίνης και 

κατά συνέπεια αδυνατούν να σχηματίσουν ενήλικη αιμοσφαιρίνη HbA, οδηγούνται 

σε μη-αποδοτική ερυθροποίηση και πρώιμη απόπτωση των ερυθροβλαστών. 

Αντίθετα, τα φυσιολογικά αρχέγονα κύτταρα στα οποία παρατηρείται λειτουργική 

ερυθροποίηση εμφανίζουν αυξημένη βιωσιμότητα σε σχέση με τα θαλασσαιμικά 

κύτταρα. Η μέθοδος που χρησιμοποιήσαμε για να ποσοτικοποιήσουμε την απόπτωση 

και κατά αντιστοιχία τα επίπεδα βιωσιμότητας των κυττάρων μετά από ερυθροειδική 

διαφοροποίηση ex vivo ήταν η κυτταρομετρία ροής για την ανίχνευση του παράγοντα 

AnnexinV. Η AnnexinV αποτελεί ένα μάρτυρα απόπτωσης καθώς ανήκει στην 

πρωτεϊνική οικογένεια των ανεξινών οι οποίες προσδένονται σε αρνητικά φορτισμένα 

φωσφολιπίδια όπως είναι η φωσφατιδυλσερίνη που εκτίθεται στην εξωτερική 

μεμβράνη των κυττάρων κατά τα αρχικά στάδια της απόπτωσης. 

Τα κύτταρα που επιμολύνονται με τους αφροϊικούς φορείς και επιτυγχάνουν 

αποτελεσματική σύνθεση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, καταφέρνουν και 

αποκαθιστούν την μη αποδοτική ερυθροποίηση που χαρακτηρίζει τα θαλασσαιμικά 

κύτταρα, αποτρέποντας την πρώιμη απόπτωσή τους. Έτσι, σε πλήρη αντιστοιχία με 

τις προηγούμενες παρατηρήσεις, μετά από 18 ημέρες σε καλλιέργεια τα κύτταρα 

CD34+ που έχουν μετηχθεί με τους αφροϊικούς φορείς εμφάνισαν βελτιωμένη 

βιωσιμότητα, όπως αυτό προκύπτει μετά από μέτρηση του αποπτωτικού 

επιφανειακού μάρτυρα Annexin V. Τα επίπεδα της Annexin V στα δείγματα HS40.β-

CD34+ και HS2.HS3.β-CD34+ είναι μειωμένα κατά 1.9x και 3.5x φορές (Εικόνα 47).  
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Εικόνα 47. Αντιπροσωπευτικό παράδειγμα μέτρησης της βιωσιμότητας σε 

ερυθροειδική καλλιέργεια αρχέγονων θαλασσαιμικών κυττάρων CD34+. Τα επίπεδα 

βιωσιμότητας αναλύονται μέσω της μέτρησης της έκφρασης του αποπτωτικού 

επιφανειακού μάρτυρα Annexin V. 

 
 

 

23. Κατασκευή του συνδυαστικού αφροϊικού φορέα (FV) που 
εκφράζει β-σφαιρίνη και shRNA έναντι της α-σφαιρίνης 
 

Στην προσπάθειά μας να επεκτείνουμε την ερευνητική μας μελέτη στη 

γονιδιακή θεραπεία της β-θαλασσαιμίας θελήσαμε να συνδυάσουμε δύο διαφορετικές 

προσεγγίσεις. Την ενσωμάτωση και έκφραση ενός φυσιολογικού γονιδίου της β-

σφαιρίνης και την χρησιμοποίηση μικρών φουρκετών RNA (short hairpin RNA - 

shRNA) που έχουν στόχο το γονίδιο της α-σφαιρίνης. Η συνδυαστική αυτή 

προσέγγιση έχει στόχο την ταχύτερη αποκατάσταση της παθογόνου ανισορροπίας 

που παρατηρείται στη β-θαλασσαιμία μεταξύ των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης η 

οποία και είναι υπεύθυνη για τη μη αποδοτική ερυθροποίηση και καταστροφή των 

πρόδρομων ερυθροκυττάρων. Η λογική πίσω από αυτή την προσέγγιση είναι ότι ο 

ίδιος αφροϊικός φορέας θα εκφράζει το γονίδιο της β-σφαιρίνης ενώ ταυτοχρόνως θα 

επιτυγχάνει και μερική μείωση των επιπέδων του γονιδίου της α-σφαιρίνης μέσω του 

μηχανισμού της παρεμπόδισης του RNA (RNA interference - RNAi). Με αυτό τον 

τρόπο θα αποκατασταθεί ταχύτερα και αποδοτικότερα η ανισορροπία μεταξύ των δύο 
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αλυσίδων της αιμοσφαιρίνης και κατά συνέπεια θα αποκατασταθεί και η 

ερυθροποίηση των θαλασσαιμικών κυττάρων.  

Για τη δημιουργία των ιϊκών φορέων χρησιμοποιήθηκε μία βασική δομή 

αφροϊικού φορέα η οποία φέρει τις ελάχιστες cis-ενεργές ρυθμιστικές αλληλουχίες 

που είναι απαραίτητες για το πακετάρισμα του ιϊκού σωματιδίου. Για τον έλεγχο της 

έκφρασης του γονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης χρησιμοποιήθηκε ο ίδιος ο 

υποκινητής του γονιδίου της β-σφαιρίνης, μεγέθους 174 bp, μαζί με την αλληλουχία 

HS40 της ρυθμιστικής περιοχής του γονιδιακού τόπου της ανθρώπινης α-σφαιρίνης. 

Ολόκληρη η κασέτα του διαγονιδίου εισήχθη σε αντίθετο προσανατολισμό 

συγκριτικά με την φορά μεταγραφής των ιϊκών γονιδίων προκειμένου η μεταγραφή 

του να μην επηρεάζεται από τα ενδογενή ρυθμιστικά στοιχεία του ιϊκού φορέα. Η 

μικρή φουρκέτα RNA έναντι του γονιδίου της α-σφαιρίνης μεταγράφεται κάτω από 

τον έλεγχο ενός ανθρωπίνου υποκινητή H1 τύπου Pol III. Η αλληλουχία του shRNA 

έχει εισαχθεί σε ίδιο προσανατολισμό με το μεταγραφικό προσανατολισμό του ιϊκού 

γονιδιώματος και αντίθετα από την κασέτα έκφρασης της β-σφαιρίνης. Η έκφραση 

των δύο αυτών αλληλουχιών είναι ανεξάρτητη καθώς η μεταγραφή τους δεν είναι 

αλληλένδετη και ρυθμίζεται από διαφορετικές αλληλουχίες (Εικόνα 48α).  

Ο συνδυαστικός φορέας pΔΦ.H4/HS40.β κατασκευάστηκε συγχρόνως με 

τους αφροϊικούς φορείς που κωδικοποιούν είτε μόνο το γονίδιο της β-σφαιρίνης 

(pΔΦ.HS40.β) ή μόνο το shRNA έναντι του γονιδίου της α-σφαιρίνης (pΔΦ.H4). Οι 

τίτλοι των τριών φορέων υπολογίστηκαν, μετά από επιμόλυνση κυττάρων της σειράς 

HT1080, και ανάλυση με PCR πραγματικού χρόνου και διαπιστώθηκε ότι η ύπαρξη 

και των δύο κωδικών αλληλουχιών δεν επηρεάζει τον τίτλο του αφροϊικού φορέα  

(Εικόνα 48β).  
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Εικόνα 48. (α) Συνδυαστικός αφροϊικός φορέας που εκφράζει ανθρώπινη β-σφαιρίνη 

και shRNA έναντι της α-σφαιρίνης. Η ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου της β-

σφαιρίνης ελέγχεται από τον υποκινητή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης και τον ενισχυτή 

της ανθρώπινης α-σφαιρίνης HS40 ενώ το shRNA ρυθμίζεται από έναν ανθρώπινο 

υποκινητή Pol III, τον H1. (β) Υπολογισμός του τίτλου των αφροϊικών φορέων με 

PCR πραγματικού χρόνου. Ο συνδυαστικός φορέας H4/HS40.β και οι απλοί φορείς 

H4 και HS40.β δίνουν παρεμφερείς τίτλους. 

 
 

 

24. Διόρθωση της ισορροπίας της α- και β-σφαιρίνης σε ερυθρο-
ειδικές καλλιέργειες αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων (CD34+) 
από θαλασσαιμικούς ασθενείς 
 

 Τα αρχέγονα κύτταρα που προέρχονται από ασθενείς με β-θαλασσαιμία 

αποτελούν το ιδανικότερο σύστημα προσομοίωσης ex vivo του θαλασσαιμικού 

φαινοτύπου στον άνθρωπο. Γι’ αυτό το λόγο και επιλέχθηκαν ως κύτταρα-στόχοι της 
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γονιδιακής θεραπείας με το συνδυαστικό φορέα H4/HS40.β δίνοντάς μας την 

δυνατότητα σύγκρισης της αποτελεσματικότητας αυτού του φορέα σε σχέση με τους 

φορείς που φέρουν μόνο τη μία κωδική αλληλουχία, H4 και HS40.β. Το πρώτο που 

θελήσαμε να μελετήσουμε ήταν η αποκατάσταση της ανισορροπίας μεταξύ των 

αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης, που είναι και το παθοφυσιολογικό χαρακτηριστικό 

της νόσου αλλά και το αίτιο που οδηγεί στο θαλασσαιμικό φαινότυπο. 

 Επιμολύναμε τα κύτταρα CD34+ και στη συνέχεια τα εισάγαμε σε καλλιέργεια 

παρουσία κυτταροκινών που επάγουν την ερυθροειδική διαφοροποίηση (EPO, 

Dexamethasone, SCF, Flt3L, TPO, IL-3). Μετά από 16-18 ημέρες σε καλλιέργεια τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν και από αυτά απομονώθηκε ολικό RNA. Το RNA μετά από 

αντίστροφη μεταγραφή αναλύθηκε με PCR πραγματικού χρόνου. Με την PCR 

πραγματικού χρόνου θελήσαμε να ανιχνεύσουμε τα επίπεδα σύνθεσης των 

μεταγράφων της α- και της β-σφαιρίνης. Το αποτέλεσμα που προέκυψε ήταν ότι το 

θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου εκφράζει β-σφαιρίνη σε πολύ χαμηλά επίπεδα, που δεν 

ξεπερνούν το 0.1 της αντίστοιχης έκφρασης της β-σφαιρίνης. Την ίδια στιγμή 

επετεύχθη με τους φορείς HS40.β και Η4, που είχαν χρησιμοποιηθεί για να 

επιμολύνουν τα θαλασσαιμικά CD34+, μερική αποκατάσταση της ισορροπίας μεταξύ 

των δύο αλυσίδων και ο λόγος β-/α-σφαιρίνη ανέβηκε στο 0.21 και 0.32. Η 

αποκατάσταση της ισορροπίας μεταξύ α- και β-σφαιρίνης που επετεύχθη με την 

επιμόλυνση των κυττάρων CD34+ με το φορέα H4/HS40.β ήταν αισθητά 

σημαντικότερη και ο λόγος β-/α-σφαιρίνη άγγιξε το 0.53 (Εικόνα 49).  

 Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο συνδυαστικός φορέας H4/HS40.β, 

συνεισφέροντας τόσο στην αύξηση της παραγωγής της β-σφαιρίνης όσο και στη 

μείωση των επιπέδων της α-σφαιρίνης, συνέβαλε σε αποδοτικότερη αποκατάσταση 

της ανισορροπίας μεταξύ των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης, σε σχέση με τους 

απλούς φορείς που κωδικοποιούν αποκλειστικά είτε το γονίδιο της β-σφαιρίνης ή το 

shRNA έναντι της α-σφαιρίνης.  
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Εικόνα 49. Ανάλυση της σχετικής έκφρασης των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης 

μετά από ερυθροειδική καλλιέργεια κυττάρων CD34+ από ασθενείς με β-

θαλασσαιμία. Ο λόγος της β-/α-σφαιρίνη στο θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου 

υπολογίστηκε με PCR πραγματικού χρόνου σε 0.1 και μετά από επιμόλυνση με τους 

φορείς HS40.β, H4 και H4/HS40.β ανέβηκε στο 0.21, 0.32 και 0.53, αντίστοιχα. 

 
 

 

25. Αποκατάσταση της ερυθροποίησης ex vivo σε αρχέγονα 
αιμοποιητικά κύτταρα (CD34+) από θαλασσαιμικούς ασθενείς  
 

Είδαμε ότι τα ΑΑΚ από ασθενείς με β-θαλασσαιμία αδυνατούν να 

ακολουθήσουν την πλήρη ερυθροειδική διαφοροποίηση καθώς δεν μπορούν να 

σχηματίσουν ώριμη αιμοσφαιρίνη και αντί αυτής οδηγούνται σε πρώιμη απόπτωση. 

Το σύστημα υπολογισμού ex vivo του βαθμού αποδοτικής ερυθροποίησης που 

αξιοποιήσαμε αφορά στη μέτρηση των ερυθροειδικών επιφανειακών αντιγόνων 

CD71 και glycophorin A (GlyA) με κυτταρομετρία ροής. Και εδώ τα CD34+, μετά 

από μεταγωγή με τους αφροϊικούς φορείς FV, καλλιεργήθηκαν κάτω από συνθήκες 

ερυθροειδικής διαφοροποίησης και αναλύονται 16-18 ημέρες μετά. 

 Αυτή τη φορά χρησιμοποιήσαμε τον συνδυαστικό φορέα H4/HS40.β και το 

φορέα H4 που κωδικοποιεί μόνο το shRNA έναντι του γονιδίου της α-σφαιρίνης. Το 

αποτέλεσμα ήταν ότι και οι δύο φορείς έδειξαν μερική αποκατάσταση της μη-

αποδοτικής ερυθροποίησης η οποία παρατηρήθηκε στο θαλασσαιμικό δείγμα 

ελέγχου. Ο συνδυαστικός φορέα H4/HS40.β αποδείχθηκε όμως περισσότερο 
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αποτελεσματικός. Συγκεκριμένα τα ποσοστά των βασεόφιλων ερυθροβλαστών 

(GlyAhigh /CD71high), πολυχρωματόφιλων ερυθροβλαστών (GlyAhigh /CD71med) και 

ορθοχρωματικών ερυθροβλαστών (GlyAhigh /CD71low) ήταν 62.4%, 14.7% και 11.6% 

στην περίπτωση του θαλασσαιμικού δείγματος ελέγχου, 57.4%, 18.8% και 20.6% 

στην περίπτωση του δείγματος που είχε επιμολυνθεί με το φορέα H4 και 50.6%, 

25.7% και 21.9% στην περίπτωση του δείγματος που είχε επιμολυνθεί με το φορέα 

Η4/HS40.β (Εικόνα 50).  

 Εμφανής ήταν η μετατόπιση του πληθυσμού των επιμολυσμένων κυττάρων 

προς τον άξονα των y και συγκεκριμένα στην περιοχή των αρνητικών κυττάρων ως 

προς το CD71 με το φορέα Η4/HS40.β να δίνει υψηλότερα ποσοστά από τους 

κυτταρικούς πληθυσμούς τόσο των πολυχρωματόφιλων όσο και των 

ορθοχρωματικών ερυθροβλαστών, τις δύο πιο ώριμες καταστάσεις των πρόδρομων 

ερυθροκυττάρων. 
 

 

 
 

Εικόνα 50. Ανάλυση της ερυθροποίησης ex vivo μετά από ερυθροειδική καλλιέργεια 

κυττάρων CD34+ από ασθενείς με β-θαλασσαιμία. Τα επίπεδα ερυθροποίησης 

αναλύονται μέσω της μέτρησης της έκφρασης των επιφανειακών αντιγόνων 

Glycophorin A και CD71. Τα επιμολυσμένα κύτταρα με το φορέα H4/HS40.β έδειξαν 

αποδοτικότερη ερυθροειδική διαφοροποίηση σε σχέση με το φορέα H4, ενώ και οι 

δύο φορείς αποκατέστησαν, μερικώς, την μη αποδοτική διαφοροποίηση των 

θαλασσαιμικών αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων. 
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Η γονιδιακή θεραπεία της β-θαλασσαιμίας είχε αρχικά χαρακτηριστεί ως 

εφικτός στόχος από την επιστημονική κοινότητα, όμως οι προσπάθειες που γίνονται 

τα τελευταία 25 χρόνια αναδεικνύουν συνεχώς τα προβλήματα που τη συνοδεύουν 

και που κυρίως εστιάζονται στην κατασκευή φορέων που θα μπορούν να εκφράζουν 

αποτελεσματικά και σταθερά τα γονίδια των σφαιρινών σε ερυθροειδικό περιβάλλον.  

Αρχικά, για την έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης χρησιμοποιήθηκαν 

μόνο το β-γονίδιο με τον υποκινητή του χωρίς ρυθμιστικές περιοχές.86,87,88 Οι 

Grosveld et al (1987) ήταν οι πρώτοι που απέδειξαν τη σημασία της περιοχής που 

αργότερα έγινε γνωστή ως LCR, στην έκφραση υψηλών επιπέδων ανθρώπινης β-

σφαιρίνης σε πειραματικό μοντέλο διαγονιδιακών ποντικιών.21 Η ανακάλυψη των 

διαφορετικών υπερευαίσθητων θέσεων (HS) της περιοχής LCR οδήγησε στην 

ανάπτυξη της έρευνας σχετικά με τη ρύθμιση της έκφρασης της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης σε διαγονιδιακά ποντίκια ή ερυθροποιητικές κυτταρικές σειρές.36,38,89,90 Ο 

συνδυασμός των μικρών κεντρικών αλληλουχιών των θέσεων HS2-4 σε μία 

αλληλουχία συνολικού μήκους ~1kb οδήγησε στη δημιουργία των πρώτων 

ρετροϊικών φορέων που είχαν υψηλό τίτλο, σταθερότητα και ταυτόχρονα υψηλή 

έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε λευχαιμική κυτταρική σειρά ποντικιού 

MEL.95 Μερικά χρόνια αργότερα, σε μία από τις σημαντικότερες μελέτες στο χώρο 

από τους May et al. (2000), προσδιορίσθηκαν οι ελάχιστες αλληλουχίες των περιοχών 

HS2, HS3 και HS4 που όταν συνδυαστούν έχουν τη δυνατότητα να οδηγήσουν στην 

παραγωγή υψηλών επιπέδων ανθρώπινης β-σφαιρίνης από ένα λεντοϊικό φορέα.96 Σε 

αυτή τη μελέτη επετεύχθη η διόρθωση του θαλασσαιμικού φαινοτύπου στο μοντέλο 

της β-θαλασσαιμίας του ποντικιού, με μέση αύξηση της σύνθεσης της αιμοσφαιρίνης 

κατά 3-4g/dl και με αυτό τον τρόπο κατέστη σαφές ότι η παραγωγή του γονιδίου της 

β-σφαιρίνης σε θεραπευτικά επίπεδα είναι εφικτή από ρετροϊικούς φορείς. Στη 

συνέχεια υπήρξαν και άλλες ερευνητικές ομάδες που έδειξαν διόρθωση του 

θαλασσαιμικού φαινοτύπου στον ποντικό με χρήση λεντοϊικών φορέων. 158,159,160 

Αυτό το οποίο φάνηκε από αυτές τις μελέτες ήταν ότι η ενσωμάτωση κατά μέσο όρο 

ενός (1) ιϊκού αντιγράφου ανά κύτταρο δεν είναι αρκετό για να επιφέρει διόρθωση 

του θαλασσαιμικού φαινοτύπου. Τα επίπεδα έκφρασης της β-σφαιρίνης στα 

μεταμοσχευμένα ποντίκια συχνά ποίκιλλαν και δεν αρκούσαν για να χαρακτηριστούν 

θεραπευτικά, ενώ ένας σημαντικός αριθμός ενσωματωμένων αντιγράφων του ιϊκού 

φορέα ήταν απαραίτητος για να παράγει θεραπευτικές ποσότητες β-σφαιρίνης. Στην 
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ίδια περίπου χρονική περίοδο δοκιμάστηκε σε ρετροϊικούς φορείς η δραστηριότητα 

της ρυθμιστικής αλληλουχίας HS40 της ανθρώπινης α-σφαιρίνης στην έκφραση των 

γονιδίων των σφαιρινών. Αρχικά, δείχθηκε ότι είναι ικανή να εκφράσει το γονίδιο της 

ανθρώπινης γ-σφαιρίνης ελλείψει άλλης ρυθμιστικής περιοχής ενώ αργότερα έγινε 

γνωστό ότι δρα συνεργιστικά με τον υποκινητή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

προκειμένου να παράγει σταθερά και σε υψηλά επίπεδα ανθρώπινη γ-σφαιρίνη.97,98 

Στη συνέχεια και μέχρι σήμερα ακολούθησαν διαφορετικές προσεγγίσεις 

προκειμένου να βελτιστοποιηθούν οι φορείς έκφρασης των γονιδίων της σφαιρίνης οι 

οποίες περιελάμβαναν τη χρήση εκτενέστερων αλληλουχιών HS2-3-4, την 

ενσωμάτωση και της αλληλουχίας HS1 αλλά και τη χρήση αλληλουχιών-μονωτών 

της έκφρασης του διαγονιδίου, όπως η αλληλουχία cHS4, με την τελευταία να 

εμφανίζει σημαντική επίδραση στον τίτλο του φορέα. 161,162,163,164,165,166,167,168 

Τα σχετικά ενθαρρυντικά πειραματικά αποτελέσματα με ρετροϊικούς και 

λεντοϊικούς φορείς σε πειραματικά μοντέλα δε μεταφράστηκαν σε κλινική εφαρμογή 

παρά μόλις πρόσφατα, όταν και έγινε γνωστή η πρώτη επιτυχημένη απόπειρα 

εφαρμογής της γονιδιακής θεραπείας για τη β-θαλασσαιμία στον άνθρωπο. Οι 

Cavazzana-Calvo et al. (2010) κατάφεραν, χρησιμοποιώντας ένα λέντι-ϊικό φορέα να 

αποκαταστήσουν μερικώς τα επίπεδα της αιμοσφαιρίνης σε ένα δεκαοκτάχρονο με 

μείζονα HbE/β-θαλασσαιμία και τρία χρόνια μετά να παραμένει, αν και ελαφρά 

αναιμικός, απαλλαγμένος από την ανάγκη τακτικών μεταγγίσεων.169 Βέβαια, 

διατηρείται μία επιφύλαξη όσον αφορά στην ασφάλεια χρησιμοποίησης των φορέων 

αυτών στη γονιδιακή θεραπεία καθώς όπως δείχθηκε και σε αυτή την περίπτωση 

υπάρχει επιλεκτική αύξηση της συχνότητας ενός κλώνου στον οποίο ο φορέας έχει 

ενσωματωθεί και έχει ενεργοποιήσει το γονίδιο HMGA2. Το γονίδιο αυτό αν και δεν 

έχει συσχετισθεί άμεσα με την εμφάνιση καρκίνου, έχει βρεθεί όμως, ότι μπορεί να 

προάγει την εμφάνιση καλοηθών νεοπλασιών και η πιο συνήθης μορφή είναι αυτή 

των λιπωμάτων. Αποδεικνύεται με αυτό τον τρόπο ότι ακόμη και σήμερα η εφαρμογή 

της γονιδιακής θεραπείας, αν και πιο κοντά από ποτέ, επιδέχεται βελτιώσεων προτού 

φτάσει στο κρεβάτι των ασθενών.170 

Στο πεδίο της εφαρμοσμένης γονιδιακής θεραπείας, πρόσφατες κλινικές 

δοκιμές έδειξαν ότι τα γενετικά διορθωμένα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα μετά 

από μεταγωγή με γάμμα-ρετροϊικούς φορείς μπορούν να βελτιώνουν την κλινική 

εικόνα των ασθενών.171,172,173 Ειδικότερα, σε μία κλινική μελέτη για τη νόσο της 

βαριάς μικτής ανοσοανεπάρκειας (SCID-X1), η γονιδιακή θεραπεία ήταν 
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αποτελεσματική σε περισσότερους από 10 ασθενείς αλλά προκάλεσε και 

ανεπιθύμητες παρενέργειες που συνδέονται με μεταλλαξογένεση από την 

ενσωμάτωση των ιϊκών φορέων κοντά σε ογκογονίδια.174 Επίσης μελέτες στο 

μοντέλο του ποντικιού έχουν δείξει ότι εξαιτίας της μεταλλαξογένεσης που 

προκαλείται από την ενσωμάτωση ιϊκών φορέων στα ΑΑΚ αυτά μπορούν να 

οδηγηθούν στην ανάπτυξη λευχαιμίας.175,176 Για το λόγο αυτό υπάρχει η ανάγκη 

ανάπτυξης φορέων που να εξασφαλίζουν ασφαλέστερο πρότυπο ενσωμάτωσης στο 

γενετικό υλικό των κυττάρων-στόχων. Οι λεντοϊοί και οι αφροϊοί εμφανίζουν 

διαφορετικό πρότυπο ενσωμάτωσης συγκριτικά με τους ευρέως χρησιμοποιούμενους 

γάμμα-ρετροϊικούς φορείς.177,178,179 Οι αφροϊοί ενσωματώνονται σε μικρότερο βαθμό 

κοντά σε αλληλουχίες υποκινητών σε σχέση με τους όγκο-ρετροϊούς και λιγότερο 

συχνά εντός γονιδιακών αλληλουχιών συγκριτικά με τους λεντοϊούς γεγονός που τους 

καθιστά σχετικά ασφαλέστερους. Επιπλέον και σε αντίθεση με τους άλλους 

ρετροϊούς που χρησιμοποιούνται στην γονιδιακή θεραπεία, οι αφροϊοί είναι μη-

παθογόνοι ενώ δεν έχει αναφερθεί κανένα νόσημα στους φυσικούς φορείς 

(αιλουροειδή, άλογα, χιμπαντζήδες, ουρακοτάγκους και βοοειδή) ή στους ανθρώπους 

που μολύνθηκαν μετά από επαφή με ζώα φορείς των αφροϊών. 180   

Οι αφγροϊικοί φορείς εκτός από το σαφές πλεονέκτημα που έχουν στο θέμα 

της ασφάλειας έναντι των άλλων φορέων, έχει δειχθεί ότι είναι ικανοί για 

αποτελεσματική και σταθερή γονιδιακή μεταφορά σε ΑΑΚ ποντικιού, μεγάλου 

ζωικού μοντέλου (π.χ. σκύλου) και ανθρώπου (CD34+).181,182,183,184 Η αποτελεσματική 

γονιδιακή μεταφορά επιτυγχάνεται με χαμηλά MOI, γεγονός που αυξάνει το πρότυπο 

ασφαλείας. Ειδικότερα, στο ζωικό μοντέλο του σκύλου με τη νόσο Canine Leukocyte 

Adhesion Deficiency-(CLAD), η χρήση αφροϊικών φορέων έδειξε για πρώτη φορά 

θεραπευτικό αποτέλεσμα.185 

Στη δική μας μελέτη, χρησιμοποιήσαμε ένα φορέα ο οποίος συνδυάζει 

στοιχεία από τους γονιδιακούς τόπους τόσο της α- όσο και της β-σφαιρίνης. Η 

υπόθεση ήταν ότι μία τέτοια κατασκευή θα είχε αρτιότερη αναπτυξιακή ρύθμιση με 

τη συνύπαρξη της λειτουργικής περιοχής του α-γονιδίου (HS40), που είναι ενεργό 

στον ενήλικα, αλλά και του γονιδίου της β-σφαιρίνης που εκφράζεται επίσης στην 

ενήλικη φάση της ανάπτυξης. Συγκεκριμένα, η κατασκευή έχει το γονίδιο της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης να ρυθμίζεται μεταγραφικά από τον ομόλογο υποκινητή και 

από την αλληλουχία HS40 που προέρχεται από το γονιδιακό τόπο της α-σφαιρίνης 

και εμφανίζει δράση ενισχυτή. Ως αλληλουχία αναφοράς στη μελέτη, κατασκευάσαμε 
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ένα δεύτερο “συμβατικό” φορέα ο οποίος έχει τις ρυθμιστικές αλληλουχίες HS2 και 

HS3 από το γονιδιακό τόπο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (LCR) και την ίδια κασέτα 

έκφρασης με την πρώτη κατασκευή προκειμένου να μπορέσουμε να εξετάσουμε 

συγκριτικά την αποδοτικότητα των δύο διαφορετικών φορέων. Είναι σημαντικό να 

αναφέρουμε ότι για πρώτη φορά στη γονιδιακή θεραπεία της β-θαλασσαιμίας 

χρησιμοποιούνται αφροϊικοί φορείς και γι’ αυτό το λόγο τα αποτελέσματα της 

μελέτης είναι πρωτότυπα και το μοναδικό σημείο σύγκρισης είναι οι μελέτες με 

άλλους ρετροϊούς. 

Οι τίτλοι των δύο φορέων HS40.β και HS2.HS3.β υπολογίστηκαν σε 3.8x106 

και 2.5x106 IU/ml, αντίστοιχα (n=9 και n=6). Συγκριτικά, ο τίτλος των πρότυπων 

αφροϊικών φορέων που εκφράζουν ένα γονίδιο αναφοράς όπως, η πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (Green Fluorescent Protein - GFP) και έχουν αισθητά 

μικρότερο μέγεθος (< 7 kb έναντι 9 kb και 10.8 kb για τους HS40.β και HS2.HS3.β 

αντίστοιχα) δεν ξεπερνούν το 7x106 IU/ml. Φαίνεται δηλαδή ότι οι ρυθμιστικές 

αλληλουχίες και το γονίδιο της β-σφαιρίνης εμφανίζουν μικρή παρεμβολή στον 

σχηματισμό και την σταθερότητα των αφροϊικών φορέων. 

Η αποδοτικότητα των αφροϊικών φορέων FV ελέγχθηκε αρχικά in vitro στην 

ερυθροκυτταρική σειρά MEL. Κύτταρα της σειράς MEL υπέστησαν μεταγωγή με 

χαμηλό MOI (1-2) και στην συνέχεια απομονώθηκαν κυτταρικοί κλώνοι με διαδοχική 

αραίωση. Η έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στους κυτταρικούς κλώνους 

υπολογίστηκε με κυτταρομετρία ροής (επίπεδο MFI) και άγγιξε για τους φορείς 

HS40.β και HS2.HS3.β το 65% (± 16%) και 55% (± 12%) της αντίστοιχης έκφρασης 

του θετικού κυτταρικού κλώνου MEL-YAC-C20. Τα επίπεδα της παραγωγής αυτής 

εκφράστηκαν ανά ενσωματωμένο ιϊκό αντίγραφο (Vector Copy Number - VCN). Σε 

αντίστοιχη μελέτη, οι Li et al (1999) πραγματοποίησαν έναν έλεγχο των επιπέδων 

έκφρασης των γονιδίων της γ- και β-σφαιρίνης που ρυθμίζονται είτε από την 

αλληλουχία HS40 ή από τις αλληλουχίες HS2 και HS3 στην κυτταρική σειρά MEL.98 

Αυτό το οποίο έδειξαν ήταν ότι στην περίπτωση του γονιδίου της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης, τα δύο συστήματα έκφρασης οδήγησαν σε ανίχνευση παραπλήσιων 

μεταξύ τους επιπέδων mRNA συγκριτικά με τα επίπεδα της ενδογενούς α-σφαιρίνης 

του ποντικιού 46% έναντι 57.3% ανά ιϊκό αντίγραφο για τους φορείς που ρυθμίζονται 

από τις αλληλουχίες HS40 και HS2/HS3, αντίστοιχα. Τόσο η μελέτη μας όσο και 

εκείνη των Li et al. (1999) συνηγορούν στο ότι και οι δύο φορείς που χρησιμοποιούν 

τις διαφορετικές ρυθμιστικές αλληλουχίες επάγουν την παραγωγή εξίσου ικανών 
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ποσοτήτων ανθρώπινης β-σφαιρίνης. Αντίθετα, αντικρουόμενα είναι τα 

αποτελέσματα όσον αφορά στα επίπεδα έκφρασης του διαγονιδίου της γ-σφαιρίνης 

στην κυτταρική σειρά MEL από τα ρυθμιστικές αλληλουχίες HS40 και 

HS2/HS3/HS4 οι οποίες χρησιμοποιήθηκαν με τον υποκινητή της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης.98,160 Παρότι φαίνεται ότι η ρυθμιστική αλληλουχία HS40 μπορεί και δρα 

συνεργιστικά με τον υποκινητή της β-σφαιρίνης, δεν γίνεται σαφές κατά πόσο στην 

περίπτωση του γονιδίου της γ-σφαιρίνης η ρύθμιση είναι αποτελεσματικότερη από 

την αλληλουχία HS40 ή τις HS2/HS3/HS4, ίσως και εξαιτίας της πολυπλοκότητας 

της ρύθμισης ενός εμβρυϊκά ενεργού γονιδίου σε ενήλικο ερυθροειδικό περιβάλλον. 

Στη μελέτη των Zhu et al (2007) η έκφραση του γονιδίου της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης στην κυτταρική σειρά K562 αποδείχθηκε αποδοτικότερη όταν ρυθμιζόταν 

από την αλληλουχία HS40 συγκριτικά με την HS3, κάτι το οποίο υποδεικνύει ότι η 

αλληλουχία HS40 είναι ικανή να προσφέρει περισσότερο αποτελεσματική ρύθμιση 

από κάποιες άλλες αλληλουχίες τις περιοχής LCR ξεχωριστά.186 

Οι αφροϊικοί φορείς χρησιμοποιήθηκαν στη συνέχεια ex vivo για να μετάγουν 

ΑΑΚ από το μοντέλο του θαλασσαιμικού ποντικιού Hbbth-3/+ τα οποία 

καλλιεργήθηκαν σε ημιστερεά υλικά και απομονώθηκαν οι ερυθροειδικές αποικίες 

BFU-E. Τα επίπεδα της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στις αποικίες BFU-E 

υπολογίσθηκαν με σχετική ποσοτικοποίηση του mRNA της β-σφαιρίνης συγκριτικά 

με το mRNA της ενδογενούς α-σφαιρίνης του ποντικιού. Οι τιμές αυτές για τους 

φορείς HS40.β και HS2.HS3.β άγγιξαν το 12% και 2% αντίστοιχα. Οι τιμές αυτές 

δείχνουν ότι οι αφροϊικοί φορείς μπορούν να μετάγουν αποτελεσματικά τα ΑΑΚ του 

ποντικιού και να οδηγήσουν σε έκφραση του διαγονιδίου, ενώ η διαφορά στα επίπεδα 

έκφρασης μεταξύ των δύο φορέων ήταν στατιστικά σημαντικά υψηλότερα υπέρ του 

φορέα HS40.β. 

Χρησιμοποιήσαμε κύτταρα του εμβρυϊκού ήπατος τα οποία και αποτελούν 

σημαντική πηγή αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων και χρησιμοποιούνται 

εναλλακτικά, εξαιτίας της σχετικής έλλειψης ενήλικων Hbbth-3/+ ποντικιών από τα 

οποία και απομονώνονται τα ΑΑΚ του μυελού των οστών.  Στην περίπτωση των 

ερυθροειδικών καλλιεργειών ΑΑΚ του εμβρυϊκού ήπατος του θαλασσαιμικού 

ποντικιού Hbbth-3/+ τα δείγματα που είχαν υποστεί μεταγωγή έδειξαν αύξηση του 

αριθμού των προερυθροβλαστών (6η ημέρα) και των βασεόφιλων ερυθροβλαστών (9η 

ημέρα) σε σχέση με το θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου. Συγκεκριμένα στο δείγμα 

ΑΑΚ-HS40.β αυξήθηκε ο αριθμός των κυττάρων που οδηγούνται σε ερυθροειδική 
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διαφοροποίηση κατά 1.6 φορές τόσο κατά την 6η όσο και την 9η ημέρα ενώ στο 

δείγμα ΑΑΚ-HS2.HS3.β υπήρξε αύξηση μόλις 1.2 και 1.05 φορές, αντίστοιχα. 

Συμπεραίνουμε ότι οι φορείς μας έδειξαν αποκατάσταση της μη-αποδοτικής 

ερυθροποίησης που χαρακτηρίζει τη β-θαλασσαιμία. Επιπλέον, υπάρχει μία ελαφριά 

υπεροχή του φορέα HS40.β στην αποτελεσματική παραγωγή ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

και κατά συνέπεια ερυθροειδικής διαφοροποίησης των ΑΑΚ. 

Μελετήσαμε επίσης, την αποτελεσματικότητα των φορέων μας in vivo 

εφαρμόζοντας πειράματα μεταμόσχευσης μυελού των οστών στο μοντέλο του 

θαλασσαιμικού ποντικιού Hbbth-3/+. Γι’ αυτό το σκοπό χρησιμοποιήσαμε ΑΑΚ που 

είχαν υποστεί μεταγωγή από τους αφροϊικούς φορείς και τα οποία προέρχονταν τόσο 

από μυελό των οστών ενήλικων ποντικιών (Lin-) όσο και από εμβρυϊκό ήπαρ 

ομόζυγων εμβρύων. Αυτό που παρατηρήσαμε είναι ότι στην περίπτωση της 

χρησιμοποίησης των κυττάρων Lin- επετεύχθησαν μεγαλύτερα ποσοστά χιμαιρισμού 

καθώς και μεταγωγής των κυττάρων. Τα ποντίκια στα οποία μεταμοσχεύθηκαν ΑΑΚ 

εμβρυϊκού ήπατος εξέφρασαν, κατά μέσο όρο, ανθρώπινη β-σφαιρίνη στο περιφερικό 

αίμα σε επίπεδο 11.36% και 7.17% (HS40.β και HS2.HS3.β) του ποσοστού της 

έκφρασης του θετικού μάρτυρα (ανθρώπινο περιφερικό αίμα) που μετρήθηκε 

παράλληλα. Στην περίπτωση των ποντικιών που δέχθηκαν μετηγμένα κύτταρα Lin- τα 

επίπεδα της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από τους φορείς HS40.β και 

HS2.HS3.β κυμάνθηκαν στο 26.6% και 17.6% της αντίστοιχης έκφρασης της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε ανθρώπινο περιφερικό αίμα, αντίστοιχα. Με τον αριθμό 

των ιϊκών αντιγράφων ανά κύτταρο να κυμαίνεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα προκύπτει 

ότι τα αποτελέσματα αυτά δεν αντανακλούν διαφορές στην επιτυχία της μεταγωγής 

των δύο φορέων αλλά μάλλον διαφορές σε επίπεδο γονιδιακής ρύθμισης και 

έκφρασης στο ενήλικο περιβάλλον των κυττάρων Lin- συγκριτικά με το πιο πρώιμο 

αναπτυξιακά περιβάλλον των εμβρυϊκών κυττάρων του ήπατος. 

Τα αποτελέσματά μας ως τώρα δείχνουν ότι οι αφροϊικοί φορείς επιτυγχάνουν 

ικανοποιητικά επίπεδα μεταγωγής και έκφρασης του γονιδίου της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης σε ερυθροειδικό περιβάλλον τόσο της ερυθροκυτταρικής σειράς ΜΕL όσο 

και σε ΑΑΚ ποντικιού σε πειραματικές δοκιμασίες ex vivo και in vivo. Όμως ο 

φορέας HS40.β φαίνεται να υπερέχει ελαφρώς του HS2.HS3.β στο περιβάλλον του 

ποντικιού στις περισσότερες δοκιμασίες ex vivo και in vivo. 

Στην υπάρχουσα βιβλιογραφία, οι πρώτες σημαντικές μελέτες που 

πραγματοποιήθηκαν στο χώρο της γονιδιακής θεραπείας της β-θαλασσαιμίας έγιναν 
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με πρωτόκολλα μεταμόσχευσης σε φυσιολογικά ποντίκια.96,187 Οι φορείς που 

χρησιμοποιήθηκαν εξέφραζαν το γονίδιο της β-σφαιρίνης από τον ομόλογο 

υποκινητή και τις ρυθμιστικές αλληλουχίες HS2/HS3/HS4. Το επίπεδο έκφρασης της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο περιφερικό αίμα ποσοτικοποιήθηκε μετρώντας το 

mRNA της και εκφράστηκε ως προς την τιμή του mRNA της ενδογενούς β-σφαιρίνης 

του ποντικιού, που σε φυσιολογικά ποντίκια είναι αντίστοιχη της τιμής της α-

σφαιρίνης του ποντικιού. Αρχικά, τα επίπεδα της αναλογίας ανθρώπινης β-σφαιρίνης 

ως προς την β-σφαιρίνη του ποντικιού (huβ/muβ) κυμαίνονταν λίγο πάνω από το 3% 

ενώ καθώς βελτιώνονταν οι κατασκευές των ρετροϊικών φορέων αυξήθηκαν σε 12 

έως 25%. Η μεταμόσχευση στο μοντέλο του θαλασσαιμικού ποντικιού Hbbth-3/+ ήταν 

το επόμενο βήμα και εδώ τα επίπεδα παραγωγής της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στο 

περιφερικό αίμα των μεταμοσχευμένων ποντικιών υπολογίσθηκαν σε 21% της 

συνολικής αιμοσφαιρίνης του ποντικιού από ένα λεντοϊικό φορέα που 

χρησιμοποιούσε τις ρυθμιστικές αλληλουχίες HS2/HS3/HS4.156 Ο ίδιος λεντοϊικός 

φορέας, ο αποδοτικότερος μέχρι σήμερα φορέας στο χώρο της γονιδιακής θεραπείας 

της β-θαλασσαιμίας, χρησιμοποιήθηκε για να μετάγει ΑΑΚ εμβρυϊκού ήπατος τα 

οποία μεταμοσχεύθηκαν σε ποντίκια που είχαν υποστεί μυελοαφανιστική δόση 

ακτινοβολίας.158 Η έκφραση αυτή τη φορά άγγιξε το 30-65% την 8η εβδομάδα και 

>95% την 16η εβδομάδα, επίπεδα που είναι εμφανώς θεραπευτικά. Το ιδιαίτερο 

χαρακτηριστικό που συμφωνεί με τις παρατηρήσεις μας είναι ότι την 8η εβδομάδα 

μόνο τα 10 από τα 13 ποντίκια είχαν επιτυχώς μεταμοσχευθεί και την 16η αυτά είχαν 

μειωθεί σε μόλις 6 από τα 13, γεγονός που δείχνει την αδυναμία των μετηγμένων 

ΑΑΚ του εμβρυϊκού ήπατος να επιτύχουν τα επίπεδα μεταμόσχευσης που 

παρατηρούνται με ΑΑΚ του μυελού των οστών. Αυτή η παρατήρηση έρχεται σε 

αντίθεση με μία από τις αρχικές μελέτες χρησιμοποίησης των κυττάρων του 

εμβρυϊκού ήπατος στη μεταμόσχευση ποντικιού όπου και είχε δειχθεί η αυξημένη 

ικανότητα μεταμόσχευσης αυτού του εμπλουτισμένου κυτταρικού πληθυσμού σε 

ΑΑΚ.153 

Σε μία πρόσφατη μελέτη κατασκευάστηκε ένας λεντοϊικός φορέας όπου 

χρησιμοποιήθηκαν μόνο οι αλληλουχίες HS2 και HS3 προκειμένου να ρυθμίσουν την 

έκφραση του διαγονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης και αυτός ο φορέας είναι 

αντίστοιχος του δικού μας φορέα HS2.HS3.β.150 Στα πειράματα μεταμόσχευσης, το 

ποσοστό των επιτυχώς μεταμοσχευμένων ποντικιών δε δίνεται από τους συγγραφείς, 

όμως συνολικά εμφανίζεται παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε επίπεδο άνω 
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του 90% της συνολικής αιμοσφαιρίνης που ανιχνεύεται στο περιφερικό αίμα των 

ποντικιών. Μετά από εφαρμογή της μεθόδου HPLC ο λόγος των αλυσίδων β-

ανθρώπου/α-ποντικιού έφτασε το 23.8%. Η απευθείας σύγκριση των αποτελεσμάτων 

αυτών με την μελέτη μας θα ήταν εσφαλμένη και τα συμπεράσματα επισφαλή και ο 

λόγος έγκειται στο διαφορετικό πρωτόκολλο μυελοκαταστολής που 

χρησιμοποιήθηκε. Ενώ σε όλες τις μελέτες διεθνώς στη γονιδιακή θεραπεία της β-

θαλασσαιμιας χρησιμοποιούνται πρωτόκολλα μυελοαφανισμού με θανάσιμες δόσεις 

ακτινοβολίας, στη μελέτη μας εφαρμόσαμε ένα πρωτόκολλο ήπιας μυελοκαταστολής 

που είναι παρεμφερές με ότι χρησιμοποιείται σε κλινικές εφαρμογές. Το αποτέλεσμα 

είναι ότι σε όλες τις αντίστοιχες μελέτες οι ποντικοί που χρησιμοποιούνται ως δέκτες 

είναι χιμαιρικοί σε ποσοστό κοντά στο 100%. Αντίθετα, στη δική μας περίπτωση 

υπάρχει αδυναμία εγκατάστασης του θαλασσαιμικού φαινοτύπου καθώς τα ποντίκια 

δέκτες που χρησιμοποιούμε είναι φυσιολογικού στελέχους και τα θαλασσαιμικά 

κύτταρα δότες κατά κανόνα αδυνατούν να αποτελέσουν περισσότερο από ένα 

ποσοστό των αιμοποιητικών κυττάρων του ποντικιού μετά τη μεταμόσχευση. Οι 

Persons et al. (2001) έδειξαν ότι εάν τα θαλασσαιμικά κύτταρα σε ένα χιμαιρικό 

ποντικό αποτελούν λιγότερο από το 50% του συνολικού πληθυσμού τότε όλες οι 

αιματολογικές παράμετροι πλησιάζουν εκείνες των φυσιολογικών ποντικιών (Hb 

>12g/dl με τιμές φυσιολογικού ποντικιού ≥13g/dl και θαλασσαιμικού ποντικιού 

≥9g/dl).188 Στην περίπτωσή μας τα κύτταρα του ποντικιού-δέκτη τα οποία επιβιώνουν 

μετά από μυελοκαταστολή αποτελούν συχνά περισσότερο από το 75% του συνολικού 

πληθυσμού των κυττάρων του μυελού των οστών του μεταμοσχευμένου ποντικιού. 

Ως αποτέλεσμα οι αιματολογικές παράμετροι των ποντικιών ήταν ταυτόσημες με 

εκείνες των φυσιολογικών ποντικιών και δεν μπορούσε να εκτιμηθεί η συνεισφορά 

των επιτυχώς μετηγμένων κυττάρων στη διόρθωση του θαλασσαιμικού φαινοτύπου. 

Τα κύτταρα αυτά αποτελούν μόνο ένα μέρος των κυττάρων που μεταμοσχεύονται τα 

οποία με τη σειρά τους αποτελούν ένα υποσύνολο των κυττάρων του μυελού των 

οστών του χιμαιρικού ποντικιού. Επομένως, η πιο αντιπροσωπευτική μέτρηση που 

μπορούμε να παραθέσουμε είναι ο αριθμός των κυττάρων του περιφερικού αίματος 

που εκφράζουν την ανθρώπινη β-σφαιρίνη, η οποία προέρχεται αποκλειστικά από 

τους αφροϊικούς φορείς μας, και το ποσοστό του συνολικού πληθυσμού που αυτά 

αποτελούν. Παρόλα αυτά, στις περιπτώσεις ποντικιών όπου το επίπεδο της 

μεταμόσχευσης κρίθηκε ικανοποιητικό, αξιολογήσαμε και την επίδραση που έχει η 
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έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από τους αφροϊικούς φορείς στη διόρθωση των 

αιματολογικών παραμέτρων και των αιμοποιητικών οργάνων.  

Οι δύο τελευταίες μελέτες που αναφέρθηκαν, από τους Miccio et al (2008) και 

Persons et al (2001) αναλύουν και μία εξαιρετικά σημαντική παράμετρο της 

γονιδιακής θεραπείας της β-θαλασσαιμίας, τον προσδιορισμό του ελάχιστου αριθμού 

διορθωμένων κυττάρων που απαιτούνται για τη διόρθωση του θαλασσαιμικού 

φαινοτύπου. Προκύπτει ότι 10-20% διορθωμένα κύτταρα είναι αρκετά για να 

βελτιώσουν αισθητά την εικόνα της ενδιάμεσης θαλασσαιμίας όπως αυτή μελετάται 

στο μοντέλο του θαλασσαιμικού ποντικιού Hbbth-3/+. Επίσης, σε ασθενείς με βαριά β-

θαλασσαιμία (ομόζυγος-β0) έχει αναφερθεί ότι η επικράτηση ενός ποσοστού επιτυχώς 

μεταμοσχευμένων φυσιολογικών κυττάρων της τάξης του 25% βελτίωσε αισθητά την 

παραγωγή της β-σφαιρίνης (Hb 8.3-9.3 g/dl).189 Σε συνδυασμό με το γεγονός ότι στις 

κλινικές μελέτες δεν επιτρέπεται η χρησιμοποίηση πρωτοκόλλων μυελοαφανισμού 

αλλά τα πρωτόκολλα πλησιάζουν περισσότερο στη μέθοδο μυελοκαταστολής που 

χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη μας, η γνώση των τιμών αυτών είναι πολύ σημαντική, 

καθότι θέτουν το στόχο του αριθμού των διορθωμένων ΑΑΚ που πρέπει να 

επιτευχθεί στις μελέτες γονιδιακής θεραπείας της β-θαλασσαμίας πριν αυτές 

οδηγηθούν σε κλινικές δοκιμές. 

Στη μελέτη μας αυτή τα χαμηλά επίπεδα χιμαιρισμού δεν μας επέτρεψαν να 

διερευνήσουμε σφαιρικά την αποτελεσματικότητα των φορέων μας στο μοντέλο του 

θαλασσαιμικού ποντικιού, παρόλα αυτά τα αποτελέσματά μας επιτρέπουν να είμαστε 

αισιόδοξοι. Επιτυγχάνοντας ποσοστά έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης της 

τάξεως του 26.6% και 17.6% για τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β, αντίστοιχα, 

από ένα μικρό κάθε φορά πληθυσμό μεταμοσχευμένων κυττάρων είμαστε κοντά στο 

κατώφλι της έκφρασης που απαιτείται για επιτυχή εφαρμογή των κλινικών δοκιμών. 

Συγχρόνως, με αυτό το τρόπο προσομοιώνεται και το τι θα μπορούσε να συμβεί στην 

περίπτωση χρησιμοποίησης των αφροϊικών φορέων για κλινικές δοκιμές υπό 

αντίστοιχες συνθήκες μερικής μυελοκαταστολής. 

Στα πειραματόζωα που εμφάνισαν υψηλές τιμές χιμαιρισμού έγινε και 

αξιολόγηση των αιματολογικών παραμέτρων. Διαπιστώσαμε με αυτό τον τρόπο πως 

η έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β 

οδήγησε όχι μόνο σε αύξηση της συνολικής αιμοσφαιρίνης (Hb) αλλά και σε αύξηση 

του αριθμού των ερυθροκυττάρων (RBC), στην αύξηση του αιματοκρίτη (HCT) 

καθώς και στην αύξηση του μέσου όγκου των ερυθροκυττάρων (MCV). Όλες οι τιμές 
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αυτές προσέγγισαν τις τιμές των φυσιολογικών ποντικιών. Ακόμα ιδιαίτερα 

σημαντική ήταν και η αποκατάσταση του εύρους της κατανομής του μεγέθους των 

ερυθρών αιμοσφαιρίων (RDW) ενώ η μεταμόσχευση γενετικά διορθωμένων 

αρχέγονων κυττάρων απέτρεψε την εκδήλωση σπληνομεγαλίας διατηρώντας το 

μέγεθος του σπλήνα σε επίπεδα κοντά σε εκείνα των φυσιολογικών ποντικιών. 

Ταυτόχρονα και η ίδια η εικόνα του περιφερικού αίματος των μεταμοσχευμένων 

ποντικιών έδειχνε βελτίωση, με μειωμένη ανισοκυττάρωση, αιμοαραίωση και 

απόπτωση των ερυθροκυττάρων. Παρόμοια με τη δική μας ήταν η εικόνα διόρθωσης 

του θαλασσαιμικού φαινοτύπου σε μεταμοσχευμένα πειραματόζωα των Miccio et al. 

(2008) οι οποίοι χρησιμοποίησαν ένα λεντοϊικό φορέα με τις ρυθμιστικές 

αλληλουχίες HS2/HS3. Τα αποτελέσματα αυτά συνηγορούν υπέρ της ισάξιας 

δραστικότητας των δύο αφροϊικών φορέων στη βελτίωση της β-θαλασσαιμίας στον 

ποντικό.  

Τέλος, η μελέτη της αποδοτικότητας των αφροϊικών φορέων ελέγχθηκε και σε 

ΑΑΚ (CD34+) από θαλασσαιμικούς ασθενείς με βαριά β-θαλασσαιμία (β0). Τα 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν ex vivo κάτω από συνθήκες ερυθροειδικής διαφοροποίησης 

και μετά από 15-18 ημέρες μετρήθηκαν τα επίπεδα της β-σφαιρίνης και ο βαθμός της 

ερυθροποίησης. Συγκεκριμένα, με τους φορείς HS40.β και HS2.HS3.β επετεύχθη 

αύξηση της παραγωγής της β-σφαιρίνης σε σχέση με το θαλασσαιμικό δείγμα 

ελέγχου κατά 1.5 και 1.7 φορές, θετικά για β-σφαιρίνη κύτταρα: 26% και 36% 

αντίστοιχα. Ως αποτέλεσμα της παραγωγής β-σφαιρίνης από τους αφροϊικούς φορείς, 

αυξήθηκε ο βαθμός της αποδοτικής ερυθροποίησης κατά 1.8 και 2.2 φορές 

διορθώνοντας την ελαττωματική αιμοποίηση των θαλασσαιμικών κυττάρων CD34+. 

Μία άλλη παράμετρος που αναλύσαμε στο σύστημα αυτό ήταν και η απόπτωση που  

λόγω της αδυναμίας ερυθροειδικής διαφοροποίησης του θαλασσαιμικού δείγματος 

είναι αυξημένη στα παθολογικά κύτταρα. Εφαρμόζοντας χρώση για annexin V είδαμε 

ότι τα δείγματα HS40.β-CD34+ και HS2.HS3-CD34+ εμφάνισαν μειωμένη απόπτωση 

κατά 1.9 και 3.5 φορές. Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα αυτά έρχονται τα δεδομένα 

των Puthenveetil et al. (2004) οι οποίοι χρησιμοποίησαν ένα λεντοϊικό φορέα που 

εξέφραζε το γονίδιο της β-σφαιρίνης από τον ομόλογο υποκινητή και τις ρυθμιστικές 

αλληλουχίες HS2/HS3/HS4 και πέτυχαν σημαντική μείωση της απόπτωσης στην 

ερυθροειδική υγρή καλλιέργεια των θαλασσαιμικών κυττάρων CD34+ (από 49±12% 

σε 2±1%), όπως μετρήθηκε με χρώση για annexin V, και σημείωσαν αύξηση της 
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παραγωγής των αλυσίδων της β-σφαιρίνης από 7.3±7% σε 75±14%, όπως 

υπολογίσθηκαν με HPLC.163  

Συμπερασματικά, ο φορέας HS40.β με το μικρό και ισχυρό ενισχυτή HS40 

από το γενετικό τόπο της ανθρώπινης α-σφαιρίνης επιτυγχάνει υψηλότερο τίτλο και 

αποτελεσματικότερα επίπεδα γονιδιακής μεταφοράς από τον πιο σύνθετο και μεγάλο 

σε μέγεθος φορέα HS2.HS3.β. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να είναι αποδοτικότερος in 

vitro, ex vivo και in vivo στο ζωικό μοντέλο της β-θαλασσαιμίας και σε συνθήκες 

χαμηλού ΜΟΙ. Επίσης, λαμβάνοντας υπόψη ότι εκφράζουμε ένα ανθρώπινο 

διαγονίδιο με ανθρώπινες ρυθμιστικές αλληλουχίες στο σύστημα του ποντικιού 

συμπεραίνουμε ότι η περισσότερο πολύπλοκη σύνθεση του φορέα HS2.HS3.β έναντι 

του HS40.β ίσως δεν έχει πλεονέκτημα στη μεταγραφική ρύθμιση. Από τις μέχρι 

σήμερα μελέτες έχει γίνει γνωστό ότι οι ρυθμιστικές αλληλουχίες των σφαιρινών 

είναι διατηρημένες σε μεγάλο βαθμό μεταξύ των δύο ειδών, ποντικιού και 

ανθρώπου.50,190,191,192,193 Αυτό το οποίο βρέθηκε από τους Epner et al (1998) είναι ότι 

στο σύστημα του ποντικιού η παρουσία της ρυθμιστικής περιοχής LCR είναι 

ευεργετική για την έκφραση των γονιδίων των σφαιρινών αλλά όχι απαραίτητη.22 Ο 

γονιδιακός τόπος της β-σφαιρίνης του ποντικιού βρίσκεται σε ανοιχτή διαμόρφωση 

της χρωματίνης οπότε και οι ρυθμιστικές αλληλουχίες με αντίστοιχη ικανότητα, 

όπως, η αλληλουχία HS3, δεν προσδίδουν πλεονέκτημα στην έκφραση της β-

σφαιρίνης. Αντίθετα, στο ανθρώπινο σύστημα η μεταγραφική ρύθμιση των γονιδίων 

των σφαιρινών είναι πιο αυστηρά ελεγχόμενη. Επομένως, στο ανθρώπινο περιβάλλον 

(CD34+ AAK) ο φορέας HS2.HS3.β εμφανίζεται εξίσου αποδοτικός με το HS40.β 

στην έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης. Το γεγονός αυτό αναδεικνύει την πιο 

στενή μεταγραφική ρύθμιση του γονιδίου της β-σφαιρίνης στα ανθρώπινα κύτταρα, 

όπου γίνεται εμφανές το πλεονέκτημα της ύπαρξης περισσότερο εκτενών 

αλληλουχιών της ανθρώπινης ρυθμιστικής περιοχής LCR στον φορέα έκφρασης όπως 

είναι η περίπτωση του HS2.HS3.β.  

Η έρευνα στη γονιδιακή θεραπεία της β-θαλασσαιμίας ως τις μέρες μας έχει 

περιορίσει το πεδίο δράσης της στην αποκατάσταση ενός λειτουργικού γονιδίου της 

β-σφαιρίνης. Με δεδομένο το γεγονός πως ο θαλασσαιμικός φαινότυπος οφείλεται 

κατά μείζονα λόγο στις ελεύθερες αλυσίδες της α-σφαιρίνης, οι οποίες οδηγούν στην 

πρώιμη απόπτωση των ερυθροκυττάρων, είναι λογικό κάποιος να υποθέσει ότι ο 

έλεγχος των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου της α-σφαιρίνης θα μπορούσε να 

αποτελέσει μία εναλλακτική θεραπευτική προσέγγιση για την αντιμετώπιση της β-
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θαλασσαιμίας. Τα στοιχεία που προκύπτουν από την παρατήρηση ασθενών που έχουν 

συγκληρονομήσει τόσο την α-θαλασσαιμία όσο και τη β-θαλασσαιμία δείχνουν ότι 

εμφανίζουν έναν περισσότερο ήπιο φαινότυπο θαλασσαιμίας εξαιτίας μίας πιο 

ισορροπημένης σύνθεσης των αλυσίδων α- και β-σφαιρίνης. 

Οι προσεγγίσεις της παρεμβολής του RNA στην έρευνα της β-θαλασσαιμίας 

έως τώρα υπήρξαν ελάχιστες. Οι Xie et al. (2007) πραγματοποίησαν μία μελέτη in 

vivo σε ένα θαλασσαιμικό μοντέλο ποντικιού (Hbbth-4/+) και έδειξαν μείωση των 

επιπέδων της α-σφαιρίνης κατά 20-35% σε επίπεδο mRNA με τη χρησιμοποίηση μίας 

μικρής αλληλουχίας RNA έναντι του γονιδίου της α-σφαιρίνης.138 Μία άλλη μελέτη 

που αξιοποιούσε τον μηχανισμό της παρεμβολής του RNA αφορούσε στην στόχευση 

του μεταλλαγμένου γονιδίου της β-σφαιρίνης που οδηγεί στην δρεπανοκυτταρική 

αναιμία.137 

Στη μελέτη μας επιχειρήσαμε να αξιολογήσουμε μία συνδυαστική κατασκευή 

αφροϊικού φορέα ο οποίος κωδικοποιεί τόσο το γονίδιο της β-σφαιρίνης όσο και μία 

μικρή αλληλουχία RNA (shRNA) που στοχεύει το γονίδιο της α-σφαιρίνης. Σκοπός 

ήταν να διερευνήσουμε κατά πόσο μπορούμε αυξάνοντας τα επίπεδα της β-σφαιρίνης 

και ταυτόχρονα μειώνοντας εκείνα της α-σφαιρίνης να επιτύχουμε καλύτερη 

ισορροπία μεταξύ των δύο αλυσίδων και μερική αποκατάσταση της μη αποδοτικής 

ερυθροποίησης που χαρακτηρίζει τη β-θαλασσαιμία. Από μελέτες που έχουν γίνει σε 

δείγματα περιφερικού αίματος ετεροζυγωτών με β-θαλασσαιμία προκύπτει ότι ο 

λόγος μεταξύ των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης τόσο σε επίπεδο πρωτεΐνης όσο 

και σε επίπεδο mRNA κυμαίνεται κοντά στο 2 (β-/α-σφαιρίνη ~0.5).52,194 Η δική μας 

ερευνητική προσπάθεια έδειξε ότι ο συνδυαστικός φορέας μπορεί να διαφοροποιήσει 

σημαντικά το λόγο των αλυσίδων β-/α- ο οποίος στην περίπτωση των ομόζυγων 

θαλασσαιμικών ασθενών υπολογίσαμε ότι κυμαίνεται κοντά στο 0.1. Η 

χρησιμοποίηση του φορέα H4/HS40.β βελτίωσε σημαντικά το λόγο των β-/α-

αλυσίδων σε επίπεδο περίπου διπλάσιο από τη διόρθωση που επετεύχθη με τους 

απλούς φορείς HS40.β και Η4. Αυτός ο φορέας οδήγησε σε μερική αποκατάσταση 

του θαλασσαιμικού φαινοτύπου και της μη-αποδοτικής ερυθροποίησης, όπως αυτή 

μελετήθηκε με κυτταρομετρία ροής.  
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Εισαγωγή. 

Οι β-θαλασσαιμίες αποτελούν μία ετερογενή ομάδα κληρονομικών 

νοσημάτων που χαρακτηρίζονται από μειωμένη σύνθεση των β-αλυσίδων της 

αιμοσφαιρίνης. Στην ομόζυγη κατάσταση προκαλούν μείζονα αιμολυτική αναιμία η 

οποία αντιμετωπίζεται με συχνές μεταγγίσεις αίματος αλλά, θεραπεύεται μόνο με 

μεταμόσχευση μυελού των οστών (ΜΜΟ) σε ασθενείς που έχουν συμβατό δότη. Οι 

γενετικού τύπου θεραπευτικές προσεγγίσεις αποτελούν μία εναλλακτική θεραπευτική 

στρατηγική που σαν σκοπό έχουν την μεταφορά του γονιδίου της β-σφαιρίνης στα 

αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα και την έκφραση της αιμοσφαιρίνης στα ώριμα 

ερυθροκύτταρα. Στη παρούσα μελέτη έχει χρησιμοποιηθεί ένα σύστημα φορέων που 

βασίζεται στους ιούς τύπου Foamy οι οποίοι έχουν καταστεί ανίκανοι προς 

αναπαραγωγή ενώ μπορούν να μεταγάγουν αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα (ΑΑΚ).  

 

Στόχος της μελέτης. 

Στόχο μας αποτέλεσε η δημιουργία φορέων τύπου Foamy που θα συνδυάζουν 

στοιχεία από τους γονιδιακούς τόπους των ανθρώπινων σφαιρινών ώστε να 

εκφράζουν αποδοτικά το γονίδιο της β-σφαιρίνης. Στη μελέτη μας χρησιμοποιήσαμε 

την ρυθμιστική αλληλουχία HS40 που προέρχεται από το γονιδιακό τόπο της 

ανθρώπινης α-σφαιρίνης καθώς επίσης και τις ρυθμιστικές αλληλουχίες HS2 και HS3 

που προέρχονται από την περιοχή LCR του γονιδιακού τόπου της β-σφαιρίνης. Για 

την χρήση των αλληλουχιών HS2 και HS3 υπάρχουν πολλά βιβλιογραφικά δεδομένα 

και θεωρήσαμε ότι θα αποτελούσαν ιδανικές αλληλουχίες ελέγχου και συγκριτικής 

αξιολόγησης για την κατασκευή με την αλληλουχία HS40.  

  

Δραστικότητα των φορέων in vitro σε ερυθροειδική κυτταρική σειρά.  

Η πρώτη λειτουργική δοκιμασία των φορέων έγινε στην κυτταρική σειρά 

MEL. Οι κυτταρικοί κλώνοι MEL που προέκυψαν από τη μεταγωγή με τους φορείς 

HS40.β και HS2.HS3.β παρήγαγαν ανθρώπινη β-σφαιρίνη αυξημένη κατά 65% και 

55%, αντίστοιχα, συγκριτικά με το αρνητικό δείγμα ελέγχου και ανά ενσωματωμένο 

ιϊκό αντίγραφο. Όπως προέκυψε από την ανάλυση, οι δύο φορείς FV κρίνονται 

εξίσου αποτελεσματικοί στη παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης στην ερυθρό-

κυτταρρική σειρά MEL.   
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Δραστικότητα των φορέων ex vivo σε αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα ποντικού. 

Για το σκοπό αυτό έγινε μεταγωγή αρχέγονων αιμοποιητικών κυττάρων 

(ΑΑΚ) του μυελού των οστών (ΜΟ). Μετά τη μεταγωγή τους με τους φορείς FV, τα 

ΑΑΚ καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες διαφοροποίησης προς ερυθροποιητικά κύτταρα 

σε μεθυλκυτταρίνη. Στις ερυθροειδικές αποικίες BFU-E που απομονώθηκαν, 

υπολογίσθηκαν τα επίπεδα της ανθρώπινης β-σφαιρίνης τα οποία και συσχετίσθηκαν 

με εκείνα της ενδογενούς α-σφαιρίνης του ποντικού. Από την ανάλυση αυτή 

προέκυψε ότι ο φορέας HS2.HS3.β επιτυγχάνει μέση έκφραση 2% της ανθρώπινης β-

σφαιρίνης ως προς την ενδογενή α-σφαιρίνη του ποντικού ενώ τα αντίστοιχα επίπεδα 

έκφρασης με το φορέα HS40.β άγγιζαν το 12%. Όπως προκύπτει από τη σύγκριση 

των επιπέδων έκφρασης, ο φορέας HS40.β αποδεικνύεται πιο αποδοτικός στην 

παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης συγκριτικά με το φορέα HS2.HS3.β στο 

περιβάλλον των ΑΑΚ του ποντικού.  

 

Δραστικότητα των φορέων in vivo στο μοντέλο θαλασσαιμίας του ποντικού.  

Η μελέτη της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από γενετικά 

διορθωμένα AAK επεκτάθηκε και στο μοντέλο θαλασσαιμικών ποντικών Hbbth-3/+. 

Τα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα των Hbbth-3/+ ποντικών υπέστησαν μεταγωγή με 

τους φορείς FV και στη συνέχεια εισήχθησαν σε μυελοκατεσταλμένα, φυσιολογικά. 

Παρατηρήσαμε ότι κατά τη διάρκεια της πειραματικής μελέτης υπήρξαν 

μεταβολές στο ποσοστό της έκφρασης της ανθρώπινης β-σφαιρίνης με τα επίπεδα 

έκφρασής της στο περιφερικό αίμα των μεταμοσχευμένων ποντικών με τους φορείς 

HS40.β και HS2.HS3.β να φτάνουν το 26.6% και το 17.6% της αντίστοιχης έκφρασης 

της ανθρώπινης β-σφαιρίνης σε ανθρώπινο περιφερικό αίμα που χρησιμοποιείται ως 

θετικό δείγμα ελέγχου. Η παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης που πέτυχαν οι 

φορείς HS40.β και HS2.HS3.β παρατηρήσαμε ότι συνοδεύεται από την βελτίωση των 

αιματολογικών παραμέτρων, της εικόνας των ερυθροκυττάρων στην κυκλοφορία 

καθώς και από την αποτροπή της εμφάνισης σπληνομεγαλίας. Το σύνολο των 

ενδείξεων αυτών αποδεικνύει ότι η παραγωγή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από τους 

φορείς FV είναι επαρκής για να οδηγήσει στην φυσιολογική αιμοποίηση, την 

αποτροπή των παθολογικών συνεπειών της έλλειψης της β-σφαιρίνης και συνολικά 

να διορθώσουν το θαλασσαιμικό φαινότυπο στο in vivo μοντέλο 
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Δραστικότητα των φορέων ex vivo σε ΑΑΚ ασθενών με β-Θαλασσαμία. 

Προκειμένου να μελετήσουμε την αποδοτικότητα των φορέων FV στο 

ανθρώπινο σύστημα καθώς επίσης και θέλοντας να ελέγξουμε την εφαρμογή τους σε 

ένα πρωτόκολλο προκαταρκτικής γονιδιακής θεραπείας στον άνθρωπο απομονώσαμε 

ΑΑΚ (CD34+) είτε από το μυελό των οστών είτε από το περιφερικό αίμα ασθενών με 

μείζονα β-Θαλασσαιμία. Τα κύτταρα αυτά υποβλήθηκαν σε μεταγωγή από τους 

φορείς FV ενώ στην συνέχεια καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες ερυθροειδικής 

διαφοροποίησης. Τα δείγματα που φέρουν ενσωματωμένους τους φορείς HS40.β και 

HS2.HS3.β αύξησαν την έκφραση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης από το 9% που 

παρήγαγε το θαλασσαιμικό δείγμα ελέγχου σε 27 % και 36 %, αντίστοιχα. Επίσης, 

μετά από ανάλυση της έκφρασης των ερυθροειδικών επιφανειακών αντιγόνων CD71 

και GlyA είδαμε ότι οι φορείς HS40.β και HS2.HS3.β  οδήγησαν σε αυξημένη 

έκφραση του GlyA κατά 1.5 φορές και 1.8 φορές, αντίστοιχα, ενώ συγχρόνως 

επέδειξαν μειωμένη έκφραση του πρώιμου επιφανειακού αντιγόνου CD71 σε 

ποσοστό 55% και 63.5% του θαλασσαιμικού δείγματος ελέγχου, αντίστοιχα, γεγονός 

που δείχνει βελτίωση της μη-αποδοτικής ερυθροποίησης. 

 

Γονιδιακή θεραπεία της β-Θαλασσαιμίας και RNA παρεμβολή. 

Στόχος αυτής της μελέτης είναι εκτός από τον έλεγχο της αποδοτικότητας των 

φορέων που εκφράζουν το γονίδιο της ανθρώπινης β-σφαιρίνης, η δημιουργία 

φορέων τύπου Foamy οι οποίοι θα εκφράζουν τόσο το γονίδιο της β-σφαιρίνης όσο 

και μία μικρή φουρκέτα RNA η οποία έχει στόχο το γονίδιο της ανθρώπινης α-

σφαιρίνης. Απώτερος σκοπός είναι η συνδυαστική αυτή προσέγγιση να επιφέρει 

αποδοτικότερη αποκατάσταση της ισορροπίας των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης 

τόσο αυξάνοντας τα επίπεδα της β-σφαιρίνης όσο και μειώνοντας τα επίπεδα της α-

σφαιρίνης. Γι’ αυτό το λόγο δημιουργήθηκε ο συνδυαστικός φορέας H4/HS40.β στον 

οποίο η ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου της β-σφαιρίνης ελέγχεται από τον 

υποκινητή της ανθρώπινης β-σφαιρίνης και τον ενισχυτή της ανθρώπινης α-σφαιρίνης 

HS40 ενώ το shRNA ρυθμίζεται από έναν ανθρώπινο Pol III υποκινητή, τον H1. 

 

Δραστικότητα των φορέων ex vivo σε ΑΑΚ ασθενών με β-Θαλασσαμία. 

Τα CD34+ κύτταρα των ασθενών με μείζονα β-θαλασσαιμία υποβλήθηκαν σε 

μεταγωγή από τους απλούς φορείς FV (HS40.β και Η4) καθώς και με το συνδυαστικό 

φορέα H4/HS40.β ενώ στην συνέχεια καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες ερυθροειδικής 
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διαφοροποίησης. Το αποτέλεσμα που προέκυψε ήταν ότι στο θαλασσαιμικό δείγμα 

ελέγχου τα μετάγραφα της β-σφαιρίνης εκφράζονται σε πολύ χαμηλά επίπεδα, που 

δεν ξεπερνούν το 0.1 της αντίστοιχης έκφρασης της α-σφαιρίνης. Την ίδια στιγμή τα 

θαλασσαιμικά CD34+ που είχαν υποστεί μεταγωγή με τους απλούς φορείς HS40.β και 

Η4 (έκφραση μόνο shRNA) πέτυχαν μερική αποκατάσταση της ισορροπίας μεταξύ 

των δύο αλυσίδων και ο λόγος β-/α-σφαιρίνη ανέβηκε στο 0.21 και 0.32. Η 

αποκατάσταση της ισορροπίας μεταξύ α- και β-σφαιρίνης που επετεύχθη με την 

επιμόλυνση των CD34+ κυττάρων με το φορέα H4/HS40.β ήταν αισθητά 

σημαντικότερη και ο λόγος β-/α-σφαιρίνη άγγιξε το 0.53. Συγχρόνως με αυτά τα 

δεδομένα παρατηρήθηκε και εξίσου σημαντική αποκατάσταση της μη-αποδοτικής 

ερυθροποίησης των θαλασσαιμικών κυττάρων CD34+ μετά από χρήση του 

συνδυαστικού φορέα H4/HS40.β. 
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