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Περίληψη 

Τα ερυθροκύτταρα συνιστούν το συχνότερα μεταγγιζόμενο παράγωγο αίματος. Ωστόσο, κατά την αποθήκευσή 

τους σε συνθήκες τράπεζας αίματος υφίστανται μια σειρά χρονο-εξαρτώμενων και μη, αντιστρεπτών και μόνιμων 

φυσιολογικών, δομικών και βιοχημικών αλλαγών, οι οποίες αποδίδονται με τον όρο «Αποθηκευτική βλάβη 

ερυθροκυττάρου». Οι βλάβες κατά την αποθήκευση ex vivo μπορούν να διακριθούν σε: α) Βιοχημικές αλλαγές 

(μείωση ΑΤΡ, επιδεκτικότητα σε οξειδωτικό στρες κ.α.), β) Μηχανικές αλλαγές (ικανότητα ελαστικής 

παραμόρφωσης, αλλαγή σχήματος κ.α.) και γ) Μεμβρανικές αλλαγές (εξωτερίκευση δεικτών απομάκρυνσης, 

αλλαγές στο πρωτέωμα της μεμβράνης κ.α.). Τα τελευταία χρόνια έχει παρατηρηθεί μια τεράστια μεταβλητότητα 

στην αποθηκευτική ικανότητα και την μετα-μεταγγισιακή ανάκτηση, μετά την αποθήκευση αίματος από 

διαφορετικούς δότες. Για άγνωστους λόγους τα ερυθροκύτταρα συγκεκριμένων δοτών, κατηγοριοποιημένων 

βάσει γενετικά καθορισμένων χαρακτηριστικών (π.χ. φύλο) ή περιβαλλοντικών παραγόντων (π.χ. κάπνισμα), 

εμφανίζουν αποκλίνουσα αποθηκευτική ικανότητα. Πράγματι, πλέον πολλές φυσιολογικές ιδιότητες των 

αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων μπορούν να θεωρηθούν «κληρονομήσιμοι χαρακτήρες» ή εξαρτώμενοι από 

εγγενή χαρακτηριστικά του αιμοδότη. Aνάμεσα σε αυτές συγκαταλέγονται: η εντός του ασκού αιμόλυση, η 24ωρη 

ανάκτηση in vivo, τα επίπεδα ΑΤΡ, η αποδοτικότητα μεταφοράς οξυγόνου, η συσσώρευση δεικτών οξειδωτικού 

στρες κ.α.  

Στην παρούσα Διατριβή μελετήθηκαν αιμοδότες με ετεροζυγωτία στη β-μεσογειακή αναιμία (βΜΑ), ένα συχνό 

γενετικό χαρακτηριστικό στη χώρα μας. Είναι γνωστό πως οι ετερόζυγοι για βΜΑ που εμφανίζουν ενδοκυττάρια 

αιμοσφαιρίνη άνω των ορίων της αιμοδοσίας, δεν αποκλείονται από αυτήν. Παράλληλα, τα ερυθροκύτταρά τους 

παρουσιάζουν κάποιες διαφορές σε σύγκριση με τον μέσο αιμοδότη, όσον αφορά για παράδειγμα κλασικές 

αιματολογικές παραμέτρους, το οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο και την ιοντοανταλλαγή. Ωστόσο, ούτε το πρότυπο της 

αποθηκευτικής βλάβης, ούτε η ανάκτηση και άλλα χαρακτηριστικά της μετα-μεταγγισιακής κατάστασης των 

αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων είναι γνωστά για αυτούς τους αιμοδότες. Με βάση τα παραπάνω, σκοπός της 

παρούσας Διατριβής ήταν ο εκτενής και εμπεριστατωμένος έλεγχος του αίματος, και κυρίως των ερυθροκυττάρων 

ετερόζυγων για βΜΑ αιμοδοτών, στους τρεις κρίκους της αλυσίδας της μετάγγισης: in vivo πριν την αποθήκευση, 

στο παράγωγο κατά την αποθήκευση συμπυκνωμένων ερυθροκυττάρων και in vitro/in vivo μετά τη μετάγγιση με 

τη χρήση in vitro/ζωικών μοντέλων. Στο φρέσκο αίμα και τα αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ή χωρίς 

στίγμα βΜΑ μελετήθηκαν παράμετροι φυσιολογίας (αιμόλυση, οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο, μορφολογία, 

πρωτεόσταση), καθώς και μεταβολωμική ανάλυση των ερυθροκυττάρων. Επιπλέον, κατά την αποθήκευση 

πραγματοποιήθηκε πρωτεωμική ανάλυση των ερυθροκυτταρικών μεμβρανών και των κυστιδίων που 

συσσωρεύονται στη μονάδα μετάγγισης. Για το in vitro μοντέλο μετάγγισης, αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα των 

δύο κατηγοριών αιμοδοτών επωάστηκαν σε πλάσμα από πιθανούς δέκτες (ομόζυγους για βΜΑ ή υγιείς) για 24 

ώρες σε θερμοκρασία σώματος, προτού αναλυθούν διάφορες παράμετροι της φυσιολογίας τους. Τέλος, στο 

ζωικό μοντέλο μετάγγισης, ερυθροκύτταρα περιφερικού αίματος και από μονάδες μετάγγισης των δύο 
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κατηγοριών αιμοδοτών σημάνθηκαν με φθορίζουσες χρωστικές και χορηγήθηκαν σε ανοσοεπαρκείς και 

ανοσοανεπαρκείς μύες για να υπολογιστεί συγκριτικά η 24ωρη ανάκτησή τους. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, οι αιμοδότες με ετεροζυγωτία σε μεταλλαγές της βΜΑ αποτελούν μη αμελητέο 

ποσοστό του αιμοδοτικού πληθυσμού της χώρας μας και τα ερυθροκύτταρά τους αντιμετωπίζουν εντυπωσιακά το 

αποθηκευτικό στρες, καθώς βρέθηκαν ανθεκτικά σε λύση ανεξαρτήτως ερεθίσματος και διέθεταν βελτιωμένο 

οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο σε σύγκριση με εκείνα του μέσου αιμοδότη. Μάλιστα, η αντίσταση σε κυτταρική λύση 

φάνηκε να είναι άρρηκτα συνδεδεμένη με την ιδιαίτερη γεωμετρία των κυττάρων των ετερόζυγων και τη 

σταθερότητα δομικών πρωτεϊνών κατά την πρόοδο του χρόνου αποθήκευσης. Επιπλέον, το σύνολο των 

αποτελεσμάτων, είτε αφορούν στη φυσιολογία και το μεταβολισμό είτε στην πρωτεϊνική σύσταση και την 

πρωτεόσταση, σχηματίζει την εικόνα ενός κυττάρου καλά προσαρμοσμένου σε σταθερά πλην ήπια επίπεδα 

οξειδωτικού στρες, έτοιμου να αντιμετωπίσει περαιτέρω οξειδωτικές προκλήσεις. Για παράδειγμα, τα επίπεδα 

των αντιοξειδωτικών και πρωτεοστατικών ενζύμων βρέθηκαν πλεονεκτικότερα στα κύτταρα των ετερόζυγων, τα 

οποία παράλληλα έφεραν μειωμένες οξειδωτικές βλάβες και χαμηλότερο οξειδωτικό φορτίο, κυρίως προς το 

τέλος της αποθηκευτικής περιόδου. Με δεδομένο το βασικό ρόλο του οξειδωτικού στρες στην πρόοδο της 

αποθηκευτικής βλάβης, φαίνεται πως τα ερυθροκύττραρα με στίγμα βΜΑ μπορούν, χάρη στην «εκπαίδευσή» 

τους σε ελαφρώς αυξημένο οξειδωτικό φορτίο, να την αντιμετωπίζουν πλεονεκτικότερα.  

Η «υπεροχή» σε επίπεδο αποθήκευσης, που αντικατοπτρίζεται έντονα στα μειωμένα επίπεδα αιμόλυσης 

(μοναδικό ποιοτικό χαρακτηριστικό της αποθήκευσης αίματος σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας), 

συνοδευόταν και από βελτιωμένο πρότυπο απόκρισης σε μετα-μεταγγισιακό στρες. Τα αποτελέσματα από τα in 

vitro και ζωικά μοντέλα μετάγγισης συγκλίνουν και (α) αναδεικνύουν τη διατήρηση πλεονεκτικότερης κυτταρικής 

φυσιολογίας μετά τη μετάγγιση, και (β) υπαινίσσονται αυξημένη 24ωρη in vivo ανάκτηση των μεταγγισμένων 

ερυθροκυττάρων (μοναδική μετα-μεταγγισιακή μέτρηση επιτυχούς μετάγγισης σύμφωνα με τον Παγκόσμιο 

Οργανισμό Υγείας) στην περίπτωση των ετερόζυγων για βΜΑ. Μέσω στατιστικής ανάλυσης για εύρεση 

συσχετίσεων αναδείχθηκαν χαρακτηριστικά όπως οι χαμηλοί δείκτες ευθραυστότητας, το μέγεθος των κυττάρων 

καθώς και η ισχυρή εξωκυττάρια αντιοξειδωτική ικανότητα των μονάδων ετερόζυγων φορέων να σχετίζονται με 

χαμηλή μετα-μεταγγισιακή αιμόλυση και επιβίωση των ερυθροκυττάρων τους στην κυκλοφορία του δέκτη. 

Φαίνεται λοιπόν πως ορισμένες παράμετροι που διακρίνουν τους ετερόζυγους in vivo ή/και κατά την αποθήκευση 

δεν είναι ουδέτερες ως προς τη μετα-μεταγγισιακή φυσιολογία/επάρκεια των ερυθροκυττάρων τους. 
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Αbstract 

Erythrocytes are the most frequently transfused blood product. However, during their storage in blood bank 

conditions, a series of time dependent or independent, reversible, or irreversible, physiological, structural and 

biochemical changes occur, which are attributed to the term "Erythrocyte Storage Lesion". Defects during ex vivo 

storage can be distinguished into: a) Biochemical changes (ATP depletion, susceptibility to oxidative stress, etc.), b) 

Mechanical defects (deformability, morphology changes, etc.) and c) Membrane lesions (externalization of removal 

markers, changes in the membrane proteome, etc.). In the last years, a huge variability in storage capacity and 

post-transfusion recovery has been observed after storing blood from different donors. For unknown reasons the 

erythrocytes of distinct donors, categorized by genetically determined characteristics (e.g., sex) or environmental 

factors (e.g., smoking), show divergent storage capacity. Indeed, many physiological properties of stored 

erythrocytes can now be considered "heritable characters" or dependent on intrinsic characteristics of the blood 

donor. Among them are in-bag hemolysis, 24-hour in vivo recovery, ATP levels, oxygen transport efficiency, 

accumulation of oxidative stress markers, etc. 

In the current thesis, the distinct blood donor group that was studied were eligible donors with heterozygosity for 

beta-thalassemia (bThal), a frequent genetic trait in our country. It is known that bThal heterozygotes who show 

intracellular hemoglobin above the threshold for blood donation are considered eligible. At the same time, their 

red blood cells (RBCs) differ compared to the average blood donor in classic hematological parameters, redox 

balance, and ion exchange, among other. However, neither the storability profile nor recovery and other 

characteristics of the post-transfusion state are known for stored erythrocytes from these blood donors. Based on 

the above, the aim of this thesis was the extensive and thorough examination of blood, and mainly of RBCs, from 

heterozygous bThal blood donors, in the three links of the transfusion chain: in vivo (namely, before storage), in 

the blood unit during the storage period, and post-storage or after transfusion by using in vitro or in vivo (animal) 

models of transfusion, respectively. Physiological parameters (hemolysis, redox balance, morphology, proteostasis) 

as well as metabolomic analysis of RBCs were performed in fresh blood and stored erythrocytes of blood donors 

with or without bThal trait. In addition, proteomic analysis of erythrocyte membranes and extracellular vesicles 

(which accumulate in the supernatant of the transfusion unit) was performed during storage. For the in vitro 

transfusion model, stored RBCs of the two cohorts of blood donors were incubated in plasma from potential 

recipients (with bThal major or healthy) for 24 h at body temperature, prior the analyses. Finally, in the animal 

model, erythrocytes from peripheral blood and from the blood units of the two categories were labeled with 

fluorescent dyes and administered to immunocompetent and immunodeficient mice to comparatively calculate 

their 24-hour recovery. 

According to the results, blood donors with heterozygosity for bThal mutations constitute a non-negligible 

percentage of the blood donation population of our country. Their erythrocytes cope with storage stress, as they 

were found resistant to lysis regardless of the stimulus and exhibited an improved redox balance compared to 
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those of the average blood donor. In fact, resistance to cell lysis appeared to be inextricably linked to the distinct 

geometry of the heterozygotes’ cells and the stability of structural proteins during the progression of storage time. 

Furthermore, the results in total, whether they concern physiology and metabolism or protein composition and 

proteostasis, point to a cell well-adapted to steady but mild levels of oxidative stress, ready to face further 

oxidative challenges. For example, the levels of antioxidant and proteostatic enzymes were found to be more 

advantageous in RBCs from bThal heterozygotes, while the same cells also showed reduced oxidative damage and 

lower oxidative load, especially towards the end of the storage period. Given the key role of oxidative stress in the 

progression of storage damage, it seems that bThal-trait erythrocytes are able, thanks to their "training" to a 

slightly increased oxidative load, to deal with it more effectively. 

The "superior" storability of bThal units (strongly reflected in the reduced levels of storage hemolysis, namely, the 

gold quality parameter of blood storage according to the World Health Organization) was also accompanied by an 

improved pattern of post-transfusion stress response. Results from both in vitro and animal models of transfusion 

converge and (a) highlight the maintenance of the more advantageous cellular physiology post transfusion, and (b) 

imply an increased 24-hour in vivo recovery of transfused RBCs (the gold quality measure of successful transfusion 

according to World Health Organization) in the case of bThal heterozygotes. Through correlation analysis, 

distinguishing characteristics of heterozygotes, such as low RBC fragility indices and cell size, as well as strong 

extracellular antioxidant capacity were shown to be associated with low post-transfusion hemolysis and better 

survival of their erythrocytes in the recipient's circulation. It therefore appears that some parameters that 

differentiate heterozygotes in vivo and/or during storage are not neutral with respect to the post-transfusion 

physiology/adequacy of their erythrocytes.  
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Πρόλογος 

Η παρούσα διατριβή εκπονήθηκε στον Τομέα Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής του Τμήματος Βιολογίας του 

Πανεπιστημίου Αθηνών, υπό την επίβλεψη της Αναπληρώτριας Καθηγήτριας κ. Μαριάννας Χ. Αντωνέλου. Θα 

ήθελα αρχικά να ευχαριστήσω την επιβλέπουσα της διδακτορικής μου διατριβής για την εμπιστοσύνη που μου 

έχει δείξει τα τελευταία επτά χρόνια κατά τα οποία μου έχει κάνει την τιμή να αποτελώ ενεργό μέλος της 

ερευνητικής της ομάδας. Την ευχαριστώ, επίσης, για τις συμβουλές και την ενθάρρυνση που έλαβα όλο αυτό τον 

καιρό, και τη δυνατότητα που μου έδωσε να μελετήσω ένα βιολογικό αντικείμενο που αγαπώ. Είμαι ιδιαίτερα 

ευγνώμων που με προέτρεψε να συμμετέχω σε όλα τα στάδια της ερευνητικής διαδικασίας, από τον 

πειραματισμό, μέχρι την ανάλυση και αξιολόγηση των δεδομένων και τη δημοσιοποίησή τους, στάδια στα οποία 

ήταν σημαντική η συμβολή και η καθοδήγησή της.  

Ευχαριστίες οφείλω και στα μέλη της τριμελούς συμβουλευτικής επιτροπής, την Ομότιμη Καθηγήτρια κ. Ισιδώρα 

Σ. Παπασιδέρη και τον Καθηγητή κ. Ιωάννη Π. Τρουγκάκο, γιατί ήταν πάντα διαθέσιμοι να με συμβουλέψουν και 

να με καθοδηγήσουν όποτε το χρειαζόμουν. Αντίστοιχα, θα ήθελα να ευχαριστήσω την Καθηγήτρια κ. Παναγούλα 

Κόλλια, τον Αναπληρωτή Καθηγητή του Τμήματος Βιοϊατρικών Επιστημών του Πανεπιστημίου Δυτικής Αττικής κ. 

Αναστάσιο Γ. Κριεμπάρδη, την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια κ. Βασιλική Οικονομίδου, τον Αναπληρωτή Καθηγητή κ. 

Διαμάντη Σίδερη, και την Καθηγήτρια κ. Ουρανία Ε. Τσιτσιλώνη, για την τιμή που μου έκαναν με τη συμμετοχή 

τους στην επταμελή εξεταστική επιτροπή της παρούσας διατριβής.  

Θέλω να ευχαριστήσω πιο προσωπικά την Ομότιμη Καθηγήτρια κ. Ισιδώρα Παπασιδέρη, καθώς βρισκόταν κι 

εκείνη δίπλα μου από τα πρώτα μου βήματα στο εργαστήριο και η πόρτα της ήταν πάντοτε ανοιχτή για 

συμβουλές και συζητήσεις. Την ευχαριστώ γιατί υπήρξε βασικό μέλος της ερευνητικής ομάδας του παρόντος 

πρότζεκτ. Ένα μεγάλο ευχαριστώ θέλω να πω στον Αναπληρωτή Καθηγητή του Τμήματος Βιοϊατρικών Επιστημών 

του Πανεπιστημίου Δυτικής Αττικής κ. Αναστάσιο Κριεμπάρδη, καθώς αποτέλεσε πολύτιμο συνεργάτη της 

συγκεκριμένης έρευνας, βοηθώντας σε κάθε στάδιο, από τη συλλογή των δειγμάτων έως και την πραγματοποίηση 

πειραματικών πρωτοκόλλων στο εργαστήριό του. Τον ευχαριστώ για τη θετικότητά του, την ενθάρρυνσή του και 

τη στήριξή του τα τελευταία χρόνια που έχω την τιμή να συνεργάζομαι μαζί του. Οφείλω, επίσης, να ευχαριστήσω 

την Καθηγήτρια κ. Ουρανία Τσιτσιλώνη και το εργαστήριό της για την αγαστή συνεργασία σε συγκεκριμένα 

πειράματα της παρούσας Διατριβής. Θα ήθελα να εκφράσω ειλικρινείς ευχαριστίες στον Επιστημονικό Διευθυντή 

του Εθνικού Κέντρου Αιμοδοσίας, Δρ. Κωνσταντίνο Σταμούλη, καθώς και στους συνεργάτες από το Κρατικό 

Νοσοκομείο Νίκαιας και από το Ιπποκράτειο Νοσοκομείο, και συγκεκριμένα τον Δρ. Βασίλειο Σουλάκη, τον Δρ. 

Παναγιώτη Σιουρούνη, την Δρ. Αθηνά Βεργάκη και την κ. Έφη Παύλου για την συνεισφορά τους στη συλλογή των 

βιολογικών δειγμάτων. Ευχαριστώ πολύ τον Dr. Angelo D’Alessandro, τον Dr. Kirk Hansen και την Dr. Monika 

Dzieciatkowska από το Πανεπιστήμιο του Colorado, και κατ’ επέκταση τους φοιτητές από τις εργαστηριακές τους 

ομάδες Davide Stefanoni, Francesca Cendali, Lorenzo Bertolone και Fabia Gamboni, για την πραγματοποίηση της 

μεταβολωμικής και της πρωτεωμικής ανάλυσης. Πάρα πολλά ευχαριστώ ανήκουν στο συνεργαζόμενο εργαστήριο 
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του Κέντρου Κλινικής, Πειραματικής Χειρουργικής και Μεταφραστικής Έρευνας του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών 

Ερευνών Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑΑ) με διευθυντή τον Δρ. Νικόλαο Κωστομητσόπουλο για την άψογη 

συνεργασία όσον αφορά στα ζωικά μοντέλα μετάγγισης. Θα εστιάσω στον Δρ. Ευθύμη Παρώνη και τον κ. Βαγγέλη 

Μπαλάφα που με χαρά ανέλαβαν τον χειρισμό και τη φροντίδα των πειραματοζώων, μέσα στη δύσκολη και 
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Κατάλογος Συντομογραφιών 

βΜΑ: β-μεσογειακή αναιμία 

APS: υπερθειικό αμμώνιο  

ATP: τριφωσφορική αδενοσίνη 

BMI: δείκτης μάζας σώματος 

BSA: αλβουμίνη ορού βοοειδών 

Ca2+: κατιόντα ασβεστίου 

CaCl2: χλωριούχο ασβέστιο 

CAT: καταλάση 

Cl-: ανιόντα χλωρίου 

CO2: διοξείδιο του άνθρακα 

CPD/SAGM: συντηρητικό διάλυμα με κιτρικά, φωσφορικά και δεξτρόζη και πρόσθετο αλατούχο διάλυμα με 

αδενίνη, γλυκόζη και μαννιτόλη 

CPDA: συντηρητικό διάλυμα με κιτρικά, φωσφορικά, δεξτρόζη και αδενίνη 

DMSO: διμεθυλοσουλφοξείδιο 

DNP: δινιτροφαινύλιο 

DNPH: δινιτροφαινυλυδραζίνη 

EDTA: αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 

G6PD: αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης 

GAPDH: αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης 

GPx: υπεροξειδάση της γλουταθειόνης 

HCl: υδροχλώριο 

HRP: υπεροξειδάση 

HSP: πρωτεΐνη θερμικού σοκ 
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Α. Εισαγωγή 

Α.1 Αίμα 

Α.1.1 Γενικά Στοιχεία 

Το αίμα αποτελεί εναιώρημα έμμορφων στοιχείων (ερυθρών και λευκών αιμοσφαιρίων και 

αιμοπεταλίων) σε ένα υγρό διάλυμα οργανικών μορίων, πρωτεϊνών και αλάτων που ονομάζεται πλάσμα (Baskurt 

and Meiselman 2003). Συμμετέχει σε ένα σύνολο φυσιολογικών λειτουργιών, εκ των οποίων η βασικότερη είναι η 

μεταφορά οξυγόνου και διοξειδίου του άνθρακα από και προς τα διάφορα όργανα του σώματος. Άλλοι ρόλοι του 

αφορούν στην άμυνα έναντι παθογόνων, τη μεταφορά ποικιλίας ουσιών και τη διατήρηση της ομοιόστασης του 

σώματος (θερμοκρασία, pH) (Farley et al. 2012). Οι περισσότεροι ενήλικες έχουν 4-6 λίτρα αίματος (~7-9% του 

βάρους του σώματός τους), ενώ η θερμοκρασία και το pH του είναι περίπου 38°C και 7,35-7,45, αντίστοιχα. Το 

κόκκινο χρώμα του αίματος οφείλεται στην αιμοσφαιρίνη, και ανάλογα με την κατάσταση οξυγόνωσης διαθέτει 

από ανοιχτόχρωμες έως σκουρόχρωμες αποχρώσεις (Hand 2001). Για να διαχωριστεί στα επιμέρους συστατικά 

του, το αίμα μετά την αιμοληψία μπορεί να φυγοκεντρηθεί: στο χαμηλότερο στρώμα που προκύπτει βρίσκονται 

τα ερυθρά αιμοσφαίρια, στο υψηλότερο εντοπίζεται το πλάσμα και ενδιάμεσα βρίσκεται η στιβάδα των λευκών 

αιμοσφαιρίων και των αιμοπεταλίων (Bain 2004). Ο όρος αιματοκρίτης, αναφέρεται στο ποσοστό του όγκου του 

αίματος που καταλαμβάνουν τα ερυθροκύτταρα, και φυσιολογικά οι άντρες έχουν τιμές κοντά στο 45%, ενώ οι 

γυναίκες στο 42% (Hand 2001). 

Α.1.2 Πλάσμα 

Το πλάσμα, όπως όλα τα υγρά του ανθρώπινου σώματος, αποτελείται ως επί το πλείστον (92%) από νερό. 

Σε αυτό βρίσκονται διαλυμένες ή ως εναιωρήματα πολλές ουσίες, με βασικές εκπροσώπους τις πρωτεΐνες. Οι 

πρωτεΐνες του πλάσματος ανήκουν στις εξής κατηγορίες: (α) πρωτεΐνες που εκκρίνονται από ιστούς και δρουν στο 

πλάσμα (με βασικότερη την αλβουμίνη), (β) ανοσοσφαιρίνες, (γ) προσδέτες για υποδοχείς σε μακρινές 

αποστάσεις (ορμόνες), (δ) προσδέτες για τοπικούς υποδοχείς (κυτταροκίνες), (ε) παροδικοί «περαστικοί» που δεν 

έχουν δράση ορμόνης και διέρχονται από το πλάσμα για να φτάσουν στην τοποθεσία όπου θα δράσουν 

(λυσοσωμικές πρωτεΐνες), (στ) προϊόντα διαρροής ιστών λόγω θανάτου ή βλάβης (π.χ. καρδιακές τροπονίνες), (ζ) 

εκκρίσεις από παθολογικούς ιστούς (καρκινικοί δείκτες) και (η) ξένες πρωτεΐνες (π.χ. πρωτεΐνες παρασίτων) (N.L. 

Anderson and Anderson 2002). Πέραν των πρωτεϊνών, το πλάσμα είναι πλούσιο σε ηλεκτρολύτες, διαλυμένα 

αέρια, θρεπτικά συστατικά (βιταμίνες, λιπίδια κ.α.) και μεταβολικά απόβλητα. Στο πλάσμα βρίσκονται, επίσης, 

εξωκυττάρια κυστίδια, τα οποία απαρτίζουν ένα ετερογενές σύνολο από μεμβρανικές δομές κυτταρικής 

προέλευσης,  με κύριους εκπροσώπους τα εξωσώματα και τα μικροκυστίδια. Τα πρώτα προέρχονται από το 

ενδοσωμικό σύστημα, ενώ τα δεύτερα αποκόπτονται από την πλασματική μεμβράνη (Raposo and Stoorvogel 

2013). Η εξωκυττάρια κυστιδιοποίηση αποτελεί μηχανισμό κυτταρικής ομοιόστασης και διακυτταρικής 

επικοινωνίας ο οποίος επιτρέπει στα κύτταρα να ανταλλάζουν πρωτεΐνες, λιπίδια και γενετικό υλικό (van Niel et 
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al. 2018). Μάλιστα, η σύσταση των εξωκυττάριων κυστιδίων και το φορτίο τους τα καθιστούν ιδανικούς 

βιοδείκτες σε διάφορες ασθένειες (Joncas et al. 2019, Chung et al. 2021, Pasetto et al. 2021) 

Ένα πολύ σημαντικό και βασικό χαρακτηριστικό του πλάσματος είναι η αντιοξειδωτική του ικανότητα, 

καθώς διαθέτει τόσο υδατοδιαλυτά, όσο και λιποδιαλυτά αντιοξειδωτικά μόρια. Τα μόρια αυτά δρουν 

συνεργιστικά με σκοπό την καταπολέμηση των οξειδωτικών ριζών. Στο υδρόφιλο διαμέρισμα εντοπίζονται κυρίως 

πρωτεΐνες, ουρικό και ασκορβικό οξύ, ενώ στο λιπόφιλο καροτενοειδή και α-τοκοφερόλη. Αυτά σχηματίζουν ένα 

αντιοξειδωτικό δίκτυο, ενισχύουν το ένα το άλλο και αντιμετωπίζουν τις οξειδωτικές βλάβες (Yeum et al. 2004). 

Ένα παράδειγμα της συνεργιστικής τους δράσης είναι η οξειδωτική δράση της α-τοκοφερόλης έναντι λιπιδίων in 

vitro, η οποία όμως μπορεί να αποτραπεί μετά την αναγωγή της ρίζας α-τοκοφερόλης σε α-τοκοφερόλη από το 

ασκορβικό οξύ (Hirano et al. 1997). Επίσης, το ουρικό οξύ έχει δειχθεί πως σταθεροποιεί το ασκορβικό, μέσω 

αναχαίτισης μίας εξαρτώμενης από τον σίδηρο οξείδωσής του (Sevanian et al. 1991). Συνολικά, η συνεργιστική 

δράση των βασικών αντιοξειδωτικών του πλάσματος φαίνεται στην Εικόνα Α1.  

 

Εικόνα Α1: Το συνεργιστικό δίκτυο αλληλεπιδράσεων μεταξύ αντιοξειδωτικών μορίων του πλάσματος (Ανατύπωση από Yeum 

et al, 2004). AscH-: ασκορβικό, Asc-·, ασκορβυλική ρίζα, CAR: καροτενοειδές, CAR+·, κατιόν καροτενοειδικής ρίζας, a-TOH: α-

τοκοφερόλη, a-TO·, α-τοκοφεροξυλική ρίζα, UA: ουρικό οξύ, UA·: ρίζα ουρικού οξέος. 

Πέραν των παραπάνω μορίων, η αλβουμίνη, η πιο άφθονη πρωτεΐνη του πλάσματος, εκτός από τη βασική 

της συμμετοχή στη ρύθμιση της οσμωτικής πίεσης του αίματος (Rozga et al. 2013), δρα και στην αντιοξειδωτική 

άμυνα του σώματος. Πρώτον, λόγω των βιοφυσικών της χαρακτηριστικών μπορεί να δεσμεύσει ιόντα μετάλλων 

(Halliwell 1988) και να παγιδεύσει δραστικές ρίζες οξυγόνου (ROS) (Iwao et al. 2012). Δεύτερον, έχει δειχθεί πως 

διαθέτει δράση θειοεστεράσης και υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης και της κυστεΐνης (Cha and Kim 1996). 
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Τέλος, μπορεί να ενισχύσει και έμμεσα την αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού, μέσω της δέσμευσης της στη 

χολερυθρίνη, καθώς με αυτόν τον τρόπο αναχαιτίζει την υπεροξείδωση των λιπιδίων (Belinskaia et al. 2020).  

Α.1.3 Έμμορφα Συστατικά 

A.1.3.1 Λευκά Αιμοσφαίρια και Αιμοπετάλια 

Τα λευκά αιμοσφαίρια συμμετέχουν στην άμυνα του οργανισμού και είναι τα μόνα έμμορφα συστατικά 

του αίματος που αποτελούν «κλασικά» κύτταρα, καθώς περιέχουν πυρήνα και οργανίδια. Παράγονται στο μυελό 

των οστών και διακρίνονται σε αυτά που συνδράμουν στη φυσική και εκείνα που παίζουν ρόλο στην επίκτητη 

ανοσία. Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν τα κοκκιοκύταρα (βασεόφιλα, ηωσινόφιλα, ουδετερόφιλα), τα 

μονοκύτταρα/μακροφάγα, τα κύτταρα φυσικοί φονείς, τα δενδριτικά και τα μαστοκύτταρα. Στη δεύτερη 

κατηγορία συμμετέχουν τα Τ- και Β-λεμφοκύτταρα. Συνολικά τα λευκά αιμοσφαίρια έχουν την ικανότητα να 

προσφέρουν γρήγορη, αποτελεσματική, ειδική και μακράς διαρκείας απόκριση έναντι παθογόνων 

μικροοργανισμών (Leichner and Kambayashi 2014). Τα αιμοπετάλια αποτελούν θραύσματα μεγακαρυοκυττάρων 

και συμμετέχουν στην πήξη του αίματος και την αιμόσταση, ενώ εκκρίνουν πλήθος αναπτυξιακών παραγόντων 

που σχετίζονται με την επιδιόρθωση ιστών. Ο χρόνος ζωής τους στην κυκλοφορία αντιστοιχεί σε 10 ημέρες, στο 

πέρας των οποίων φαγοκυτταρώνονται (Holinstat 2017). 

Α.1.3.2 Ερυθρά Αιμοσφαίρια 

Τα ερυθροκύτταρα αποτελούν το πιο άφθονο έμμορφο συστατικό του αίματος, είναι απύρηνα και έχουν 

χαρακτηριστικό σχήμα αμφίκοιλου δίσκου (διάμετρος 7,5-8,7μm και πάχος 1,7-2,2μm). Παράγονται μέσω της 

διαδικασίας της ερυθροποίησης στον μυελό των οστών, κατά την οποία ο πυρήνας του προγονικού κυττάρου 

απομακρύνεται και φαγοκυτταρώνεται (Konstantinidis et al. 2012), τα οργανίδια εγκαταλείπουν το κύτταρο και 

αυτό αποκτά το χαρακτηριστικό του σχήμα (Manwani and Bieker 2008). Ο χρόνος ζωής των ώριμων 

ερυθροκυττάρων στην κυκλοφορία είναι περίπου 120 ημέρες. Το σχήμα τους τους προσδίδει την ικανότητα να 

παραμορφώνονται αντιστρεπτά κατά την δίοδό τους από τα τριχοειδή αγγεία για να επιτελέσουν τη βασική τους 

λειτουργία που είναι η ανταλλαγή αερίων (Namvar et al. 2021). Η αιμοσφαιρίνη, η κύρια κυτοσολική πρωτεΐνη 

του ερυθροκυττάρου, είναι το μέσο για την επίτευξη της συγκεκριμένης λειτουργίας, καθώς μπορεί να δεσμεύει 

οξυγόνο και με μικρότερη συγγένεια διοξείδιο του άνθρακα (CO2) (Hamasaki and Yamamoto 2000). Στους ενήλικες 

το μόριο της αιμοσφαιρίνης αποτελείται από δύο α-σφαιρίνες και δύο β-σφαιρίνες, κάθε μία από τις οποίες φέρει 

ένα μόριο αίμης. Οι ομάδες της αίμης διαθέτουν σίδηρο, ο οποίος μπορεί να δεσμεύει διατομικούς αέριους 

προσδέτες (L.J. Smith et al. 2010). 

Παρά το γεγονός ότι τα ερυθροκύτταρα είναι γνωστά για τον ρόλο τους στη μεταφορά οξυγόνου στους 

ιστούς και την απομάκρυνση διοξειδίου του άνθρακα από αυτούς, αυτή δεν είναι η αποκλειστική τους λειτουργία. 

Τα ερυθροκύτταρα παίζουν ρόλο στο αντιοξειδωτικό δυναμικό του οργανισμού. Είναι εξοπλισμένα με ενζυμικά 

και μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά μόρια που διατηρούν την αιμοσφαιρίνη σε μη οξειδωμένη μορφή για να 

αποφευχθούν βλάβες στη μεμβράνη που μπορεί να οδηγήσουν σε λύση του κυττάρου (Kuhn et al. 2017). Έτσι 
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προστατεύονται οι ιστοί κι ο οργανισμός, καθώς η απελευθέρωση συστατικών του ερυθροκυττάρου μπορεί να 

οδηγήσει σε δυσλειτουργία του ενδοθηλίου (Grubina et al. 2007), λιπιδική υπεροξείδωση (Alayash et al. 2001), 

και φλεγμονώδεις αντιδράσεις (Ghosh et al. 2013). Επιπλέον, τα ερυθροκυτταρικά αντιοξειδωτικά μονοπάτια και 

η ικανότητά τους να αλληλεπιδρούν με τα εξωκυττάρια αντιοξειδωτικά μέσω της διαμεμβρανικής μεταφοράς 

ηλεκτρονίων, σε συνδυασμό με την κινητικότητα των ερυθροκυττάρων στην κυκλοφορία, καθιστούν τα 

συγκεκριμένα κύτταρα ως ιδανικούς ρυθμιστές των ROS που μπορούν να συμβάλλουν στη συνολική συστημική 

ομοιόσταση της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας (Kuhn et al. 2017). Επίσης, τα ερυθροκύτταρα παίζουν σημαντικό 

ρόλο στον έλεγχο του συστημικού μεταβολισμού μονοξειδίου του αζώτου (NO), στη μεταφορά και στην 

απελευθέρωση αγγειο-ενεργών ουσιών, συμμετέχοντας έτσι στον έλεγχο της καρδιαγγειακής λειτουργίας (Straub 

et al. 2014). Αξίζει, τέλος, να αναφερθεί πως τα ερυθροκύτταρα αλληλεπιδρούν τόσο με τον μεταβολισμό του 

σώματος όσο και με το ανοσοποιητικό σύστημα (Papadopoulos et al. 2021) και μπορούν να λειτουργήσουν ως 

βιοδείκτες προσβολής του οργανισμού από ιούς ή βακτήρια (Johansson and Falk 2021). 

Α.2 Ερυθροκυτταρική Μεμβράνη 

 Το ερυθροκύτταρο, έχοντας χάσει τον πυρήνα και τα οργανίδιά του, στηρίζεται κυρίως στη μεμβράνη του 

για την ομαλή του λειτουργία και τη ρύθμιση του μεταβολισμού και του σχήματός του. Όπως όλες οι βιολογικές 

μεμβράνες, έτσι και η ερυθροκυτταρική απαρτίζεται από λιπίδια που σχηματίζουν μία διπλοστιβάδα εκλεκτικά 

διαπερατή σε πολικά μόρια. Αυτή η δομή «φιλοξενεί» διάφορες διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που καθορίζουν τη 

λειτουργικότητα της μεμβράνης (Trejo-Soto et al. 2022). Υπομεμβρανικά στα ερυθροκύτταρα βρίσκεται ο 

κυτταροσκελετός, με βασική του πρωτεΐνη τη σπεκτρίνη (Goodman et al. 1988). 

A.2.1 Λιπιδική Διπλοστιβάδα 

Η λιπιδική διπλοστιβάδα του ερυθροκυττάρου απαρτίζεται από χοληστερόλη και φωσφολιπίδια σε ίση 

μεταξύ τους αναλογία. Η χοληστερόλη ισομοιράζεται μεταξύ των δύο στιβάδων, αλλά στα φωσφολιπίδια υπάρχει 

ασύμμετρη κατανομή: η φωσφατιδυλοχολίνη και η σφιγγομυελίνη βρίσκονται κυρίως στην εξωτερική στιβάδα, 

ενώ η φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη και η φωσφατιδυλοσερίνη (PS) στην εσωτερική (Mohandas and Gallagher 

2008) (Εικόνα Α2). Η ασυμμετρία, και κυρίως η παραμονή της PS στην εσωτερική μονοστιβάδα, είναι κρίσιμη για 

το ερυθροκύτταρο. Η επιφανειακή PS είναι σήμα φαγοκυττάρωσης από μακροφάγα (Wood et al. 1996), ενώ 

μπορεί επίσης να οδηγήσει στην προσκόλληση των ερυθροκυττάρων σε κύτταρα του ενδοθηλίου, αποτρέποντας 

τη φυσιολογική κυκλοφορία τους (Setty et al. 2002), καθώς και στην ενεργοποίηση της προθρομβίνης δρώντας σε 

συνέργεια με τον παράγοντα πήξης Va (Weinreb et al. 2003).  

Για τη διατήρηση της ασυμμετρίας είναι απαραίτητη η λειτουργία συγκεκριμένων πρωτεϊνών που 

μετατοπίζουν φωσφολιπίδια από τη μία στιβάδα στην άλλη. Οι φλιπάσες μπορούν να μεταφέρουν λιπίδια από 

την εξωτερική στην εσωτερική μονοστιβάδα, ενώ οι φλοπάσες διεκπεραιώνουν την αντίστροφη διαδικασία. Για τη 

λειτουργία τους είναι απαραίτητη η κατανάλωση ενέργειας. Αντιθέτως, οι σκραμπλάσες εκτελούν τόσο «φλιπ» 
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όσο και «φλοπ» μεταφορές σύμφωνα με τη διαβάθμιση συγκέντρωσης, επομένως δεν απαιτούν κατανάλωση 

ενέργειας (Pomorski and Menon 2016) (Εικόνα Α2). 

 

Εικόνα Α2: Η λιπιδική διπλοστιβάδα της ερυθροκυτταρικής μεμβράνης και η διατήρηση της φωσφολιπιδικής ασυμμετρίας. 

(Ανατύπωση από Kuypers 2011).  

Α.2.2 Πρωτέωμα Μεμβράνης 

 Η πρωτεϊνική σύσταση της μεμβράνης είναι ιδιαίτερα σημαντική για την ομαλή ζωή του ερυθροκυττάρου 

στην κυκλοφορία. Η σταθερότητα του ερυθροκυττάρου και η ικανότητα ελαστικής παραμόρφωσης όταν αυτό 

διέρχεται από τα μικρής διαμέτρου τριχοειδή οφείλονται στο πρωτέωμα της μεμβράνης και του υποκείμενου 

κυτταροσκελετού (Asaro and Zhu 2020). Η ρύθμιση του ερυθροκυτταρικού όγκου εξαρτάται αποκλειστικά από τη 

συνδυαστική λειτουργία ενός συνόλου μεμβρανικών μεταφορέων (von Lindern et al. 2022), κάποιοι εκ των 

οποίων θα αναλυθούν στη συνέχεια. Οι μεταφορείς αυτοί προσδίδουν στο ερυθροκύτταρο τη δυνατότητα να 

είναι ιδιαίτερα μη-διαπερατό σε κατιόντα, αλλά πολύ διαπερατό σε ουδέτερες διαλυτές ουσίες, όπως είναι η 

γλυκόζη και η ουρία. Μάλιστα, η ελάχιστη διαπερατότητα σε κατιόντα επιτρέπει τη ρύθμιση του όγκου με 

αμελητέα κατανάλωση ερυθροκυτταρικής ενέργειας (Lew and Tiffert 2017).  

Ζώνη 3 

Η Ζώνη 3, γνωστή και ως ανιοντοανταλλάκτης 1 (ΑΕ1), βρίσκεται σε μεγάλη αφθονία στην 

ερυθροκυτταρική μεμβράνη. Μεταγράφεται από το γονίδιο SLC4A1, αποτελείται από 911 αμινοξικά κατάλοιπα 

και παρουσιάζει 3 κύριες περιοχές: μία αμινοτελική κυτοσολική περιοχή, μία καρβοξυτελική κυτοσολική περιοχή 

και τη διαμεμβρανική περιοχή που διαπερνά 12-14 φορές τη μεμβράνη. Συνήθως σχηματίζει διμερή και 

τετραμερή στη μεμβράνη των ερυθροκυττάρων, όμως κάθε μονομερές είναι λειτουργικά ανεξάρτητο (Reithmeier 

et al. 2016).  

Η πρωτεΐνη αυτή συμμετέχει άμεσα στην ανταλλαγή αερίων μέσω της ανταλλαγής ιόντων χλωρίου με τα 

διττανθρακικά ιόντα που παράγονται από το μεταβολισμό του διοξειδίου του άνθρακα (Εικόνα Α3). Τα 



22 
 

διττανθρακικά ιόντα προκύπτουν μαζί με πρωτόνια από τη δράση της καρβονικής ανυδράσης ΙΙ στα μόρια του 

διοξειδίου του άνθρακα (West et al. 2014). Η Ζώνη 3 είναι επίσης ιδιαίτερα σημαντική για την ακεραιότητα του 

ερυθροκυττάρου, καθώς μέσω της αμινοτελικής της περιοχής συνδέεται με τον κυτταροσκελετό δημιουργώντας 

σταθερά σύμπλοκα με τη συμμετοχή διαφόρων πρωτεϊνών (van den Akker et al. 2010). Η συνεισφορά της 

συγκεκριμένης πρωτεΐνης στη ρύθμιση του μεταβολισμού αλλά και τον θάνατο του κυττάρου θα αναλυθούν 

παρακάτω. 

 

Εικόνα Α3: Η βασική λειτουργία της Ζώνης 3 του ερυθροκυττάρου. (Ανατύπωση από Badior and Casey, 2018). 

Υδατοπορίνη-1 

 Η υδατοπορίνη-1 είναι το πρώτο πρωτεϊνικό υδατικό κανάλι που χαρακτηρίστηκε δομικά και λειτουργικά. 

Το μονομερές της υδατοπορίνης-1 αποτελείται από 269 αμινοξικά κατάλοιπα. Τόσο το καρβοξυτελικό, όσο και το 

αμινοτελικό της άκρο είναι υδρόφιλα και βρίσκονται στην κυτοσολική πλευρά της μεμβράνης. Όσον αφορά στο 

υδρόφοβο διαμεμβρανικό τμήμα της πρωτεΐνης, διαπερνά 6 φορές τη διπλοστιβάδα (Benga 2012).  

Στη μεμβράνη η υδατοπορίνη βρίσκεται ως τετραμερές, όμως κάθε μονομερές είναι ανεξάρτητο 

λειτουργικά. Η βασική της λειτουργία είναι η οσμωτική ή διαχυτική μεταφορά μορίων νερού εγκαρσίως της 

μεμβράνης, επομένως η πρωτεΐνη αυτή χαρακτηρίζεται από πολύ υψηλή υδατική διαπερατότητα (Benga 2012). 

Πέραν της μεταφοράς μορίων νερού, έχει δειχθεί πως μέσω του πόρου της υδατοπορίνης διέρχονται επίσης 

αέρια, όπως  το CO2 (Endeward et al. 2006, Hsu 2018) και το NO (Herrera et al. 2006), αλλά όχι το Η2Ο2 (Orrico et 

al. 2022). 

Γλυκοφορίνες 

 Οι γλυκοφορίνες είναι μία κατηγορία διαμεμβρανικών πρωτεϊνών που φέρουν στην επιφάνειά τους 

άφθονα σιαλικά οξέα. Η γλυκοφορίνη Α είναι η κύρια γλυκοφορίνη του ερυθροκυττάρου, και τα σιαλικά της 

κατάλοιπα είναι οι κύριοι ιθύνοντες της δημιουργίας αρνητικού φορτίου στην ερυθροκυτταρική επιφάνεια (Aoki 

2017). Η απόκτηση αρνητικά φορτισμένης επιφάνειας είναι μείζονος σημασίας καθώς αποτρέπει τις 

αλληλεπιδράσεις ερυθροκυττάρου-ερυθροκυττάρου και ερυθροκυττάρου-ενδοθηλίου στην κυκλοφορία (Eylar et 
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al. 1962). Ένας ακόμη ρόλος που έχει προταθεί για τη γλυκοφορίνη Α είναι η λειτουργία της ως μοριακή συνοδός 

για τη μεταφορά της ζώνης 3 στη μεμβράνη (Aoki 2017). 

Μεταφορέας Γλυκόζης Glut-1 

 Ο μεταφορέας γλυκόζης Glut-1 είναι μία υδρόφοβη πρωτεΐνη που αποτελείται από 492 αμινοξέα που 

σχηματίζουν 12 μεμβρανικές α-έλικες με το αμινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο να προεκβάλουν στο κυτοσόλιο 

(Carruthers et al. 2009). Ο Glut-1 είναι υπεύθυνος για την παθητική διάχυση μορίων γλυκόζης, αλλά και 

αφυδροασκορβικού οξέος, μέσω ενός «διακόπτη» που καθορίζει τι θα μεταφερθεί, τη στοματίνη (Εικόνα Α4). Η 

είσοδος του αφυδροασκορβικού στο ερυθροκύτταρο και η μετατροπή του σε ασκορβικό οξύ (βιταμίνη που δε 

μπορεί να βιοσυνθέσει ο άνθρωπος) επιτρέπει την αποθήκευση ασκορβικού στο ερυθροκύτταρο και την 

ανακύκλωσή του στο πλάσμα για να ενισχυθεί το αντιοξειδωτικό δυναμικό (Hornung and Biesalski 2019). Ο 

μεταφορέας αυτός συμμετέχει επίσης στη σύνδεση του κυτταροσκελετού με τη μεμβράνη, όπως θα αναλυθεί στη 

συνέχεια. 

 

Εικόνα Α4: Η διπλή λειτουργία του Glut-1 του ερυθροκυττάρου στη μεταφορά γλυκόζης και αφυδροασκορβικού οξέος (DHA). 

(Ανατύπωση από Hornung and Biesalski, 2019). AA: ασκορβικό οξύ, HMP: μονοπάτι μονοφωσφορικών εξοζών, GSH: 

γλουταθειόνη, GSSG: δισουλφιδική γλουταθειόνη. 

Αντλία Na+/K+ 

 Η ΑΤΡάση Na+/K+ είναι μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη υπεύθυνη για τη διατήρηση της ηλεκτροχημικής 

διαβάθμισης ιόντων καλίου (K+) και νατρίου (Na+) εντός κι εκτός της μεμβράνης. Η καταλυτική υπομονάδα της 

αντλίας κωδικοποιείται από διάφορα γονίδια. Για την απομάκρυνση Νa+
 από το κυτοσόλιο και την είσοδο Κ+ σε 

αυτό υδρολύεται τριφωσφορική αδενοσίνη (ATP) (Dunham and Gunn 1972). Η διαφορική συγκέντρωση ιόντων 

εντός κι εκτός του ερυθροκυττάρου είναι πολύ σημαντική για τη διατήρηση του ιδιαίτερου σχήματος αμφίκοιλου 
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δίσκου των ερυθροκυττάρων, το οποίο επιτρέπει με τη σειρά του τη βέλτιστη επιτέλεση της ανταλλαγής αερίων 

στην κυκλοφορία (Lew and Tiffert 2017). 

Piezo-1 και Κανάλια Gardos 

Η πρωτεΐνη Piezo-1 είναι ένα κανάλι ιόντων ευαίσθητο σε μηχανικό στρες που κωδικοποιείται από το 

γονίδιο PIEZO1. Αποτελεί έναν ακόμη μεταφορέα που σχετίζεται με τη ρύθμιση του κυτταρικού όγκου, καθώς 

αποκρίνεται σε διάφορα μηχανικά ερεθίσματα «μεταφράζοντάς» τα σε ροή ιόντων ασβεστίου (Ca2+). Η αύξηση 

του ενδοκυττάριου ασβεστίου ενεργοποιεί τα κανάλια Gardos, τα οποία μπορούν να επάγουν την απομάκρυνση 

K+ και μορίων νερού (Εικόνα Α5). Έτσι τα ερυθροκύτταρα μπορούν ταχύτατα να μειώσουν τον όγκο τους ως 

απόκριση σε μηχανική καταπόνηση κατά την κυκλοφορία τους στον οργανισμό (Cahalan et al. 2015). Μάλιστα, 

υπάρχουν ενδείξεις πως αυτή η ελαχιστοποίηση του κυτταρικού όγκου ευνοεί την ανταλλαγή 

οξυγόνου/διοξειδίου του άνθρακα (Rao et al. 2009). 

 

Εικόνα Α5: Ο ρόλος της Piezo-1 και των καναλιών Gardos στη ρύθμιση του κυτταρικού όγκου μετά από μηχανική 

καταπόνηση. (Ανατύπωση από Cahalan et al, 2015). 

CD47 

Η CD47 είναι μία γλυκοπρωτεΐνη που διαπερνά 5 φορές την ερυθροκυτταρική μεμβράνη και φέρει το 

αμινοτελικό της άκρο στον εξωκυττάριο χώρο και το καρβοξυτελικό στο κυτοσόλιο (Lindberg et al. 1993). Ο 

βασικός της ρόλος είναι να λειτουργεί ως σήμα αναγνώρισης εαυτού στα ερυθροκύτταρα (Εικόνα Α6). Πιο 

συγκεκριμένα, όταν ο υποδοχέας SiRPα που βρίσκεται στην επιφάνεια των μακροφάγων αλληλεπιδράσει με τη 

CD47 των ερυθροκυττάρων αποτρέπεται η φαγοκυττάρωσή τους (Oldenborg et al. 2000). Όμως, όταν προκύψουν 

αλλαγές στη δομή της πρωτεΐνης ή μειωθεί η παρουσία της στη μεμβράνη, μπορεί τελικά το κύτταρο να οδηγηθεί 

σε απομάκρυνση, όπως θα αναλυθεί στη συνέχεια.  
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Εικόνα Α6: Ο ρόλος της CD47 ως δείκτης εαυτού του ερυθροκυττάρου. (Ανατύπωση από van Bruggen, 2013).  

Α.2.3 Κυτταροσκελετός – Σύνδεση με τη Μεμβράνη 

 Ο υπομεμβρανικός σκελετός των ερυθροκυττάρων είναι ένα ψευδοεξαγωνικό δισδιάστατο δίκτυο (Εικόνα 

Α7), που απαρτίζεται κατά κύριο λόγο από σπεκτρίνη. Βρίσκεται στην εσωτερική επιφάνεια της μεμβράνης και 

συνδέεται με αυτή μέσω πρωτεϊνικών συμπλόκων. Τα σύμπλοκα αυτά είναι ιδιαίτερα σημαντικά για την 

ακεραιότητα του ερυθροκυττάρου κατά τη δίοδό του από τα μικρής διαμέτρου αγγεία της κυκλοφορίας. Ο 

ερυθροκυτταρικός σκελετός επιτρέπει, μάλιστα, την επαναφορά της πρότερης μορφής του ερυθροκυττάρου όταν 

αυτό δέχεται μηχανικές πιέσεις. 

Οι πλευρές και οι ακτίνες των εξαγώνων αντιπροσωπεύουν τετραμερή σπεκτρίνης. Η ερυθροκυτταρική 

σπεκτρίνη είναι μία ελαστική πρωτεΐνη που απαρτίζεται από 2 παράλληλες αλυσίδες (α- και β-σπεκτρίνη). 

Μεμονωμένες αντιπαράλληλες α- και β-αλυσίδες δημιουργούν, αρχικά, ετεροδιμερή, τα οποία εν συνεχεία 

οργανώνονται σε ετεροτετραμερή. Στο ένα άκρο της πρωτεΐνης υπάρχουν θέσεις για αλληλεπίδραση διμερών-

τετραμερών σπεκτρίνης, αλλά και για αλληλεπίδραση με την αγκυρίνη. Από την άλλη πλευρά μπορούν να 

προσδεθούν διάφορες πρωτεΐνες, συμπεριλαμβανομένων των 4.1R, 4.2R και ακτίνης (Lux 2016). Το κέντρο κι οι 

γωνίες του πολυγώνου του δικτύου του κυτταροσκελετού, επομένως, αντιστοιχούν στα σύμπλοκα ζεύξης ακτίνης, 

δηλαδή τις οριζόντιες αλληλεπιδράσεις του κυτταροσκελετού, όπως φαίνεται στην Εικόνα Α7 (Barbarino et al. 

2021). Τα νημάτια ακτίνης στα ερυθροκύτταρα είναι κοντά και αποτελούνται από 14-16 μονομερή β-ακτίνης. Το 

μήκος τους υπόκειται σε αυστηρό έλεγχο από την τροπομυοσίνη και τα άκρα τους καλύπτονται από την 

τροπομοντουλίνη και την αδουσίνη (Picart et al. 2000). Η εγγενής ελαστικότητα της σπεκτρίνης εξασφαλίζει σε 

μεγάλο βαθμό την παραμορφωσιμότητα των ερυθροκυττάρων στην κυκλοφορία. Μεταλλαγές στο μόριο της 

συγκεκριμένης πρωτεΐνης έχει δειχθεί πως οδηγούν σε πιο εύθραυστα κύτταρα, με μειωμένη ελαστικότητα και 

αυξημένη επιρρέπεια σε λύση (Zhang et al. 2013).  
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Εικόνα Α7: Σχηματική αναπαράσταση του ερυθροκυτταρικού κυτταροσκελετού (Β) και των οριζόντιων και κάθετων 

αλληλεπιδράσεων με τη μεμβράνη (C,D). (Ανατύπωση από Barbarino et al., 2021). α-SP1: α-σπεκτρίνη, β-SP1: β-σπεκτρίνη, 

GP: γλυκοφορίνη, Prx2: υπεροξειδοσίνη 2, GEC: γλυκολυτικά ένζυμα. 

Όσον αφορά στο προαναφερθέν σύμπλοκο ζεύξης ακτίνης, βασίζεται σε έναν πυρήνα που σχηματίζεται 

λόγω πλευρικών συνδέσεων της πρωτεΐνης 4.1R, της ακτίνης και της β-σπεκτρίνης (Becker et al. 1990). Υπό 

φυσιολογικές συνθήκες η σπεκτρίνη δεν παρουσιάζει υψηλή συγγένεια με τα νημάτια ακτίνης. Αυτό το κενό 

συμπληρώνει η πρωτεΐνη 4.1R καθώς μπορεί να δεσμεύσει τις δύο σκελετικές πρωτεΐνες και να δημιουργηθεί ένα 

σύμπλοκο υψηλής συγγένειας. Το αμινοτελικό άκρο της 4.1R διαθέτει διακριτές θέσεις αλληλεπίδρασης με 

πρωτεΐνες της μεμβράνης, όπως τη γλυκοφορίνη C και τα διμερή της ζώνης 3, επιτρέποντας έτσι την κάθετη 

σύνδεση του κυτταροσκελετού με τη μεμβράνη (B.G. Han et al. 2000). Στο σύμπλοκο ζεύξης συμμετέχουν 

επιπλέον η πρωτεΐνη p55, η δεματίνη και η αδουσίνη (Mankelow et al. 2012, Lux 2016). Οι δύο τελευταίες 

διαθέτουν, επιπλέον, την δυνατότητα να αλληλεπιδρούν και με τον μεταφορέα γλυκόζης Glut-1 σχηματίζοντας το 

σύμπλοκο του μεταφορέα γλυκόζης (Mohandas and Gallagher 2008).  

Στις κάθετες αλληλεπιδράσεις του κυτταροσκελετού με τη μεμβράνη συμβάλλει και το σύμπλοκο ζώνης 

3/αγκυρίνης. Ο πυρήνας του συγκεκριμένου συμπλόκου αφορά σε τετραμερή της ζώνης 3, τα οποία μέσω της 

αμινοτελικής τους πλευράς συνδέονται με την αγκυρίνη και την πρωτεΐνη 4.2R (Mankelow et al. 2012). Η 

αγκυρίνη παρουσιάζει τρεις λειτουργικές περιοχές: αμινοτελικά συνδέεται με τετραμερή ζώνης 3, κεντρικά με τη 

σπεκτρίνη, ενώ η καρβοξυτελική της πλευρά έχει ρυθμιστικό ρόλο (Lux 2016). Αντίστοιχα, η πρωτεΐνη 4.2R φέρει 

θέσεις δέσμευσης τόσο για την αγκυρίνη όσο και για τη σπεκτρίνη (Salomao et al. 2008). Στο σύμπλοκο αυτό 

επίσης συμμετέχουν διμερή γλυκοφορίνης Α. Το σύμπλοκο ζώνης 3/αγκυρίνης μπορεί να επεκταθεί και να 

σχηματίσει το μακροσύμπλοκο της ζώνης 3 μέσω της αλληλεπίδρασής του με το σύμπλοκο Rhesus. Το τελευταίο, 

αποτελείται από τα Rh πολυπεπτίδια και τη RhAG γλυκοπρωτεΐνη (ετεροτριμερές RhAG2Rh) που αλληλεπιδρούν 
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με τη CD47 και τη γλυκοφορίνη Β. Η πρωτεΐνη 4.2R λειτουργεί ως συνδέτης των δύο συμπλόκων μιας και μπορεί 

να δεσμευτεί στη CD47. Επιπλέον, το ετεροτριμερές του συμπλόκου Rhesus έχει την ικανότητα να συνδέεται με 

την αγκυρίνη και εμμέσως με αυτόν τον τρόπο με τη σπεκτρίνη του κυτταροσκελετού (Van Kim et al. 2006). Όλα 

τα σύμπλοκα που υποβοηθούν στη διασύνδεση του κυτταροσκελετού με τη μεμβράνη παρουσιάζονται στην 

Εικόνα Α8. 

 

 

Εικόνα Α8: Σχηματική αναπαράσταση των συμπλόκων της ερυθροκυτταρικής μεμβράνης. Παρουσιάζονται το σύμπλοκο 

Rhesus, το σύμπλοκο ζώνης 3/αγκυρίνης, το μακροσύμπλοκο της ζώνης 3 και το σύμπλοκο ζεύξης (Ανατύπωση από Bruce and 

Gyorffy, 2019).  

Όπως αναφέρθηκε, η ιδιαίτερη ελαστικότητα της σπεκτρίνης σε συνδυασμό με τις οριζόντιες και κάθετες 

αλληλεπιδράσεις του κυτταροσκελετού και της μεμβράνης του ερυθροκυττάρου υποστηρίζουν την ικανότητα 

ελαστικής παραμόρφωσής του. Όμως, στην ικανότητα αυτή είναι αρωγός και η μη μυϊκή μυοσίνη ΙΙΑ. Τα νημάτια 

της συγκεκριμένης πρωτεΐνης αλληλεπιδρούν με τον κυτταροσκελετό και συγκεκριμένα με τα νημάτια ακτίνης 

(Εικόνα Α9). Με τη σύνδεση αυτή διατηρείται το χαρακτηριστικό σχήμα του ερυθροκυττάρου, αλλά ρυθμίζεται 

επιπλέον και η παραμορφωσιμότητά του (A.S. Smith et al. 2018).   

 

Εικόνα Α9: Σχηματική αναπαράσταση της συμμετοχής των νηματίων μη μυϊκής μυοσίνης ΙΙΑ στη διατήρηση του σχήματος και 

της ικανότητας ελαστικής παραμόρφωσης του ερυθροκυττάρου. (Ανατύπωση από Smith et al, 2018).  
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A.3 Πρωτεϊνικός Έλεγχος – Ομοιόσταση Ερυθροκυττάρου 

 Το ερυθροκύτταρο στερείται πρωτεϊνοσύνθεσης, επομένως διατηρεί τη λειτουργικότητά του στην πάροδο 

των 120 ημερών ζωής του στην κυκλοφορία μέσω της προστασίας του πρωτεώματός του από εκτεταμένες βλάβες 

και της απομάκρυνσης οξειδωμένων πρωτεϊνών. Πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην πρωτεόσταση έχουν 

αναδειχθεί ως κύριος πυρήνας του ερυθροκυτταρικού αλληλεπιδροσώματος (interactome) αναδεικνύοντας τη 

ζωτική σημασία της αναδίπλωσης μη σωστά δομημένων πρωτεϊνών, της διάσπασης συσσωματωμάτων και της 

πρωτεόλυσης πρωτεϊνών που έχουν υποστεί εκτεταμένες βλάβες (Sae-Lee et al. 2022). Ένας ακόμη βασικός 

παράγοντας της ερυθροκυτταρικής ομοιόστασης είναι η απομάκρυνση μη επιδιορθώσιμων πρωτεϊνών μέσω 

κυστιδιοποίησης της ερυθροκυτταρικής μεμβράνης (Leal et al. 2018). 

A.3.1 Μοριακές Συνοδοί 

 Τα ώριμα ερυθροκύτταρα έρχονται αντιμέτωπα με διαφόρων ειδών στρες κατά την κυκλοφορία τους στον 

οργανισμό. Η έκθεσή τους σε υποξικές συνθήκες, συνθήκες ενεργειακής εξάντλησης, υψηλά επίπεδα οξειδωτικού 

φορτίου και αυξημένο ενδοκυττάριο ασβέστιο είναι ικανή να οδηγήσει σε λανθασμένη αναδίπλωση, βλάβη ή/και 

συσσωμάτωση πρωτεϊνών (Mathangasinghe et al. 2021). Για το λόγο αυτό διατηρούν πλήθος μοριακών συνοδών 

στο κυτοσόλιό τους. 

 

Εικόνα Α10: Σχηματική αναπαράσταση της δράσης του συστήματος της HSP70 στην επιδιόρθωση των πρωτεϊνών των 

ερυθροκυττάρων. (Ανατύπωση από Mathangasinghe et al, 2021). 

 Οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ (HSP) είναι μία σημαντική κατηγορία που κυριαρχεί στο συνοδόσωμα 

(chaperome) των ώριμων ερυθροκυττάρων, με το σύστημα της HSP70 να αντιστοιχεί στο 1/3 του συνόλου των 

μοριακών συνοδών (Mathangasinghe et al. 2021). Το σύστημα αυτό απαρτίζεται από την HSPA8, δύο JDP 

συνοδούς (DNAJA και DNAJB) που αναγνωρίζουν μη σωστά αναδιπλωμένες/συσσωματωμένες πρωτεΐνες, και 

παράγοντες τύπου Hsp110 που στηρίζουν την πρωτεϊνική αποδόμηση/επανα-αναδίπλωση των πρωτεϊνών στα 

ανθρώπινα κύτταρα (Rampelt et al. 2012, Mattoo et al. 2013, Nillegoda et al. 2015, Nillegoda et al. 2018). Η 

λειτουργία του συστήματος στα ώριμα ερυθροκύτταρα φαίνεται στην Εικόνα Α10. Όσον αφορά στη δομή της 

HSP70, αποτελείται από μία υπομονάδα υπεύθυνη για τη δέσμευση του υποστρώματος και μία υπομονάδα που 
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δεσμεύει ATP ή ADP με σκοπό τη ρύθμιση της δράσης της (Mayer 2010). Τοπολογικά εντοπίζεται στο κυτοσόλιο, 

όμως σε συνθήκες έντονου στρες μεταναστεύει στη μεμβράνη όπου αλληλεπιδρά με δομικές πρωτεΐνες με σκοπό 

τη σταθεροποίησή τους (Gudi and Gupta 1993). 

Ένα ακόμη πρωτεοστατικό σύστημα που έχει βρεθεί να κυριαρχεί στο πρωτεϊνικό δίκτυο των 

ερυθροκυττάρων είναι το σύμπλοκο Τ. Αποτελείται από 8 διακριτές υπομονάδες που σχηματίζουν έναν 

βαρελοειδή σχηματισμό και συμμετέχει στη σωστή αναδίπλωση (Melville et al. 2003) και την αποτροπή της 

συσσωμάτωσης πρωτεϊνών (Tam et al. 2006), καθώς και στη ρύθμιση της απόκρισης στο πρωτεοτοξικό στρες 

(Neef et al. 2010, Neef et al. 2014). Παρότι οι υπομονάδες έχουν βρεθεί στο κυτοσόλιο των ώριμων 

ερυθροκυττάρων και μπορούν να αλληλεπιδράσουν μεταξύ τους, δεν είναι ακόμη αποσαφηνισμένο εάν το 

σύμπλοκο Τ είναι λειτουργικό όσον αφορά στον πρωτεϊνικό έλεγχο των συγκεκριμένων κυττάρων (Spillman et al. 

2017). 

Η κλαστερίνη αποτελεί είδος μοριακής συνοδού που λειτουργεί με τρόπο ανεξάρτητο του ATP. Είναι 

πιθανό να αλληλεπιδρά με την υδρόφοβη περιοχή μερικώς αποδιεταγμένων πρωτεϊνών και να παρεμποδίζει τη 

συσσωμάτωσή τους (Poon et al. 2000). Επιπλέον, έχει προταθεί πως κατά τη γήρανση του ερυθροκυττάρου η 

κλαστερίνη, πιθανώς μέσω της αλληλεπίδρασής της με τη ζώνη 3, τη CD59, την αιμοσφαιρίνη και 

καρβονυλιωμένα μεμβρανικά μόρια, συμμετέχει ενεργά στην απομάκρυνση οξειδωμένων ουσιών μέσω 

κυστιδιοποίησης (Antonelou et al. 2011). 

Α.3.2 Πρωτεολυτικά Συστήματα 

 Το πρωτεάσωμα αποτελεί ένα υπερμοριακό σύμπλοκο που συμμετέχει στην αποδόμηση πρωτεϊνών που 

έχουν υποστεί βλάβη. Τυπικά απαρτίζεται από έναν κεντρικό πυρήνα (20S) και ένα ή δύο ρυθμιστικά στοιχεία 

(19S) που όλα μαζί σχηματίζουν το 26S πρωτεάσωμα. Οι μη σωστά αναδιπλωμένες πρωτεΐνες 

ουβικουιτινυλιώνονται και αναγνωρίζονται από τις 19S ρυθμιστικές υπομονάδες, οι οποίες τις μεταφέρουν στο 

20S πρωτεάσωμα. Το 26S πρωτεάσωμα απαιτεί τόσο ουβικουιτίνη όσο και ATP για τη λειτουργία του, τίποτα 

όμως από τα δύο δεν είναι προαπαιτούμενο για τη λειτουργία του 20S (Raynes et al. 2016). Στα ερυθροκύτταρα 

κυριαρχεί ο 20S πρωτεασωμικός πυρήνας (Neelam et al. 2011, Sae-Lee et al. 2022), του οποίου οι υπομονάδες β1, 

β2 και β5 επιδεικνύουν ενεργότητα τύπου κασπάσης, θρυψίνης και χυμοθρυψίνης, υδρολύοντας πεπτιδικούς 

δεσμούς στο καρβοξυτελικό άκρο όξινων, βασικών και υδρόφοβων καταλοίπων, αντίστοιχα (Rousseau and 

Bertolotti 2018). Αν ληφθεί υπόψη το υψηλό οξειδωτικό φορτίο που αντιμετωπίζουν τα ερυθροκύτταρα, η 

κυριαρχία του 20S είναι αναμενόμενη προσαρμογή μιας και ο πυρήνας 20S είναι ιδιαίτερα αποτελεσματικός στην 

αντιμετώπιση οξειδωμένων πρωτεϊνών (Davies and Goldberg 1987, Salo et al. 1990, Davies 2001), αλλά και 

ανθεκτικός σε οξειδωτικές βλάβες (Reinheckel et al. 1998, Reinheckel et al. 2000). Έχει μάλιστα δειχθεί πως σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες σε αιμοποιητικά κύτταρα η HSP70 μεσολαβεί για τον αποχωρισμό των 19S από το 

26S, έτσι ώστε το 20S πρωτεάσωμα να αντιμετωπίσει τις οξειδωμένες πρωτεΐνες (Grune et al. 2011). Παρότι η 
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ανεξάρτητη λειτουργία του 20S βρίσκεται ακόμη υπό διερεύνηση, υπάρχουν αρκετές ενδείξεις υπέρ της (Sahu and 

Glickman 2021, Sahu et al. 2021). 

Ένα επιπλέον πρωτεολυτικό σύστημα του ερυθροκυττάρου αποτελείται από μία οικογένεια πρωτεασών, 

τις καλπαΐνες, μαζί με τους αναστολείς αυτών, τις καλπαστατίνες. Το σύστημα αυτό λειτουργεί με ασβέστιο-

εξαρτώμενο τρόπο (De Tullio et al. 2018). Βασική αντιπρόσωπος της ομάδας είναι η καλπαΐνη 1,  ετεροδιμερές 

μίας υπομονάδας 28kDa και μίας 80kDa (Goll et al. 2003). Η πρώτη υπομονάδα αφορά στην καταλυτική περιοχή 

της καλπαΐνης-1 ενώ η δεύτερη φέρει θέση δέσμευσης ασβεστίου και είναι ρυθμιστική (Sorimachi and Suzuki 

2001). Χάρη στη δράση της καλπαστατίνης διατηρείται σε ανενεργή μορφή (Dantas de Medeiros et al. 2002), 

όμως η αύξηση των ενδοκυττάριων επιπέδων Ca2+ οδηγεί στην ενεργοποίησή της (Goll et al. 2003). Ως πρωτεάση 

κυστεΐνης, η καλπαΐνη-1 στη συνέχεια πρωτεολύει διάφορα μόρια, όπως η Ca2+-ATPάση της μεμβράνης, η 

αιμοσφαιρίνη αλλά και η πρωτεϊνική κινάση C. Με τον τρόπο αυτό συμμετέχει εμμέσως στη ρύθμιση της εισροής 

Ca2+, το σχηματισμό σωματίων Heinz και τη ρύθμιση της φωσφορυλίωσης πρωτεϊνών, αντίστοιχα (Wieschhaus et 

al. 2012).  

Α.3.3 Κυστιδιοποίηση 

 Η παραγωγή εξωκυττάριων κυστιδίων (extracellular vesicles, EVs) με απευθείας αποκοπή τους από την 

ερυθροκυτταρική μεμβράνη (Εικόνα Α11) αποτελεί κύριο ομοιοστατικό μηχανισμό, που είναι ταυτόχρονα 

υπεύθυνος για την απώλεια του 20% της αιμοσφαιρίνης και της μεμβράνης κατά τη φυσιολογική in vivo γήρανση 

των ερυθροκυττάρων (Willekens et al. 2003, Willekens et al. 2008). Εντός των κυστιδίων αυτών εμπεριέχονται 

κατά κύριο λόγο μη αναστρέψιμα αλλοιωμένες μορφές αιμοσφαιρίνης, όπως η γλυκοζυλιωμένη (HbA1c και 

HbA1e2), αλλά και ένζυμα που συμμετέχουν στην ομοιόσταση του οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου (Willekens et al. 

1997). Στη μεμβράνη των κυστιδίων βρίσκονται κυρίως η ζώνη 3 (Bosman et al. 2012) και σήματα απομάκρυνσης 

από την κυκλοφορία, όπως φωσφατιδυλοσερίνη και επίτοποι τροποποιημένης ζώνης 3 (Willekens et al. 2008). Η 

παρουσία της ζώνης 3 και η ταυτόχρονη απουσία σπεκτρίνης και αγκυρίνης υπονοούν τη θραύση του συμπλόκου 

ζώνης 3/αγκυρίνης, που πιθανώς οδηγεί σε χαλάρωση του κυτταροσκελετού και κυστιδιοποίηση (Sens and Gov 

2007, Leal et al. 2018). Υπάρχουν, επίσης, ενδείξεις πως οι βλάβες στην αιμοσφαιρίνη πιθανώς πυροδοτούν την 

κυστιδιοποίηση (Leal et al. 2018). Όσον αφορά στην εκτεταμένη ύπαρξη σημάτων απομάκρυνσης, οδηγεί στην 

ταχύτατη εξάλειψη των κυστιδίων από την κυκλοφορία, πιθανώς ακόμα κι εντός μερικών λεπτών (Willekens et al. 

2005). Έτσι τελικά το -κατά τ’ άλλα λειτουργικό- ερυθροκύτταρο απομακρύνει τοξικά μόρια από το εσωτερικό του 

και παρατείνει την κυκλοφορία του στον οργανισμό. 
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Εικόνα Α11: Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας της κυστιδιοποίησης. (Ανατύπωση από Leal et al, 2018). 

Α.4 Μεταβολισμός του Ερυθροκυττάρου 

Τα ερυθροκύτταρα διαθέτουν ενεργό μεταβολισμό που τους επιτρέπει να παραμένουν λειτουργικά. Δεν 

είναι λίγες οι διαδικασίες που είναι κρίσιμες για την επιβίωσή τους και απαιτούν ενέργεια, 

συμπεριλαμβανομένων της διατήρησης της ασυμμετρίας της μεμβράνης, της ομαλής λειτουργίας των ιοντικών 

διαύλων και ενός συνόλου πρωτεοστατικών και αντιοξειδωτικών ενζυμικών μηχανισμών. Για να αποκτήσουν 

ενέργεια με τη μορφή ATP τα ερυθροκύτταρα βασίζονται στην αναερόβια γλυκόλυση καθώς στερούνται 

μιτοχονδρίων. Επιπλέον, διαθέτουν ένα ισχυρό σύστημα αντιοξειδωτικών μηχανισμών για να παραμείνουν 

λειτουργικά παρουσία του υψηλού οξειδωτικού φορτίου που τα χαρακτηρίζει.  

Α.4.1 Μεταβολισμός Γλυκόζης 

 Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η γλυκόζη εισέρχεται στα ερυθροκύτταρα μέσω του μεταφορέα 

γλυκόζης Glut-1. Τα μόρια γλυκόζης καταβολίζονται μέσω δύο σημαντικών μονοπατιών: του μονοπατιού της 

γλυκόλυσης, γνωστού και ως Embden-Meyerhof και του κύκλου των φωσφορικών πεντοζών (Εικόνα Α12) (Aziz 

and Mohiuddin 2022, Chaudhry and Varacallo 2022). Το μονοπάτι Embden-Meyerhof καταλήγει σε 

πυροσταφυλικό ή γαλακτικό, παράγοντας ATP ως πηγή ενέργειας για να επιτευχθούν οι διάφορες κυτταρικές 

διεργασίες (Asha 2018). Επιπλέον, διευκολύνει την παραγωγή του ανηγμένου συνενζύμου NADH και του 2,3-

διφωσφογλυκερικού οξέος που είναι σημαντικό για τη ρύθμιση της οξυγόνωσης της αιμοσφαιρίνης. Όσον αφορά 

στον κύκλο των φωσφορικών πεντοζών, η γλυκόζη μέσω αυτού καταβολίζεται σε ενδιάμεσους μεταβολίτες που 

είναι απαραίτητοι για την προστασία του κυττάρου έναντι οξειδωτικών βλαβών. Η ροή της γλυκόζης στα 

μονοπάτια αυτά εξαρτάται από τα επίπεδα οξυγόνου στο κύτταρο. Όταν τα ερυθροκύτταρα είναι οξυγονωμένα 
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αναστέλλεται ο μεταβολισμός μέσω του Embden-Meyerhof, και επάγεται το μονοπάτι των φωσφορικών πεντοζών 

για να ενισχυθεί η αντιοξειδωτική άμυνα. Αντιθέτως, όταν τα ερυθροκύτταρα δεν έχουν υψηλά επίπεδα 

οξυγόνου, επάγεται ο μεταβολισμός της γλυκόζης μέσω του Embden-Meyerhof για να αντισταθμιστεί η υποξία 

(Grace and Glader 2018, Aziz and Mohiuddin 2022).  

Α.4.1.1 Γλυκόλυση – Μονοπάτι Embden-Meyerhof 

 Το μονοπάτι της γλυκόλυσης καταβολίζει περίπου το 90% της γλυκόζης που εισέρχεται στο 

ερυθροκύτταρο και απαρτίζεται από δέκα ενζυμο-καταλυόμενες αντιδράσεις. Η εξοκινάση, που παρουσιάζει 

υψηλή συγγένεια για την ενδοκυττάρια γλυκόζη, διενεργεί το αρχικό βήμα του μονοπατιού, πραγματοποιώντας 

μία αντίδραση φωσφορυλίωσης και οδηγώντας στη δημιουργία της 6-φωσφορικής γλυκόζης (Εικόνα Α12). Η 

υψηλή συγγένεια του ενζύμου με το υπόστρωμά του εξασφαλίζει την πραγματοποίηση του μονοπατιού ακόμα κι 

όταν το κυτταρικό απόθεμα γλυκόζης είναι χαμηλό. Το 6ο βήμα του μονοπατιού οδηγεί στην παραγωγή του 1,3-

διφωσφογλυκερικού από τη δράση της αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (GAPDH). Το 1,3-

διφωσφογλυκερικό μέσω των επόμενων σταδίων του μονοπατιού θα οδηγήσει στην παραγωγή 2 μορίων ATP 

(Yachie-Kinoshita et al. 2010, Chaudhry and Varacallo 2022). Όμως, αποκλειστικά στα ερυθροκύτταρα το 1,3-

διφωσφογλυκερικό μπορεί να παρακάμψει το επόμενο βήμα της γλυκόλυσης και να εισέλθει σε μία διακλάδωση 

γνωστή ως μονοπάτι Rapoport-Luebering. Εκεί μετατρέπεται σε 2,3-διφωσφογλυκερικό (Rapoport and Luebering 

1950). Αυτός ο μεταβολίτης μπορεί μέσω υδρόλυσης να επιστρέψει στο μονοπάτι Embden-Meyerhof. Το τελικό 

βήμα της γλυκόλυσης καταλύεται από την πυροσταφυλική κινάση και προκύπτει πυροσταφυλικό και ATP. 

Συνολικά παράγονται μέσω της γλυκόλυσης 2 μόρια ATP και 2 NADH για κάθε μόριο γλυκόζης (Εικόνα Α12) 

(Chaudhry and Varacallo 2022). 

A.4.1.2 Κύκλος Φωσφορικών Πεντοζών 

 Το μονοπάτι των φωσφορικών πεντοζών είναι παράλληλο του Embden-Meyerhof και μόνο το 10% της 

γλυκόζης μεταβολίζεται μέσω αυτού υπό φυσιολογικές συνθήκες (Aziz and Mohiuddin 2022). Το ερυθροκύτταρο 

βασίζεται στον συγκεκριμένο κύκλο για την παραγωγή του αναγωγικού NADPH (Alfarouk et al. 2020), επομένως 

είναι λογικό που η ροή στο συγκεκριμένο μονοπάτι αυξάνεται σε συνθήκες οξειδωτικής καταπόνησης.  

Απαρτίζεται από μία οξειδωτική φάση, κατά την οποία παράγονται 2 μόρια NADPH, και μία μη οξειδωτική φάση 

(Εικόνα Α12). Το αρχικό μόριο που εισέρχεται στην οξειδωτική φάση είναι η 6-φωσφορική γλυκόζη, η οποία μέσω 

της δράσης της αφυδρογονάσης της 6-φωσφορικής γλυκόζης (G6PD) μεταβολίζεται και παράπλευρα υπάρχει 

αναγωγή NADP+ σε NADPH. Τελικά το οξειδωτικό τμήμα του μονοπατιού καταλήγει στην 5-φωσφορική ριβουλόζη 

και την παραγωγή ενός ακόμα μορίου NADPH (Kruger and von Schaewen 2003). Ακολουθεί η μη οξειδωτική φάση 

κατά την οποία μέσω μίας σειράς αντιδράσεων η 5-φωσφορική ριβουλόζη καταλήγει σε ενδιάμεσα της 

γλυκόλυσης και επανεισάγεται στο γλυκολυτικό μονοπάτι (Εικόνα Α12) (Aziz and Mohiuddin 2022).  

 



33 
 

 

Εικόνα Α12: Ο μεταβολισμός της γλυκόζης στα ερυθροκύτταρα. Παρουσιάζονται τα μονοπάτια της γλυκόλυσης, του 

Rapoport-Luebering και των φωσφορικών πεντοζών (Ανατύπωση από www.allaboutblood.com). 

Α.4.1.3 Ρύθμιση Μεταβολισμού Γλυκόζης 

 Η ισορροπία μεταξύ της λειτουργίας του μονοπατιού της γλυκόλυσης και του κύκλου των φωσφορικών 

πεντοζών μπορεί να ρυθμιστεί από την κατάσταση οξυγόνωσης του κυττάρου (Εικόνα Α13). Γλυκολυτικά ένζυμα 

όπως η GAPDH, η αλδολάση και η φωσφοφρουκτοκινάση μπορούν να συνδεθούν στο αμινοτελικό άκρο της 

Ζώνης 3 παρουσία οξυγονωμένης αιμοσφαιρίνης. Τα συνδεδεμένα ένζυμα είναι ανενεργά και έτσι η γλυκόζη 

καταβολίζεται μέσω του κύκλου των φωσφορικών πεντοζών. Όταν υπάρχει μη-οξυγονωμένη αιμοσφαιρίνη, 

καθοδηγείται η ίδια στην κυτοσολική πλευρά της ζώνης 3 και ανταγωνίζεται τα γλυκολυτικά ένζυμα τα οποία και 

απελευθερώνονται, όντας πλέον ικανά να επιτελέσουν τις δράσεις τους (Εικόνα Α13) (Campanella et al. 2005, 

Stefanovic et al. 2013). Αξίζει να αναφερθεί πως η συγγένεια της αιμοσφαιρίνης με το οξυγόνο εξαρτάται και από 

την αλληλεπίδραση με το 2,3-διφωσφογλυκερικό οξύ που παράγεται από τον κύκλο Rapoport-Luebering. Το 

μόριο αυτό δεσμεύεται με υψηλότερη συγγένεια στην μη οξυγονωμένη αιμοσφαιρίνη σε σχέση με την 

οξυγονωμένη. Με την αλληλεπίδραση αυτή μειώνεται η συγγένεια της αιμοσφαιρίνης με το οξυγόνο και επάγεται 

αλλοστερικά η απελευθέρωση του υπολειπόμενου οξυγόνου που είναι δεσμευμένο στην αιμοσφαιρίνη (Benesch 

and Benesch 1967). 



34 
 

 

Εικόνα Α13: Σχηματική αναπαράσταση της οξυγονοεξαρτώμενης ρύθμισης του καταβολισμού της γλυκόζης στα 

ερυθροκύτταρα (Ανατύπωση από Gibson, 2016). 

Α.4.2 Μεταβολισμός Οξειδωτικών Ριζών 

A.4.2.1 Οξειδωτικό Στρες 

Οι υψηλές συγκεντρώσεις μοριακού οξυγόνου, αίμης, αλλά και ατόμων σιδήρου στα ερυθροκύτταρα, τα 

καθιστούν ιδιαίτερα επιρρεπή σε διαταραχές του οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου (Kanias and Acker 2010). 

Συγκεκριμένα, η αυτό-οξείδωση της αιμοσφαιρίνης αποτελεί την κύρια πηγή δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS) σε 

αυτά (Kuhn et al. 2017). Εκτός από ρίζες υπεροξειδικών ανιόντων (Ο2
-), μετά την αυτό-οξείδωση της 

αιμοσφαιρίνης προκύπτει μεθαιμοσφαιρίνη, από το μόριο της οποίας μπορεί να απελευθερωθεί ο τρισθενής 

σίδηρος (Fe3+) και να δράσει κι αυτός οξειδωτικά. Οι ρίζες υπεροξειδικών ανιόντων συμμετέχουν σε αντιδράσεις 

οξειδοαναγωγής από τις οποίες μπορεί να προκύψει υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2). Η παραγωγή του μορίου 

αυτού είναι ιδιαίτερα επικίνδυνη καθώς μέσω των αντιδράσεων Fenton και Haber-Weiss (Εικόνα Α14) οδηγεί 

στην παραγωγή δραστικών ριζών υδροξυλίου και οξειδωμένου σιδήρου (Bunn and Jandl 1968). 

 

Εικόνα Α14: Οι αντιδράσεις Fenton και Haber-Weiss (Ανατύπωση από Menkveld, 2010). 

Η μεθαιμοσφαιρίνη, λόγω της οξειδωτικής της βλάβης, μπορεί να μετατραπεί σε ασταθείς δομές που 

ονομάζονται αιμοχρώματα. Τα αιμοχρώματα έχουν την ικανότητα να συγκεντρώνονται στην εσωτερική πλευρά 

της ερυθροκυτταρικής μεμβράνης μέσω ομοιοπολικής δέσμευσης σε δομικές πρωτεΐνες (κυρίως στη ζώνη-3), 

δυσχεραίνοντας την ικανότητα ελαστικής παραμόρφωσης του ερυθροκυττάρου. Επίσης, συμμετέχουν στην 
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προαγωγή της οξείδωσης συστατικών της μεμβράνης και στο σχηματισμό σημάτων εκκαθάρισης (Delobel et al. 

2010, Kanias and Acker 2010). Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η μεθαιμοσφαιρίνη μπορεί να ανακυκλωθεί στη 

λειτουργική της μορφή μέσω της αναγωγάσης της μεθαιμοσφαιρίνης, η οποία απαιτεί ως ηλεκτρονιοδότη το 

NADH. Επιπλέον, ο ελεύθερος σίδηρος μπορεί να εκκαθαριστεί από την ερυθροκυτταρική φερριτίνη, η οποία με 

τον τρόπο αυτό αποτρέπει την πραγματοποίηση των οξειδωτικών αντιδράσεων (Kuhn et al. 2017). 

Α.4.2.2 Αντιοξειδωτικοί Μηχανισμοί 

Τα αντιοξειδωτικά συστήματα των ερυθροκυττάρων στηρίζονται τόσο σε ενζυμικά όσο και μη ενζυμικά 

μόρια (Εικόνα Α15). Χαρακτηριστικές μη ενζυμικές αντιοξειδωτικές ουσίες είναι η γλουταθειόνη και το ασκορβικό 

οξύ, το οποίο προαναφέρθηκε. Η γλουταθειόνη είναι τριπεπτίδιο (κυστεΐνη – γλουταμικό οξύ – γλυκίνη) με 

κρίσιμη συμβολή στην οξειδοαναγωγική ομοιόσταση του κυττάρου. Παρουσία οξειδωτικού στρες η γλουταθειόνη 

οξειδώνεται και μπορεί να επαναφερθεί στην προηγούμενη κατάστασή της μέσω της δράσης της αναγωγάσης της 

γλουταθειόνης που χρησιμοποιεί ως συμπαράγοντα το NADPH (Pastore et al. 2001). Η γλουταθειόνη 

χρησιμοποιείται από πληθώρα ενζύμων ως συμπαράγοντας για να αποτρέψει την καταστροφή του κυττάρου από 

τη δράση των ROS. Κλασικό παράδειγμα αποτελεί η χρήση της γλουταθειόνης από την υπεροξειδάση της 

γλουταθειόνης (GPx) για τη μετατροπή του H2O2 σε νερό (Pompella et al. 2003). Γενικά, το απόθεμα αναγωγικής 

δύναμης με τη μορφή NADH και NADPH είναι υψίστης σημασίας για την ομαλή λειτουργία πολλών 

αντιοξειδωτικών μηχανισμών (Kuhn et al. 2017). 

 

Εικόνα Α15: Σχηματική αναπαράσταση των αντιοξειδωτικών μηχανισμών του ερυθροκυττάρου. Παρουσιάζονται οι κύριοι μη 

ενζυμικοί και ενζυμικοί μηχανισμοί που διαθέτει το ερυθροκύτταρο για να αντιμετωπίσει τις διαταραχές του 

οξειδοαναγωγικού του ισοζυγίου (Ανατύπωση από Kuhn et al, 2017). 

Πέραν της GPx που αναφέρθηκε ήδη, τα ερυθροκύτταρα περιέχουν αρκετά αντιοξειδωτικά ένζυμα, όπως 

η υπεροξειδική δισμουτάση (SOD), η καταλάση (CAT) και οι υπεροξειδοσίνες (Prdx) (Mohanty et al. 2014). Η SOD 
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βρίσκεται στην πρώτη γραμμή άμυνας έναντι του οξειδωτικού στρες, καθώς καταλύει τη μετατροπή Ο2
- σε H2O2 

(McCord and Fridovich 1969). Από εκείνο το σημείο, παίρνει τον έλεγχο κυρίως η GPx, αλλά όταν τα επίπεδα H2O2 

είναι υψηλά, συμμετέχει και η CAT στην εκκαθάρισή του, μετατρέποντάς το σε νερό και οξυγόνο (Cohen and 

Hochstein 1963). Η CAT απαρτίζεται από 4 υπομονάδες με ομάδες αίμης, καθεμία εκ των οποίων φέρει ένα μόριο 

NADPH (Antunes et al. 2002). Όσον αφορά στις Prdx, συνιστούν μία οικογένεια υπεροξειδασών, με κυρίαρχη στα 

ερυθροκύτταρα την Prdx2. Τοπολογικά απαντάται στο κυτοσόλιο και ανταγωνίζεται κι εκείνη την GPx και την CAT 

για την απομάκρυνση των μορίων H2O2 (F.M. Low et al. 2008). Σε συνθήκες ισχυρού οξειδωτικού στρες, όμως, 

μετατοπίζεται στη μεμβράνη (Cho et al. 2014) όπου μπορεί να προστατεύσει τα λιπίδια από οξειδωτικές βλάβες 

(Matte et al. 2013).   

Α.5 Ερυθροκυτταρική Γήρανση 

 Φυσιολογικά, τα ερυθροκύτταρα in vivo έχουν χρόνο ζωής περίπου 120 ημέρες, επομένως η ζωή και ο 

θάνατός τους φαίνεται πως υπόκεινται σε αυστηρή ρύθμιση. Στην πάροδο των 120 ημερών τα ερυθροκύτταρα 

έρχονται αντιμέτωπα με χημικό και μηχανικό στρες που προοδευτικά τους προκαλούν βλάβες. Τελικά τα πιο 

γηρασμένα ερυθροκύτταρα εξωτερικεύουν PS, παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα σιαλικού οξέος, χοληστερόλης 

και φωσφολιπιδίων (Antonelou et al. 2010a) και αλλαγές στην ενεργότητα των ενζύμων τους (D'Alessandro et al. 

2013). Η γήρανση συνοδεύεται από κυστιδιοποίηση (Willekens et al. 2008), με αποτέλεσμα την απώλεια 

αιμοσφαιρίνης και μεμβρανικών συστατικών και τελικά τη συρρίκνωση του κυττάρου. Ακόμη κι αν οι μηχανισμοί 

που ρυθμίζουν το χρόνο ζωής των ερυθροκυττάρων δεν έχουν πλήρως διαλευκανθεί, είναι ευρέως αποδεκτό πως 

το οξειδωτικό στρες (Lutz and Bogdanova 2013, Rifkind and Nagababu 2013) ή/και ένας καλά ρυθμισμένος 

μοριακός «αλγόριθμος» που ελέγχει την αλληλεπίδραση μεταξύ ερυθροκυττάρων και μακροφάγων (Arias and 

Arias 2017) καθοδηγούν τη διαδικασία της ερυθροκυτταρικής γήρανσης. Γενικά, τα γηρασμένα ερυθροκύτταρα 

απομακρύνονται κατά τη διέλευσή τους από τον σπλήνα, αλλά και το ήπαρ. Ο ερυθρός πολφός του σπλήνα είναι 

πλούσιος σε μακροφάγα, επιτρέποντας τη στενή επαφή των τελευταίων με τα διερχόμενα ερυθροκύτταρα 

(Corrons et al. 2021). Μάλιστα, η ερυθροφαγοκυττάρωση των γηρασμένων ερυθροκυττάρων λαμβάνει χώρα in 

vivo αλλά όχι in vitro σε καλλιέργειες σπληνικών μακροφάγων, κάτι που υπονοεί πως η «αρχιτεκτονική» του 

σπλήνα είναι κρίσιμη για την απομάκρυνση των γηρασμένων ερυθροκυττάρων (Gottlieb et al. 2012). Στο σπλήνα 

αναγνωρίζονται ερυθροκύτταρα με μειωμένη ικανότητα ελαστικής παραμόρφωσης, καθώς και οψωνισμένα 

ερυθροκύτταρα (τα οποία αναγνωρίζονται και στο ήπαρ) (Eggleton et al. 2000). Το σταθερό τμήμα των IgGs 

αναγνωρίζεται από υποδοχείς στην επιφάνεια των μακροφάγων και τα ερυθροκύτταρα φαγοκυτταρώνονται 

(Mosser and Zhang 2011). Επίσης, από τα μακροφάγα αναγνωρίζονται τα διάφορα σήματα «eat-me» που 

εκτίθενται στην επιφάνεια των γηρασμένων ερυθροκυττάρων και θα αναφερθούν παρακάτω (de Back et al. 2014, 

T.R. Klei et al. 2017). Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει πως η ασβεστιοεξαρτώμενη απομάκρυνση K+ (Gardos effect) 

από τα ερυθροκύτταρα οδηγεί στη μείωση σιαλικών καταλοίπων στην επιφάνειά τους και επάγει την 

ενεργοποίηση μορίων προσκόλλησης (T.R.L. Klei et al. 2020b). Στον ερυθρό πολφό τα κύτταρα αυτά δεσμεύονται 
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στη λαμινίνη α5 μέσω των μορίων προσκόλλησης και λύονται. Οι μεμβράνες (ghost) που προκύπτουν 

αναγνωρίζονται και αποδομούνται από τα μακροφάγα (T.R.L. Klei et al. 2020a).  

Α.5.1 Εξωτερίκευση Φωσφατιδυλοσερίνης 

 Η PS, όπως προαναφέρθηκε, διατηρείται στο εσωτερικό φύλλο της λιπιδικής διπλοστιβάδας, όμως αυτή η 

ασυμμετρία προοδευτικά χάνεται στα γηρασμένα ερυθροκύτταρα, γεγονός που αυξάνει την εξωτερίκευση PS και 

την αναγνώρισή της από υποδοχείς στην επιφάνεια των μακροφάγων ως σήμα προς απομάκρυνση (eat-me signal) 

(T.R. Klei et al. 2017).  Διάφοροι μηχανισμοί έχουν προταθεί για να εξηγηθεί αυτή η εξωτερίκευση. Η οξείδωση της 

PS (που αυξάνεται κατά τη γήρανση) μεταβάλει την ικανότητά της να δρα ως υπόστρωμα για τη μεταφοράση που 

είναι υπεύθυνη να τη μεταφέρει από το εξωτερικό στο εσωτερικό φύλλο της διπλοστιβάδας (Tyurina et al. 2000). 

Ταυτόχρονα, κατά τη γήρανση μειώνεται η ενεργότητα της φλιπάσης και αυξάνεται το ενδοκυττάριο ασβέστιο 

που ενεργοποιεί τη σκραμπλάση (Franco et al. 2013, Arashiki and Takakuwa 2017). Επιπλέον, η PS αλληλεπιδρά με 

τη σπεκτρίνη του κυτταροσκελετού (Kunzelmann-Marche et al. 2001), όμως λόγω της διαταραχής των συνδέσεων 

μεμβράνης-σκελετού κατά τη γήρανση (και συγκεκριμένα την εμφάνιση του νέο-αντιγόνου γήρανσης της ζώνης 3 

που θα αναφερθεί στη συνέχεια), μπορεί να διαταραχθεί και η ασυμμετρία των φωσφολιπιδίων της μεμβράνης 

(Koshkaryev et al. 2020). Στα γηρασμένα ερυθροκύτταρα εντοπίζεται, επίσης, ενεργή κασπάση-3, η οποία in vitro 

έχει δειχθεί να οδηγεί μέσω της δράσης της σε εξωτερίκευση PS. Οι παραπάνω μεταβολές παρουσιάζονται 

σχηματικά στην Εικόνα Α16.  

 

Εικόνα Α16: Οι μεταβολές στις μεμβρανικές δομές, το ενεργειακό απόθεμα και την ενδοκυττάρια συγκέντρωση ασβεστίου 

ερυθροκυττάρων κατά τη γήρανση που μπορεί να οδηγήσουν σε εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης (Ανατύπωση από 

Arashiki and Takakuwa, 2017). 
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Παρά τα παραπάνω δεδομένα, αξίζει να αναφερθεί πως επικρατεί μία ασυμφωνία όσον αφορά στην 

εξωτερίκευση ή όχι PS κατά την in vivo γήρανση. Η ασυμφωνία αυτή έγκειται στο γεγονός ότι η PS είναι ιδιαίτερα 

θρομβογόνος ώστε να εκτίθεται στα κυκλοφορούντα ερυθροκύτταρα (Antonelou et al. 2010a), και στο ότι ενώ 

ορισμένες ομάδες έχουν βρει αυξημένη προσκόλληση γηρασμένων ερυθροκυττάρων σε αννεξίνη V (Boas et al. 

1998), άλλες δεν έχουν βρει διαφορά σε σύγκριση με τα νεαρά κύτταρα (Wesseling et al. 2016). Μία εξήγηση 

όσον αφορά στη συγκεκριμένη παρατήρηση είναι πως τα ερυθροκύτταρα που εκφράζουν επιφανειακή PS 

απομακρύνονται από την κυκλοφορία μέσω των μακροφάγων σε ένα ρυθμό που καθιστά αδύνατη την ανίχνευσή 

τους (Dasgupta et al. 2008, Thiagarajan et al. 2021) 

Α.5.2 Σηματοδότηση μέσω της πρωτεΐνης CD47 

Η αντι-φαγοκυτταρική δράση της CD47 (don’t-eat-me signal) είναι υψηλότερη κατά την γέννηση των 

ερυθροκυττάρων. Η προοδευτική ελάττωση της παρουσίας της στη μεμβράνη (Oldenborg et al. 2000) ή 

μορφολογικές μεταβολές στη δομή της μειώνουν την αποτελεσματικότητά της ως αναστολέα της 

φαγοκυττάρωσης καθώς γερνάει το κύτταρο. Η CD47 ασκεί την ανασταλτική της δράση μέσω δέσμευσης στον 

υποδοχέα SIRPα των μακροφάγων, επάγοντας ανασταλτική σηματοδότηση. Όμως, κατά τη γήρανση 

πραγματοποιούνται στερεοδομικές αλλοιώσεις στη CD47, πάνω στην οποία δεσμεύεται η θρομβοσπονδίνη-1 

(TSP-1) δημιουργώντας μία καινούρια θέση αλληλεπίδρασης με τον υποδοχέα SIRPα. Η νέα αυτή δέσμευση, 

αντίθετα με την προηγούμενη, πυροδοτεί καταρροϊκή σηματοδότηση υπέρ της απομάκρυνσης του 

ερυθροκυττάρου, όπως παρουσιάζεται σχηματικά στην Εικόνα Α17 (Burger et al. 2012).  

 

Εικόνα Α17: Ο ρόλος της CD47 ως μοριακός διακόπτης της φαγοκυττάρωσης του ερυθροκυττάρου. (Ανατύπωση από van 

Bruggen, 2013). 

Α.5.3 Το μονοπάτι της Ζώνης 3 

 Ένα από τα συχνότερα ευρήματα που απαντώνται στις μεμβράνες των γηρασμένων ερυθροκυττάρων 

είναι οι τροποποιήσεις στη Ζώνη 3. Μάλιστα, έχουν βρεθεί φυσικά αυτό-αντισώματα που συμμετέχουν στη 

διαδικασία της αναγνώρισης των γηρασμένων ερυθροκυττάρων από μακροφάγα, τα οποία αναγνωρίζουν 

ολιγομερή της Ζώνης 3 (Lutz et al. 1984). Το πώς σχηματίζεται το νεοαντιγόνο γήρανσης της Ζώνης 3 και 

καθίσταται εφικτή αυτή η αλληλεπίδραση με τα IgG −πιθανώς και με παράγοντες του συμπληρώματος− δεν έχει 
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πλήρως διαλευκανθεί, αλλά υπάρχουν ορισμένες υποθέσεις. Η οξειδωτική αποδόμηση της αιμοσφαιρίνης κατά 

τη γήρανση οδηγεί στη δημιουργία αιμοχρωμάτων τα οποία συσσωρεύονται στο κυτοσόλιο, συν-πολυμερίζονται 

με την κυτταροπλασματική πλευρά της Ζώνης 3 και δημιουργούν ένα μη διαλυτό μακρομοριακό συσσωμάτωμα. 

Η συσσωμάτωση της Ζώνης 3 λόγω των αιμοχρωμάτων θεωρείται πως εκθέτει νέο-αντιγόνα γήρανσης που 

αναγνωρίζονται από αντισώματα και τελικά το κύτταρο απομακρύνεται από μακροφάγα (P.S. Low et al. 1985, 

Pantaleo et al. 2008). Αυτή η θεωρία παρουσιάζεται σχηματικά στην Εικόνα A18. 

 

Εικόνα Α18: Ο ρόλος των αιμοχρωμάτων στη δημιουργία του νέο-αντιγόνου γήρανσης της Ζώνης 3. (Ανατύπωση από 

Pantaleo et al, 2008). 

 Μια άλλη θεωρία αφορά στη θραύση της Ζώνης 3, η οποία προκαλεί στερεοδιαταξικές αλλαγές που 

τελικά σχηματίζουν το νέο-αντιγόνο γήρανσης. Πιο συγκεκριμένα, μέσω της πρωτεόλυσης λόγω κάποιου 

οξειδωτικού συμβάντος, έρχονται στην επιφάνεια «κρυμμένες» αντιγονικές περιοχές της Ζώνης 3, αναγνωρίσιμες 

από αντισώματα (Bosman 2013), όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα Α19. 

 

Εικόνα Α19: Η δημιουργία του νέο-αντιγόνου γήρανσης της Ζώνης 3 μέσω θραύσης της πρωτεΐνης. (Ανατύπωση από Bosman, 

2013). 

 Πιο πρόσφατα, μετά την κρυσταλλογράφηση της Ζώνης 3 και την ανακάλυψη της δομής της (Hatae et al. 

2018) προτάθηκε ένας συνδυασμός των δύο παραπάνω υποθέσεων (Εικόνα Α20). Σύμφωνα με το συγκεκριμένο 
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μοντέλο, η Ζώνη 3 αποτελεί «μοριακό ρολόι» της ερυθροκυτταρικής γήρανσης. Κατά τη φυσιολογική της 

λειτουργία ως ανιοντοανταλλάκτης, η Ζώνη 3 υφίσταται ταχύτατες στερεοδιαμορφωτικές αλλαγές στη λιπιδική 

διπλοστιβάδα. Πιο συγκεκριμένα, υπάρχει μια περιοχή στην πρωτεΐνη που βρίσκεται κατά κύριο λόγο στο 

κυτοσόλιο, αλλά μπορεί σπανιότερα να βρεθεί και εξωκυττάρια. Αν δεν επιστρέψουν αυτά τα αμινοξέα στο 

κυτοσόλιο μετά την εξωτερίκευσή τους, δημιουργούν μία αντιγονική θέση που αναγνωρίζεται από αυτo-

αντισώματα. Στον εξωκυττάριο χώρο, τα αντισώματα με τη δέσμευσή τους θα «παγιδεύσουν» τη Ζώνη 3 στη 

συγκεκριμένη στερεοδιαμόρφωση, και μπορούν να φέρουν εγγύτερα μεταξύ τους διαφορετικά μόρια της Ζώνης 3 

ολιγομερίζοντάς τα. Από την άλλη, η διαδικασία ενισχύεται στο κυτοσόλιο με τη δέσμευση αιμοχρωμάτων στη 

Ζώνη 3 και την επικείμενη προαγωγή της συσσωμάτωσής της. Όταν τα συσσωματώματα Ζώνης 3 υπερβούν ένα 

όριο μεγέθους και μία ουδό οψωνισμού, μακροφάγα μπορούν να αναγνωρίσουν τα ερυθροκύτταρα και να τα 

απορρίψουν από την κυκλοφορία (Badior and Casey 2018). 

 

Εικόνα Α20: Η Ζώνη 3 ως το «μοριακό ρολόι» της ερυθροκυτταρικής γήρανσης. (Ανατύπωση από Badior & Casey, 2018). 

Α.6 Ερυθρόπτωση 

 Στην προηγούμενη ενότητα αναλύθηκε η απομάκρυνση των ερυθροκυττάρων μέσω της διαδικασίας της 

γήρανσης. Όμως, υπάρχουν καταστάσεις που μπορούν να πυροδοτήσουν την πρόωρη απομάκρυνση 

ερυθροκυττάρων, μέσω ενός τύπου προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου που απαντάται αποκλειστικά στα 
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ερυθροκύτταρα και καλείται ερυθρόπτωση. Η ερυθρόπτωση είναι ιδιαίτερα σημαντική, καθώς οδηγεί στην 

αποφυγή της αιμόλυσης (K.S. Lang et al. 2005). Σε αντίθεση με την κλασική αιμόλυση, που οδηγεί στην 

καταστροφή της πλασματικής μεμβράνης και την επικείμενη απελευθέρωση της αιμοσφαιρίνης, στα 

ερυθροπτωτικά κύτταρα η μεμβράνη παραμένει άθικτη (Dreischer et al. 2022). 

Βασικό ερέθισμα για την επαγωγή της ερυθρόπτωσης είναι η αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου που 

πυροδοτεί τα ορόσημα της ερυθρόπτωσης, δηλαδή την εξωτερίκευση PS και τη συρρίκνωση του κυττάρου (Foller 

et al. 2009). Η ενδοκυττάρια συγκέντρωση ασβεστίου υπό φυσιολογικές συνθήκες είναι πολύ χαμηλότερη της 

αντίστοιχης του πλάσματος (Bogdanova et al. 2013). Η είσοδος Ca2+ στα ερυθροκύτταρα γίνεται μέσω καναλιών 

που ρυθμίζονται/ενεργοποιούνται από πλήθος παραγόντων, όπως τη συγκέντρωση ιόντων χλωρίου (Cl-), το 

οξειδωτικό στρες (Duranton et al. 2002), το υπεροσμωτικό σοκ (K.S. Lang et al. 2003), την προσταγλανδίνη Ε2 (P.A. 

Lang et al. 2005), και την πρωτεϊνική κινάση C (PKC). Η ισοσμωτική αντικατάσταση των εξωκυττάριων Cl- με 

γλυκονικό ή ανιόντα βρωμίου ή ιωδίου (Duranton et al. 2002), και το υπεροσμωτικό σοκ επάγουν τη σύνθεση της 

προσταγλανδίνης Ε2 στα ερυθροκύτταρα, η οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί την εισροή Ca2+ μέσω των 

καναλιών κατιόντων (P.A. Lang et al. 2005). Τα αυξανόμενα επίπεδα ενδοκυττάριου ασβεστίου επάγουν την 

απομάκρυνση K+ από τα κανάλια Gardos και το κύτταρο αφυδατώνεται και συρρικνώνεται (Cahalan et al. 2015). 

Επιπλέον, επάγεται η λειτουργία της σκραμπλάσης και εξωτερικεύεται PS, καθώς και της καλπαΐνης που 

πρωτεολύει πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού (P.A. Lang et al. 2005). Όπως αναφέρθηκε σε προηγούμενες 

ενότητες, τα ερυθροκύτταρα υπόκεινται συνεχώς σε οξειδωτικό στρες. Παρά την ύπαρξη ισχυρών 

αντιοξειδωτικών μηχανισμών, οι ενδοκυττάριες ROS μπορούν να πυροδοτήσουν την ερυθρόπτωση in vivo, ειδικά 

σε ορισμένες κλινικές συνθήκες (F. Lang et al. 2014). Τα κανάλια που επιτρέπουν την είσοδο Ca2+ στα 

ερυθροκύτταρα, καθώς και τα κανάλια που μεταφέρουν ιόντα Cl- και συμβάλλουν στη συρρίκνωση του κυττάρου 

(Huber et al. 2002), ενεργοποιούνται από τις ROS (Duranton et al. 2002). Επιπροσθέτως, η εξάντληση ενέργειας 

μπορεί να ενεργοποιήσει την PKC (Klarl et al. 2006), η οποία με τη σειρά της οδηγεί στο «άνοιγμα» των καναλιών 

Ca2+, και εν συνεχεία στην αναδιάταξη των φωσφολιπιδίων της μεμβράνης και τη συρρίκνωση του 

ερυθροκυττάρου (de Jong et al. 2002).   

Το κεραμίδιο είναι επίσης κύριος κυτταρικός προωθητής της ερυθρόπτωσης (K.S. Lang et al. 2004). 

Αποτελεί προϊόν υδρόλυσης της σφιγγομυελίνης (Zeidan and Hannun 2010) και δίνει έναυσμα για ερυθρόπτωση 

ευαισθητοποιώντας το κύτταρο στα Ca2+, χωρίς όμως να επάγει την εισροή τους. Επίσης, το υπεροσμωτικό σοκ 

επάγει τη δημιουργία κεραμιδίου μέσω δράσης της σφιγγομυελινάσης, γεγονός που εξηγεί πώς το συγκεκριμένο 

σοκ μπορεί να οδηγήσει σε ερυθρόπτωση ακόμα και απουσία εξωκυττάριου ασβεστίου (K.S. Lang et al. 2004). 

Επιπλέον, μελέτες έδειξαν πως η παραγωγή κεραμιδίου ρυθμίζεται από τον παράγοντα ενεργοποίησης 

αιμοπεταλίων PAF, ο οποίος μετά τη δέσμευσή του στον υποδοχέα του στην ερυθροκυτταρική μεμβράνη 

ενεργοποιεί τη σφιγγομυελινάση, αυξάνοντας τελικά τα ενδοκυττάρια επίπεδα κεραμιδίου (P.A. Lang et al. 2005). 

Οι κύριοι μηχανισμοί της ερυθρόπτωσης παρουσιάζονται σχηματικά στην Εικόνα Α21. 
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Εικόνα Α21: Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας της ερυθρόπτωσης. (Ανατύπωση από Lang et al, 2006). 

Τα ερυθροκύτταρα που υπόκεινται σε ερυθρόπτωση πιθανώς απομακρύνονται μέσω του σπλήνα, αλλά 

αντί να συμμετέχει ο ερυθρός πολφός που αναφέρθηκε προηγουμένως κύριο ρόλο έχουν τα μακροφάγα και τα 

δενδριτικά κύτταρα της οριακής ζώνης. Συγκεκριμένα, τα δενδριτικά που φέρουν CD207 και CD8 αναγνωρίζουν 

αποτελεσματικότερα τα ερυθροκύτταρα που αποπίπτουν και ταυτόχρονα δεν υπάρχει αναστολή μέσω του CD47 

(Qadri et al. 2017).  

Α.7 Αποθήκευση και Αποθηκευτική Βλάβη Ερυθροκυττάρων 

Τα ερυθροκύτταρα αποτελούν το πιο συχνά μεταγγιζόμενο παράγωγο αίματος, επομένως η βέλτιστη 

αποθήκευση μετά τη συλλογή τους είναι ιδιαίτερα κρίσιμη. Τόσο οι συνθήκες αποθήκευσης όσο και τα επιμέρους 

χαρακτηριστικά του αιμοδότη φαίνεται πως επιδρούν στην αποθηκευτική ικανότητα των ερυθροκυττάρων. 

Α.7.1 Συνθήκες Αποθήκευσης 

Για να παραχθούν οι μονάδες συμπυκνωμένων ερυθροκυττάρων, μετά την αιμοληψία ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για την απομάκρυνση  του πλάσματος, ενώ στις περισσότερες περιπτώσεις πραγματοποιείται και 

λευκαφαίρεση. Στην Ελλάδα η αποθήκευση γίνεται σε διαλύματα συντήρησης με κιτρικά, φωσφορικά, δεξτρόζη 

και αδενίνη (CPDA-1) για 35 ημέρες, διάρκεια η οποία επεκτείνεται κατά μία εβδομάδα με την προσθήκη του 

προσθετικού διαλύματος SAGM το οποίο περιέχει επιπλέον αλατούχο ρυθμιστικό διάλυμα, γλυκόζη και 

μαννιτόλη. Τα κιτρικά παίζουν αντιπηκτικό ρόλο, καθώς μετά τη συμπλοκοποίηση τους με ιόντα ασβεστίου 

προκύπτει άλας κιτρικού οξέος εμποδίζοντας τον καταρράκτη πήξης του αίματος. Οι υδατάνθρακες εμπεριέχονται 

στο διάλυμα για να μεταβολιστούν από τα κύτταρα (Knight 2013), ενώ η αδενίνη και τα φωσφορικά ως 
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ενεργειακά αποθέματα (Hess 2006). Τέλος, η μαννιτόλη, χάρη στην αντιοξειδωτική και σταθεροποιητική της 

δράση στην κυτταρική μεμβράνη, είναι το μόριο που ευθύνεται για την βέλτιστη αποθήκευση στο διάλυμα 

CPD/SAGM (D'Amici et al. 2012). 

Α.7.2 Αποθηκευτική Βλάβη 

Όπως είναι λογικό, όταν τα ερυθροκύτταρα απομακρύνονται από το φυσικό τους περιβάλλον και 

αποθηκεύονται ex vivo σε ένα κλειστό σύστημα, επηρεάζεται ο μεταβολισμός τους και η φυσιολογία τους (Tissot 

et al. 2017). Βρίσκονται σε θερμοκρασία πολύ χαμηλότερη αυτής του σώματος, εξαντλείται το απόθεμα ενέργειάς 

τους και «ζουν» στον ίδιο χώρο με τα απόβλητά τους, χωρίς να υπάρχουν οι προστατευτικοί μηχανισμοί που 

λειτουργούν στην κυκλοφορία. Επομένως, η καταπόνηση που βιώνουν είναι ιδιαίτερα έντονη. Η σταδιακή 

υποβάθμιση των διαφόρων λειτουργικών και δομικών παραμέτρων των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων 

ονομάζεται αποθηκευτική βλάβη (Yoshida et al. 2019). 

Πλέον, στον επιστημονικό χώρο της μετάγγισης αίματος επικρατεί η άποψη πως η ανάπτυξη του 

φαινοτύπου της αποθηκευτικής βλάβης οφείλεται τόσο στην απομάκρυνση των ερυθροκυττάρων από το 

φυσιολογικό τους περιβάλλον, η οποία προαναφέρθηκε, όσο και στην παρουσία οξυγόνου που οδηγεί σε 

εμφάνιση οξειδωτικού στρες, το οποίο εντείνεται με την ταυτόχρονη απώλεια των βιοχημικών αντιμέτρων που 

ήταν λειτουργικά in vivo. Βασική αντίδραση που οδηγεί στην εκδήλωση οξειδωτικού στρες αποτελεί η οξείδωση 

του σιδήρου της αίμης της αιμοσφαιρίνης. In vivo η μεθαιμοσφαιρίνη που προκύπτει ανάγεται σε αιμοσφαιρίνη, 

όμως τα ένζυμα που κατέχουν τον συγκεκριμένο ρόλο έχουν περιορισμένη δράση στους 4 °C. Τελικά 

συσσωρεύεται ελεύθερη αίμη στις μονάδες μετάγγισης, το άτομο σιδήρου της οποίας, μέσω των αντιδράσεων 

Haber-Weiss και Fenton, οδηγεί στην παραγωγή ριζών υδροξυλίου. Εν συνεχεία, οι ιδιαίτερα δραστικές ρίζες 

οξυγόνου μπορούν να πυροδοτήσουν έναν καταρράκτη αντιστρεπτών και μη αντιστρεπτών οξειδώσεων σε 

δομικές (D'Alessandro et al. 2012) και λειτουργικές πρωτεΐνες (Wither et al. 2016), συμπεριλαμβανομένων των 

ενζύμων, δυσχεραίνοντας τον ενεργειακό μεταβολισμό (Tavazzi et al. 2001). 

Α.7.2.1 Αλλοιώσεις στη Μεμβράνη 

Η οξειδωμένη αιμοσφαιρίνη, μαζί με άλλες οξειδωμένες κυτοσολικές πρωτεΐνες, προσκολλώνται στον 

κυτταροσκελετό και τη μεμβράνη και δυσχεραίνουν την ικανότητα ελαστικής παραμόρφωσης του κυττάρου. Μία 

αισθητή επιδείνωση της παραμορφωσιμότητας των συμπυκνωμένων ερυθροκυττάρων ξεκινά περίπου στο τέλος 

της δεύτερης εβδομάδας αποθήκευσης (Barshtein et al. 2021). Η παρατηρούμενη αυξανόμενη δέσμευση της 

αιμοσφαιρίνης στη μεμβράνη, δεν διαταράσσει μόνο τις συνδέσεις μεμβράνης-κυτταροσκελετού (Rettig et al. 

1999), αλλά επάγει τοπικές οξειδωτικές βλάβες στις δομικές πρωτεΐνες (Kriebardis et al. 2006, Kriebardis et al. 

2007, Delobel et al. 2012). Η συσσώρευση οξειδωτικών ριζών εντός του ερυθροκυττάρου έχει, επίσης, ως 

αποτέλεσμα την προοδευτική εμφάνιση δεικτών οξειδωτικού στρες στο λιπιδίωμα της μεμβράνης, με τη μορφή 

κυρίως μαλονδιαλδεΰδης (MDA) (Dumaswala et al. 1999). Βασική και κρίσιμη μεταβολή στο ερυθροκυτταρικό 
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λιπιδίωμα κατά την αποθήκευση αποτελεί και η αναδιοργάνωση των φωσφολιπιδίων της μεμβράνης, με 

αποτέλεσμα την εξωτερίκευση PS (Kiefer and Snyder 2000).  

Κατά την αποθήκευση, το ερυθροκύτταρο για να ανταπεξέλθει στην αυξανόμενη συγκέντρωση 

οξειδωμένων πρωτεϊνών κυστιδιοποιείται (Bardyn et al. 2017) για να απομακρύνει επιβλαβή μόρια, θυσιάζοντας 

όμως έτσι μεγάλο τμήμα της μεμβράνης του (Antonelou and Seghatchian 2016). Αυτή η απώλεια μεμβράνης 

εντείνει επιπλέον τη διαταραχή της ικανότητας ελαστικής παραμόρφωσης του κυττάρου (McVey et al. 2020) και 

τη δημιουργία μορφών ερυθροκυττάρων επιρρεπέστερων σε λύση (Safeukui et al. 2012). Έχει δειχθεί πως στο 

μέσο της αποθηκευτικής περιόδου, το αρχικά δισκοειδές ερυθροκύτταρο μετατρέπεται σε πιο άκαμπτες μορφές, 

επιρρεπείς σε λύση (Melzak et al. 2021), ενώ περίπου το 1/3 του αρχικού ερυθροκυτταρικού πληθυσμού 

εμφανίζει ορατές σχηματικές ανωμαλίες μέχρι το τέλος της αποθήκευσης (Berezina et al. 2002, Blasi et al. 2012). 

Πρόσφατα παρουσιάστηκαν ενδείξεις πως η απομάκρυνση αιμοσφαιρίνης [κυρίως οξειδωμένης (Kriebardis et al. 

2008)] εντός κυστιδίων βρίσκεται στην πρώτη γραμμή άμυνας των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων, όμως 

αναπόφευκτα δημιουργεί άκαμπτα κύτταρα που καταλήγουν σε λύση και ανεξέλεγκτη απελευθέρωση 

αιμοσφαιρίνης στο υπερκείμενο (Tzounakas et al. 2022a). 

Α.7.2.2 Μεταβολικές Βλάβες 

 Η αποθήκευση των ερυθροκυττάρων έχει ως αποτέλεσμα την ταχύτατη εξάντληση του ATP και του 2,3-

διφωσφογλυκερικού οξέος, γεγονός το οποίο επηρεάζει την κινητική της δέσμευσης/απελευθέρωσης του 

οξυγόνου από την αιμοσφαιρίνη (Nemkov et al. 2016, Paglia et al. 2016). Εξαιτίας της αρνητικής επίδρασης της 

υποθερμίας στην ενεργότητα των ενζύμων, η απώλεια ATP είναι πολύ υψηλή προς το τέλος της αποθηκευτικής 

περιόδου, και θεωρείται πως όταν το συγκεκριμένο ενεργειακό μόριο εμφανίζει επίπεδα χαμηλότερα ενός 

κρίσιμου ορίου, τα ερυθροκύτταρα χάνουν τη δυνατότητα να μεταβολίζουν τη γλυκόζη (Zolla and D'Alessandro 

2012), κάτι που επηρεάζει την ακεραιότητα και τη λειτουργικότητά τους. Όντως, η ικανότητα σύνθεσης ATP 

φθίνει, όσο φθίνει και το ενδοκυττάριο pH λόγω της προόδου της γλυκόλυσης σε ένα κλειστό σύστημα, και το 

φαινόμενο αυτό εντείνεται λόγω της εξάρτησης αντλιών ιόντων από το ATP (Sun et al. 2017). 

 Πιο συγκεκριμένα, κατά τις 2 πρώτες εβδομάδες της αποθήκευσης, έχει δειχθεί πως τα αποθηκευμένα 

ερυθροκύτταρα μεταβολίζουν τη γλυκόζη μέσω του μονοπατιού της γλυκόλυσης, αυξάνοντας έτσι το γαλακτικό 

οξύ εντός της μονάδας μετάγγισης (Messana et al. 2000). Ταυτόχρονα, το 2,3-διφωσφογλυκερικό έχει επίπεδα 

που ευνοούν την απο-οξυγονωμένη αιμοσφαιρίνη, η οποία δεσμεύεται στη Ζώνη 3 ανταγωνιζόμενη τα 

γλυκολυτικά ένζυμα που είναι ελεύθερα να επιτελέσουν τη λειτουργία τους. Όσο συσσωρεύεται γαλακτικό οξύ, 

τόσο φθίνει το pH, γεγονός που αναστέλλει την πορεία της γλυκόλυσης (Zolla and D'Alessandro 2012), ενώ 

παράλληλα εξαντλείται και το 2,3-διφωσφογλυκερικό με αποτέλεσμα να προωθείται η δέσμευση των ενζύμων 

της γλυκόλυσης στη Ζώνη 3 (Issaian et al. 2021) και να μετατοπίζεται η ισορροπία προς τον κύκλο των 

φωσφορικών πεντοζών. Μέσω του κύκλου αυτού, παράγεται NADPH, που όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως 

αποτελεί σημαντικό απόθεμα αναγωγικής δύναμης για την αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες. Ο 
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ολιγομερισμός του κυτοσολικού άκρου της Ζώνης 3 επηρεάζει τη λειτουργία του ως «ρυθμιστής» του 

μεταβολισμού, και αυτό το φαινόμενο εντείνεται στα υψηλά επίπεδα ROS που παράγονται κατά την αποθήκευση. 

Επιπλέον, η θραύση του ρυθμιστικού αυτού άκρου (είτε λόγω οξείδωσης, είτε μέσω ενζύμου) δυσχεραίνει 

περεταίρω τη μεταβολική ρύθμιση (Rinalducci et al. 2012, D'Alessandro et al. 2015). Ο ρυθμιστικός ρόλος της 

κυτταροπλασματικής πλευράς της Ζώνης 3 στο μεταβολισμό και η επίδραση της αποθήκευσης παρουσιάζονται 

στην Εικόνα Α22. 

 

Εικόνα Α22: Σχηματική αναπαράσταση της κυτοσολικής πλευράς της Ζώνης 3 (CDB3) ως «διακόπτη» του μεταβολισμού της 

γλυκόζης μέσω της γλυκόλυσης και του κύκλου των φωσφορικών πεντοζών (PPP). (Α) Οξυγονωμένη αιμοσφαιρίνη και 

δέσμευση γλυκολυτικών ενζύμων στη Ζώνη 3. (Β) Από-οξυγονωμένη αιμοσφαιρίνη δεσμεύεται στη Ζώνη 3 και 

απελευθερώνονται τα γλυκολυτικά ένζυμα. (Γ) Θραύση της CDB3 και απώλεια οξυγόνο-εξαρτώμενης ρύθμισης του 

μεταβολισμού. GAPDH: αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης, PFK: φωσφοφρουκτοκινάση, ALDOA: αλδολάση. 

(Ανατύπωση από D’Alessandro et al, 2015). 

 Συγκεκριμένα για τα ερυθροκύτταρα που αποθηκεύονται σε CPD-SAGM, όπως ισχύει στην παρούσα 

Διατριβή, έχει προταθεί ένας μεταβολικός επαναπρογραμματισμός τριών σταδίων (Bordbar et al. 2016). Μεταξύ 

των τριών σταδίων υπάρχει σταθερή πτώση στο μονοπάτι της γλυκόλυσης και το οξειδωτικό τμήμα του κύκλου 

των φωσφορικών πεντοζών. Από την άλλη, το μη οξειδωτικό μέρος του κύκλου λειτουργεί φυσιολογικά στο 

πρώτο στάδιο, αντιστρέφεται στο δεύτερο προσδίδοντας γλυκολυτικά ενδιάμεσα στον μεταβολισμό του AMP, και 

επιστρέφει στην φυσιολογική του λειτουργία στο τρίτο στάδιο, προσδίδοντας φωσφορικές ριβόζες στη 

γλυκόλυση. Όσον αφορά στο μεταβολισμό της γλουταθειόνης, φαίνεται αυτό το πολύτιμο αντιοξειδωτικό να 

συντίθεται μόνο στο πρώτο στάδιο (Bordbar et al. 2016). Μάλιστα, έχουν προταθεί εξωκυττάριοι βιοδείκτες, όπως 

η γλυκόζη, η υποξανθίνη και το γαλακτικό οξύ, οι οποίοι μπορούν να διακρίνουν τις 3 αυτές μεταβολικές φάσεις 

(Paglia et al. 2016). 

 Αξίζει να αναφερθεί πως τα αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα δεν είναι ικανά να μεταβολίζουν μόνο 

γλυκόζη. Πειράματα σήμανσης του κιτρικού που συμπεριλαμβάνεται στο διάλυμα συντήρησης έδειξαν πως αυτό 
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μεταβολίζεται σε μηλικό και γαλακτικό μέσω κυτοσολικών ισομορφών ενζύμων του (μη-κανονικού) κύκλου των 

τρικαβοξυλικών οξέων (Krebs). Τα ένζυμα αυτά καταλύουν αντιδράσεις που συμμετέχουν στην ανακύκλωση 

αναγωγικών μορίων (NADH, NADPH), επομένως μπορεί να υπάρχει ένας μη χαρακτηρισμένος ρόλος του 

μεταβολισμού των καρβοξυλικών οξέων στα ερυθροκύτταρα για τη διατήρηση της οξειδοαναγωγικής 

ομοιόστασης (D'Alessandro et al. 2017). 

Α.8 Τα Χαρακτηριστικά του Αιμοδότη και ο Ρόλος τους στην Αποθηκευτική Ικανότητα και 

τη Μετα-μεταγγισιακή Απόκριση των Ερυθροκυττάρων 

 Η αποσαφήνιση των αιτιών που οδηγούν στο φαινόμενο της αποθηκευτικής βλάβης, αποτελεί βασικό 

ερώτημα της ερευνητικής κοινότητας της μετάγγισης. Διάφορες μελέτες έχουν δείξει πως ο χρόνος αποθήκευσης 

(Kamel et al. 2010, Koch et al. 2013), η στρατηγική που χρησιμοποιείται, όπως το διάλυμα συντήρησης, η 

λευκαφαίρεση, η ακτινοβόληση κ.α. (Antonelou et al. 2010b, Antonelou et al. 2012, Hsieh et al. 2020, Eshghifar et 

al. 2021), καθώς και τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του αιμοδότη (Tzounakas et al. 2016b, Hadjesfandiari et al. 2021)  

αποτελούν σημαντικούς συντελεστές της προόδου της αποθηκευτικής βλάβης. 

 

Εικόνα Α23: Γενετικά και μη-γενετικά καθορισμένα χαρακτηριστικά των αιμοδοτών που επιδρούν στην πρόοδο της 

αποθηκευτικής βλάβης. (Ανατύπωση από Tzounakas et al, 2016). 

 Παρά το γεγονός ότι για δεκαετίες ο χρόνος αποθήκευσης θεωρείτο η βασική παράμετρος που καθοδηγεί 

την αποθηκευτική βλάβη, τα τελευταία χρόνια έχουν έρθει στο προσκήνιο τα χαρακτηριστικά του αιμοδότη και 

έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες σε διάφορες διακριτές ομάδες αιμοδοτών που καθορίζονται βάσει του γενετικού 

υποβάθρου ή του τρόπου ζωής τους (D'Alessandro et al. 2019) (Εικόνα Α23). 

Α.8.1 Γενετικά Καθορισμένοι Παράγοντες 

 Το φύλο αποτελεί ένα γενετικό χαρακτηριστικό που έχει μελετηθεί εκτενώς στο χώρο της μετάγγισης. 

Είναι αρκετές οι διαφορές που παρουσιάζουν τα δύο φύλα μεταξύ τους σε αιματολογικούς δείκτες, 

συμπεριλαμβανομένης της χαμηλότερης ενδοκυττάριας αιμοσφαιρίνης (Rushton et al. 2001). Λαμβάνοντας 

υπόψη πως τα επίπεδα αιμοσφαιρίνης προ-αποθηκευτικά συσχετίζονται θετικά με τα αντίστοιχα κατά την 

αποθήκευση (Agnihotri et al. 2014), η μελέτη αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων που προέρχονται από γυναίκες 
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καθίσταται ιδιαίτερα σημαντική. Μελέτες σε μονάδες μετάγγισης από αιμοδότριες έδειξαν πως τα συγκεκριμένα 

ερυθροκύτταρα είναι λιγότερο επιρρεπή σε αυθόρμητη, οσμωτική, οξειδωτική (Kanias et al. 2017, D'Alessandro et 

al. 2021) και μηχανική αιμόλυση (Raval et al. 2010) σε σύγκριση με των ανδρών. Επιπλέον, παρότι στο 

υπερκείμενό τους η αντιοξειδωτική ικανότητα είναι χαμηλότερη, εντός του ερυθροκυττάρου συσσωρεύονται 

λιγότερες ROS σε σύγκριση με αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα του άλλου φύλου (Tzounakas et al. 2021a). 

Πρόσφατα δείχθηκε, επίσης, πως οι μεμβράνες αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων γυναικών είναι πιο ανθεκτικές 

σε βλάβες σε σχέση με των ανδρών (Szczesny-Malysiak et al. 2021). Παρότι τα παραπάνω ευρήματα συνηγορούν 

υπέρ ενός καλύτερου αποθηκευτικού προφίλ, υπάρχουν μελέτες που συσχετίζουν τη χορήγηση αίματος από 

γυναίκες με αυξημένη θνησιμότητα (Edgren et al. 2017), ιδιαίτερα σε φύλο-ασύμβατες μεταγγίσεις (Zeller et al. 

2019). 

 Η ανεπάρκεια του ενζύμου G6PD, μέσω της δράσης του οποίου παρέχεται στο κύτταρο NADPH, έχει 

μελετηθεί εκτενώς τόσο όσον αφορά στην αποθηκευτική ικανότητα, όσο και στη μετα-μεταγγισιακή επάρκεια των 

ερυθροκυττάρων. Συγκριτικά αποτελέσματα σε αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα G6PD-ανεπαρκών και υγιών 

δοτών έδειξαν πως τα πρώτα διατηρούν σε ικανοποιητικό βαθμό παραμέτρους μορφολογίας, πρωτεόστασης, 

ασβεστίου και ενέργειας (Tzounakas et al. 2016a, Tzounakas et al. 2022b), όμως −όπως ήταν αναμενόμενο− 

παρουσιάζουν προβλήματα σε παραμέτρους οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου (Francis et al. 2020). Επιπλέον, στις 

μονάδες μετάγγισης αιμοδοτών με ανεπάρκεια G6PD συσσωρεύονται περισσότερα εξωκυττάρια κυστίδια 

ερυθροκυτταρικής προέλευσης (Noulsri et al. 2021). Η επαφή των ερυθροκυττάρων από αιμοδότες με ανεπάρκεια 

G6PD με πλάσμα υποψήφιου δέκτη σε θερμοκρασία σώματος φάνηκε να δρα επαγωγικά όσον αφορά στην 

αιμόλυση και τους δείκτες οξείδωσης (Tzounakas et al. 2016a). Αυτή η μειονεκτική μετα-μεταγγισιακή εικόνα που 

αναδείχθηκε μέσω in vitro μοντέλου προσομοίωσης της μετάγγισης, επαληθεύθηκε αργότερα από κλινικές 

μελέτες που έδειξαν μειωμένη 24ωρη ανάκτηση  (Sagiv et al. 2018, Francis et al. 2020). 

 Άλλη μία κατηγορία που έχει μελετηθεί, αν και σε μικρό βαθμό, αφορά στους πολυμορφισμούς και τις 

μεταλλαγές στην αιμοσφαιρίνη. Πιο συγκεκριμένα, μία πρόσφατη αναδρομική μελέτη μεγάλης κλίμακας έδειξε 

πως πολυμορφισμοί στο γονίδιο HbA2 συσχετίζονται με μειωμένη αύξηση της αιμοσφαιρίνης μετά τη μετάγγιση 

(Roubinian et al. 2022). Στο ίδιο πλαίσιο, τα ερυθροκύτταρα από ετερόζυγους για δρεπανοκυτταρική αναιμία 

παρουσιάζουν επιταχυνόμενη αποθηκευτική γήρανση σε σύγκριση με του μέσου αιμοδότη, αυξημένη αυθόρμητη 

αιμόλυση, περισσότερες εχινοκυτταρικές μορφές αλλά και μειωμένη 24ωρη ανάκτηση σε ζωικά μοντέλα 

μετάγγισης (Osei-Hwedieh et al. 2016). 

Α.8.2 Περιβαλλοντικοί Παράγοντες 

 Η παχυσαρκία, με δείκτη μάζας σώματος (BMI) που υπερβαίνει τα 30kg/m2, αποτελεί σχετικά συχνή 

κατάσταση σε πολλές χώρες του σύγχρονου κόσμου. Μελέτες μεγάλης κλίμακας έχουν δείξει πως τα 

ερυθροκύτταρα παχύσαρκων αιμοδοτών είναι επιρρεπή στην αποθηκευτική (Hazegh et al. 2021, Sparrow et al. 

2021) και οσμωτική αιμόλυση. Μάλιστα, αυτή η επιρρέπεια στη λύση βρέθηκε να συσχετίζεται με μειωμένη 
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ανάκτηση σε ζωικά μοντέλα μετάγγισης, ενώ οι ερυθροκυτταρικές μεμβράνες των συγκεκριμένων 

ερυθροκυττάρων παρουσίαζαν μεταβολές στη λιπιδική τους σύσταση (Hazegh et al. 2021). 

 Άλλες πτυχές του τρόπου ζωής των αιμοδοτών που έχουν μελετηθεί στα πλαίσια της αποθηκευτικής 

βλάβης των ερυθροκυττάρων, αφορούν στην κατανάλωση/χρήση δυνητικά βλαπτικών ουσιών. Τα επίπεδα του 

αιθυλογλυκουρονιδίου, μεταβολικού δείκτη της κατανάλωσης αλκοόλ, έχουν βρεθεί να συσχετίζονται με δείκτες 

οξειδωτικού στρες, καθώς και με μειωμένους γλυκολυτικούς ρυθμούς στα αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα 

(D'Alessandro et al. 2020b). Από την άλλη, η κατανάλωση καφεΐνης και ενεργειακών ποτών φαίνεται να έχει 

θετικό αντίκτυπο στα αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα, ενισχύοντας το μεταβολικό αντιοξειδωτικό τους δυναμικό 

(Bertolone et al. 2020, D'Alessandro et al. 2020a). Η χρήση ενός συνόλου φαρμακευτικών παραγόντων 

(εγκεκριμένων από τον FDA) πρόσφατα δείχθηκε πως δεν είναι ουδέτερη ως προς την αποθήκευση και την μετα-

μεταγγισιακή δραστηριότητα των ερυθροκυττάρων, με κάποιες ουσίες να τις ευνοούν και κάποιες να τις 

δυσχεραίνουν (Nemkov et al. 2021). Τέλος, το κάπνισμα οδηγεί σε συσσώρευση καρβοξυαιμοσφαιρίνης στις 

μονάδες μετάγγισης (DeSimone et al. 2019), κάτι που μπορεί να μειωθεί αν οι αιμοδότες απέχουν από τη 

συγκεκριμένη συνήθεια 12 ώρες πριν αιμοδοτήσουν (R.E. Boehm et al. 2018). Επιπλέον, στα αποθηκευμένα 

ερυθροκύτταρα καπνιστών έχει παρατηρηθεί διαταραχή του οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου (R.E. Boehm et al. 

2020, Stefanoni et al. 2020) και συσσώρευση τοξικών στοιχείων (π.χ., κάδμιο, μόλυβδος) που θα μπορούσαν να 

υπερφορτώσουν τον οργανισμό παιδιατρικών ασθενών-δεκτών των συγκεκριμένων μονάδων (R. Boehm et al. 

2019). 

Α.9 Η Φυσιολογία του Αίματος των Ετερόζυγων για β-Μεσογειακή Αναιμία 

 Η β-μεσογειακή αναιμία (βΜΑ) αφορά σε ένα σύνολο κληρονομικών διαταραχών του αίματος, στις οποίες 

επηρεάζεται ποσοτικά η φυσιολογική αιμοσφαιρίνη λόγω μείωσης της σύνθεσης αλυσίδων β-σφαιρίνης. Οι 

μεταλλαγές της βΜΑ αφορούν συνήθως στο γενετικό τόπο των αλυσίδων β-σφαιρίνης, επηρεάζοντάς τις 

μεταγραφικά και μετα-μεταγραφικά. Ανάλογα με τη μεταλλαγή, μπορεί να υπάρξει μικρή μείωση των αλυσίδων 

β-σφαιρίνης (μεταλλαγές β++), σημαντική μείωση (μεταλλαγές β+) ή και πλήρης απουσία έκφρασής τους 

(μεταλλαγές β0) (Thein 2013). Οι φορείς βΜΑ, υπό την προϋπόθεση πως φέρουν επίπεδα ενδοκυττάριας 

αιμοσφαιρίνης που υπερβαίνουν το όριο της αιμοδοσίας (12,5 g/dL για τις γυναίκες και 13,5 g/dL για τους 

άνδρες) δεν αποκλείονται από αυτήν. Όμως, ορισμένα χαρακτηριστικά των ερυθροκυττάρων και του πλάσματός 

τους που οφείλονται σε αυτή την ετεροζυγωτία δημιουργούν το υπόβαθρο για τη διατύπωση κάποιων ευνοϊκών 

και κάποιων δυσοίωνων υποθέσεων όσον αφορά στην αποθηκευτική ικανότητα και τη μετα-μεταγγισιακή 

επάρκεια των ερυθροκυττάρων τους (Tzounakas et al. 2016b). 

 Πρώτα απ’ όλα, η μειωμένη λειτουργική αιμοσφαιρίνη που χαρακτηρίζει τα συγκεκριμένα άτομα, δεν 

είναι γνωστό κατά πόσο θα ήταν ιδανική για την αύξηση της αιμοσφαιρίνης σε έναν μεταγγισιοεξαρτώμενο δέκτη. 

Επιπλέον, οι ελεύθερες αλυσίδες α-σφαιρίνης μπορούν να δράσουν προ-οξειδωτικά δεσμευόμενες στη μεμβράνη 

και τον κυτταροσκελετό, προκαλώντας έντονες οξειδωτικές βλάβες (Ficarra et al. 2009), ικανές να επηρεάσουν τη 
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μηχανική ακεραιότητα του κυττάρου (Schrier and Mohandas 1992). Λόγω των τοξικών αλυσίδων α-σφαιρίνης 

τελικά μπορεί να προκληθεί ένας καταρράκτης αλλοιώσεων που συμπεριλαμβάνουν την απώλεια μεμβράνης (van 

Zwieten et al. 2014), την αφυδάτωση του κυττάρου, τη μειωμένη ικανότητα ελαστικής παραμόρφωσης (Fortier et 

al. 1988, Vaya et al. 2003), την εκτενή φωσφορυλίωση της Ζώνης 3 (Pantaleo et al. 2010) και την αυξημένη 

ενεργότητα της κασπάσης-3 (Mandal et al. 2003, Ficarra et al. 2009). Τα ερυθροκύτταρα των ατόμων με στίγμα 

βΜΑ χαρακτηρίζονται επιπλέον από τροποποιημένη ιοντοανταλλαγή, με αυξημένη λειτουργία των αντλιών και 

μεταφορέων της μεμβράνης (O. Olivieri et al. 1994), η οποία μπορεί να οδηγήσει στην εξάντληση των 

αποθεμάτων ενέργειας και τη γήρανση του κυττάρου. Όλα αυτά προμηνύουν μία ελλιπή αντιμετώπιση του 

αποθηκευτικού στρες λόγω αυξημένου οξειδωτικού φορτίου και πιθανής επιρρέπειας σε λύση. 

 Στον αντίποδα, τα ερυθροκύτταρα ατόμων με βΜΑ παρουσιάζουν μειωμένη συσσωμάτωση (Falco et al. 

2003), η οποία αποτελεί φαινότυπο που επιβαρύνεται κατά την αποθήκευση (Hovav et al. 1999). Παράλληλα, η 

τροποποιημένη ιοντοανταλλαγή τους (O. Olivieri et al. 1994) ευνοεί τη συγκέντρωση υψηλότερων επιπέδων Κ+ 

ενδοκυττάρια και την απώλεια οσμωτικά ενεργών ουσιών (Gunn et al. 1972). Τελικά τα ερυθροκύτταρα αυτά 

αποκτούν υψηλότερο λόγο επιφάνειας προς όγκο (Schrier et al. 1989) και καθίστανται ανθεκτικά σε οσμωτικό 

στρες (Gunn et al. 1972, Almizraq et al. 2013). Μάλιστα, ο δείκτης οσμωτικής ευθραυστότητας έχει 

χρησιμοποιηθεί ως διαγνωστικό εργαλείο της ετεροζυγωτίας για βΜΑ (Mamtani et al. 2006). Τα συγκεκριμένα 

χαρακτηριστικά συνηγορούν υπέρ μίας πλεονεκτικής αντιμετώπισης πτυχών της αποθηκευτικής βλάβης. Αξίζει να 

αναφερθεί πως το φαινομενικά αρνητικό αυξημένο οξειδωτικό στρες, θα μπορούσε να δρα ευνοϊκά στα 

συγκεκριμένα ερυθροκύτταρα, καθώς δύναται να έχουν αναπτύξει αντίμετρα «εκπαιδευόμενα» στα σταθερά 

ήπια επίπεδα οξειδωτικού φορτίου. Όντως, τα ερυθροκύτταρα από άτομα με στίγμα βΜΑ φαίνεται να διαθέτουν 

πλεονεκτική γενετική ρύθμιση ορισμένων αντιοξειδωτικών ενζύμων, όπως είναι η Prdx2 και η SOD (Teran et al. 

2020). 

Β. Σκοπός 

Η παρούσα διατριβή έχει ως σκοπό τον πολυεπίπεδο έλεγχο της επίδρασης της ετεροζυγωτίας για β-

μεσογειακή αναιμία στους τρεις κρίκους της αλυσίδας της μετάγγισης: (α) προ-αποθηκευτικά (in vivo) στη 

φυσιολογία και τη βιοχημεία των ερυθροκυττάρων και του πλάσματος, αλλά και τον ερυθροκυτταρικό 

μεταβολισμό, β) στην αποθηκευτική ικανότητα (παράμετροι αιμόλυσης, ενέργειας, οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου, 

πρωτεϊνικής σύστασης) των ερυθροκυττάρων σε μονάδες μετάγγισης (ex vivo), και γ) στην επάρκεια της 

μεταγγισιοθεραπείας στο επίπεδο του δέκτη, με χρήση in vitro και ζωικών (in vivo) μοντέλων μετάγγισης. 

Επιπλέον, η παρούσα διατριβή αποσκοπεί στην εύρεση συσχετίσεων μεταξύ παραμέτρων των τριών κρίκων της 

μεταγγισιακής αλυσίδας με σκοπό την ανάδειξη πιθανών αιτιών (και δυνητικών βιοδεικτών) που βρίσκονται πίσω 

από πλεονεκτικούς ή μειονεκτικούς αποθηκευτικούς και μετα-μεταγγισιακούς φαινοτύπους. 
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Γ. Υλικά και Μέθοδοι 

Γ.1 Υλικά 

Γ.1.1 Βιολογικό Υλικό 

 Χρησιμοποιήθηκε και ελέγχθηκε φλεβικό αίμα από 204 υγιείς αιμοδότες και των δύο φύλων. Από αυτούς 

επιλέχθηκαν 18 ετερόζυγοι για β-μεσογειακή αναιμία (βΜΑ) και 20 αιμοδότες-μάρτυρες από τους οποίους 

παρήχθησαν λευκαφαιρεμένες μονάδες πακεταρισμένων ερυθροκυττάρων με αντιπηκτικό διάλυμα CPD (κιτρικά-

φωσφορικά-δεξτρόζη) και πρόσθετο διάλυμα συντήρησης SAGM (διάλυμα άλατος-αδενίνη-γλυκόζη-μαννιτόλη). 

Οι μονάδες μετάγγισης αποθηκεύτηκαν στους 4°C για μία περίοδο 42 ημερών και δείγμα από αυτές εξεταζόταν 

σε εβδομαδιαία βάση για ποικίλες παραμέτρους. Επιπλέον 16 λευκαφαιρεμένες  μονάδες (8 ανά κατηγορία) σε 

συντηρητικό διάλυμα CPD-SAGM παρήχθησαν με σκοπό την πραγματοποίηση των πειραμάτων μετάγγισης σε 

ζωϊκά μοντέλα. 

Γ.1.2 Ζωικά Μοντέλα 

 Πενήντα δύο ανοσοανεπαρκείς NOD.CB17-Prkdcscid/J και ανοσοεπαρκείς C57BL/6J άρρενες μύες, 8-12 

εβδομάδων (26 ανά γενετικό υπόβαθρο) χρησιμοποιήθηκαν ως ξενοβιωτικό μοντέλο μετάγγισης. Οι μύες 

εκτράφηκαν και συντηρήθηκαν σε ειδικό άνευ παθογόνων χώρο, με ρυθμιζόμενη θερμοκρασία και υγρασία 

(21±2°C και 55±10%, αντίστοιχα), και με 12ωρο κύκλο εναλλαγής φωτός/σκοταδιού. Διέμεναν (4-5 ανά κλωβό) σε 

αεριζόμενους κλωβούς (Seal Safe 1284 L, H-Temp™, Techniplast, Varese, Italy) με 70 αλλαγές αέρα την ώρα. Τους 

παρεχόταν πρόσβαση σε φιλτραρισμένο νερό βρύσης και τροφή (18,5% πρωτεΐνη, 5,5% λίπος, 4,5% φυτικές ίνες 

και 6% τέφρα). Οι κλωβοί καθαρίζονταν και τοποθετούνταν σε αυτόκαυστο μία φορά την εβδομάδα. Όλα τα ζώα 

αξιολογούνταν κλινικά από έμπειρο κτηνιατρικό προσωπικό καθημερινά. Η κατανάλωση τροφής και νερού, το 

βάρος, η κινητικότητα και η κοινωνικότητα καταγράφονταν και αξιολογούταν σε εβδομαδιαία βάση έως το πέρας 

του πειραματισμού. Όλα τα πειράματα με ζωικά μοντέλα έλαβαν χώρα στο Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών της 

Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑΑ). Τηρήθηκαν όλες οι ισχύουσες Εθνικές οδηγίες για τη φροντίδα και τον χειρισμό των 

ζώων και το πρωτόκολλο μελέτης εγκρίθηκε από το Τμήμα Γεωπονίας και Κτηνιατρικής της Νομαρχίας Αθηνών.  

Γ.1.3 Χημικά Αντιδραστήρια 

• Χλωριούχο Νάτριο (NaCl) 

• Na2HPO4*2H20 

• NaH2PO4*H20  

• Φαινυλυδραζίνη 

• CM- H2DCFDA, INVITROGEN 

• tert-Butyl hydroperoxide (tBHP), SIGMA 

• Διαμίδιο, SIGMA 

• Φαινυλυδραζίνη, SIGMA 
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• Τριχλωροξικό οξύ (TCA) 

• Θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBA) 

• Οξικό Οξύ 

• Οξικό Νάτριο 

• 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ), SIGMA 

• FeCl3* 6H2O 

• Ουρικάση, SIGMA 

• Γλυκόζη 

• Tris 

• Υδροχλώριο (HCl) 

• LLVY-AMC (Enzo Life Sciences) 

• LRR-AMC (Enzo Life Sciences) 

• LLE-AMC (Enzo Life Sciences) 

• Fluo-4 AM, (Invitrogen) 

• Χλωριούχο κάλιο (KCl) 

• Χλωριούχο ασβέστιο (CaCl2) 

• Υδροξείδιο νατρίου (ΝaOH) 

• Hepes 

• Πυροσταφυλικό νάτριο 

• Γλουταρική αλδεΰδη 

• Σουκρόζη 

• Κακοδυλικό νάτριο 

• Τετροξείδιο του οσμίου, OsO4  

• Απόλυτη αιθανόλη 

• Ορθοβαναδικό νάτριο (sodium orthovanadate), Calbiochem  

• Διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO) 

• Phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF), SERVA 

• Γλυκερόλη 

• β-μερκαπτοαιθανόλη 

• Ethyleno-diamino-tetraacetic acid disodium salt (EDTA) 

• Δωδεκακυλοθειικό νάτριο (SDS) 

• Ακρυλαμίδη 

• Υπερθειικό αμμώνιο (APS) 

• Γλυκίνη 

• Ισοπροπανόλη 
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• Μεθανόλη 

• Γάλα σε σκόνη (άπαχο) 

• N, N, N’, N’ – Tetramethylethylendiamin (TEMED), SERVA  

• Phosphate Buffer Saline tablets (PBS)  

• Tween-20 

• BSA 

• Φορμικό οξύ 

• Ακετονιτρίλιο  

Γ.1.4 Κιτ Εμπορίου 

• Plasma protein carbonylation kit (ELISA), BioCell Corp 

• Nitric oxide detection kit (ELISA), Cusabio 

• Human clusterin detection kit (ELISA), BioVendor 

• Zymuphen microparticles activity kit (ELISA), HYPHEN BioMed 

• Oxyblot detection kit, Millipore 

• ECL Western Blotting Detection Reagents, GE HEALTHCARE 

• ECL Plus PERKIN ELMER 

Γ.1.5 Χρωστικές 

• Bradford dye reagent concentrate, (BIO-RAD) 

• Μπλε της βρωμοφαινόλης, (SIGMA) 

• Coomassie Brilliant Blue G-250, (SERVA) 

• D-383 (1,1'-Didodecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate, INVITROGEN) 

• D-307 (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindodicarbocyanine Perchlorate, INVITROGEN) 

Γ.1.6 Αντισώματα 

• anti-glycophorin A-PE (CD235) (rabbit), BD Pharmingen 

• Annexin-V-FITC, BD Pharmingen 

• anti-4.1R (rabbit)  

• anti-stomatin (mouse) 

• anti-Hsp70 (rabbit), Santa-Cruz Biotechnology 

• anti-band 3 (mouse), Santa-Cruz Biotechnology 

• anti-phosphorylated tyrosine (mouse), Millipore 

• anti-DJ1 (rabbit), Cell Signaling Technology 

• anti-caspase 3 (rabbit), Cell Signaling Technology 

• anti-b5 proteasome subunit (rabbit), Enzo 
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• HRP-conjugated anti-mouse IgG, DakoCytomation 

• HRP-conjugated anti-rabbit IgG, R&D Systems 

Γ.1.7. Φωτογραφικά Υλικά 

• Ακτινογραφικό φιλμ (X-ray film), (KODAC) 

• Εμφανιστές ακτινογραφικού φιλμ (FUJIFILM) 

• Στερεωτής (fixer) ακτινογραφικού φιλμ (KODAC) 

Γ.1.8 Αναλώσιμα 

• Σύριγγες 

• Βελόνες αιμοληψίας (19G) 

• Eppendorfs διαφόρων όγκων 

• Ακροφύσια για πιπέτες τύπου Gilson 

• Κυβέτες φασματοφωτομέτρου (SIGMA) 

• Μεταλλικά σφαιρίδια 

• Κυβέτες φθορισμομέτρου 

• Αντικειμενοφόροι (stubs) για ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης 

• Καλυπτρίδες 

• Διηθητικό χαρτί Whatman 3MM, (SCHLEICHER & SCHUELL) 

• Νιτροκυτταρίνη 0.45 μm (BIO-RAD) 

• Kinetex XB-C18 στήλη υγρής χρωματογραφίας (150 mm × 2.1 mm × 1.7 μm—Phenomenex, Torrance, CA, 

USA) 

• S-Trap filter (Protifi, Huntington, NY) 

• Evotips 

Γ.1.9 Όργανα – Συσκευές 

• Επιτραπέζια φυγόκεντρος Eppendorf, 5410 

• Vortex 

• Αιματολογικός αναλυτής, Sysmex Κ-4500 (ROCHE) 

• Βιοχημικός αναλυτής ηλεκτρολυτών, Elecsys Systems Analyzer (ROCHE) 

• Βιοχημικός αναλυτής, (HITACHI 902) 

• Πιπέτες τύπου Gilson 

• Φωτόμετρο (Jenway) 

• Φωτόμετρο (ZEISS) 

• Ψυχόμενη επιτραπέζια φυγόκεντρος Heraus, κεφαλή #3344 

• Κλίβανος 
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• Ηλεκτρονικός ζυγός (KERN PRS 320-3) 

• Ηλεκτρονικό πεχάμετρο 

• Φθορισμόμετρο (BIO-RAD) 

• Αναδευτήρας (Kisker Biotech) 

• Επωαστήρας (heatblock) 

• Φωτόμετρο ELISA (ASYS Jupiter) 

• Κυτταρόμετρο (FACSCanto II, BD) 

• Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Σάρωσης (SEM 515, PHILIPS) 

• Συσκευή κάλυψης για Ηλεκτρονική Μικροσκοπία (Tousimis Samsputter-2a)  

• Συσκευή ηλεκτροφόρησης (BIO-RAD) 

• Τransblot – SDI Semidry Transfer Gel, (BIO-RAD) 

• FACSAriaIIu/Diva software (BD Pharmingen) 

• UHPLC-MS (Ultimate 3000 RSLC-Q Exactive, Thermo Fisher) 

• Q Exactive system (Thermo, Bremen, Germany) 

• Evosep One 

• Φασματόμετρο Μάζας timsTOF Pro 

Γ.2 Μέθοδοι 

Γ.2.1 Απομόνωση – Ποσοτικός Προσδιορισμός Ερυθροκυτταρικών Μεμβρανών/Εξωκυττάριων Κυστιδίων 

Γ.2.1.1 Απομόνωση Ερυθροκυτταρικών Μεμβρανών 

 Η απομόνωση των ερυθροκυτταρικών μεμβρανών πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο της υποτονικής 

αιμόλυσης (Dodge et al. 1963). Πιο συγκεκριμένα, συμπυκνωμένα ερυθροκύτταρα (μετά από φυγοκέντρηση 

ολικού αίματος 1000xg) εκτέθηκαν (1:20) σε υπότονο διάλυμα φωσφορικών ιόντων (5mM, pH 8.0) παρουσία 

αναστολέα πρωτεασών (PMSF) για την αναστολή της πρωτεόλυσης. Η ίδια διαδικασία, αλλά με αναλογία 1:10 

πραγματοποιήθηκε για την απομόνωση κυτοσολίου. Το αιμόλυμα επωάστηκε στον πάγο (περεταίρω περιορισμός 

δράσης πρωτεολυτικών ενζύμων) για 45 λεπτά και ακολούθησε φυγοκέντρηση στους 4οC, στα 19.000xg για 20 

λεπτά. Το υπερκείμενο αναρροφήθηκε (ή στην περίπτωση της απομόνωσης κυτοσολίου αποθηκεύτηκε για 

μελλοντική χρήση) και ακολούθησαν πλύσεις του ιζήματος των μεμβρανών μέχρι να απομακρυνθεί η 

αιμοσφαιρίνη. Πριν τη διαδικασία της υποτονικής λύσης, επιλεγμένα δείγματα ερυθροκυττάρων (Ν=3 ανά ομάδα 

αιμοδοτών) επωάστηκαν για 1 ώρα με τον αναστολέα φωσφατασών τυροσίνης ορθοβαναδικό νάτριο (Huyer et al. 

1997), με σκοπό τον έλεγχο των επιπέδων φωσφορυλίωσης στα κατάλοιπα τυροσίνης της ζώνης 3. 

Γ.2.1.2 Απομόνωση Εξωκυττάριων Κυστιδίων 

 Η απομόνωση κυστιδίων (Ν=5 ανά ομάδα αιμοδοτών) από το υπερκείμενο των μονάδων μετάγγισης 

συντελέστηκε στο τέλος (ημέρα 42) της αποθηκευτικής περιόδου. Αρχικά, πραγματοποιήθηκε απομόνωση 
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υπερκειμένου μετά από φυγοκέντρηση (2000xg) συμπυκνωμένων ερυθροκυττάρων. Το υπερκείμενο ακολούθως 

διήλθε μέσα από αποστειρωμένα φίλτρα νιτροκυτταρίνης (μέγεθος πόρων 0,8μm) και υπερφυγοκεντρήθηκε 

(37000xg) για 1 ώρα. Το ίζημα των κυστιδίων επαναδιαλυτοποιήθηκε σε PBS και ακολούθησαν δύο 

φυγοκεντρήσεις στις ίδιες συνθήκες. 

Γ.2.1.3 Υπολογισμός Ολικής Πρωτεϊνικής Συγκέντρωσης Δείγματος 

 Μετά την απομόνωση των μεμβρανών και των κυστιδίων, αλλά και σε πλήθος πειραματικών διαδικασιών 

που θα αναλυθούν στη συνέχεια, πραγματοποιείται μέτρηση της ολικής πρωτεΐνικής συγκέντρωσης των 

δειγμάτων. Η μέτρηση αυτή γίνεται με τη μέθοδο Bradford (Bradford 1976). Συγκεκριμένα, δείγματα αραιωμένα 

στο διάλυμα της αντίδρασης/απομόνωσης παρουσία της χρωστικής Coomasie Brilliant Blue φωτομετρούνται στα 

595nm. Η χρωστική αυτή υπάρχει σε τρεις μορφές: ανιόν (μπλε), ουδέτερη (πράσινη) και κατιόν (κόκκινη). Η 

Coomasie Brilliant Blue δημιουργεί έναν ισχυρό μη ομοιοπολικό δεσμό με την πρωτεΐνη μέσω Van der Waals και 

ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων. Η δέσμευση αυτή μετατοπίζει το μέγιστο απορρόφησής της από τα 465nm 

στα 595nm. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε κάθε δείγμα υπολογίζεται με τη βοήθεια πρότυπης καμπύλης 

αναφοράς που έχει κατασκευαστεί με πρωτεΐνη γνωστής συγκέντρωσης. 

Γ.2.2 Ηλεκτροφόρηση και Ανοσοεντόπιση τύπου Western 

Γ.2.2.1 Προετοιμασία Δειγμάτων για SDS Ηλεκτροφόρηση 

 Οι απομονωμένες μεμβράνες και τα κυστίδια προτού ηλεκτροφορηθούν (Ν=7 για τις μεμβράνες, Ν=5 για 

τα κυστίδια ανά κατηγορία αιμοδοτών) επεξεργάζονται με διάλυμα 20% SDS-10mM EDTA που περιέχει 

γλυκερόλη, β-μερκαπτοαιθανόλη και μπλε της βρωμοφαινόλης σε αναλογία 10:10:5:1, αντίστοιχα. Το SDS είναι 

ένα ανιοντικό απορρυπαντικό που αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες και τους προσδίδει αρνητικό φορτίο έτσι ώστε να 

ηλεκτροφορηθούν μόνο βάσει της μάζας τους. Η μερκαπτοαιθανόλη ανάγει τους δισουλφιδικούς δεσμούς και η 

αποδιάταξη των πρωτεϊνών ολοκληρώνεται μέσω της θέρμανσης. Η γλυκερόλη είναι απαραίτητη για την αύξηση 

του ιξώδους του δείγματος έτσι ώστε να γίνει σωστή τοποθέτηση στο πήκτωμα, ενώ το μπλε της βρωμοφαινόλης 

δίνει χρώμα στο διαλύτη έτσι ώστε να είναι δυνατή η παρακολούθηση της πορείας των δειγμάτων κατά την 

ηλεκτροφόρηση. 

Για την αξιολόγηση της καρβονυλίωσης των πρωτεϊνών της μεμβράνης τα δείγματα (Ν=8 ανά ομάδα 

αιμοδοτών) πριν την ηλεκτροφόρησή τους, και αφού διαλυτοποιήθηκαν σε 12% SDS, επωάστηκαν με το 

αντιδραστήριο δινιτροφαινυλυδραζίνη (DNPH). Το μόριο αυτό αντιδρά με τις καρβονυλικές ομάδες 

δημιουργώντας το σταθερό παράγωγο DNP (δινιτροφαινύλιο) και έτσι μπορούν να εντοπιστούν επιλεκτικά οι 

καρβονυλιωμένες πρωτεΐνες. Μετά από δεκαπεντάλεπτη επώαση, η αντίδραση τερματίστηκε με διάλυμα 

ουδετεροποίησης και προστέθηκε στο μείγμα β-μερκαπτοαιθανόλη. 
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Γ.2.2.2 Επίπεδη SDS-PAGE Ηλεκτροφόρηση Πρωτεϊνών κατά Laemmli 

 Για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε επίπεδη SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

κλίσης πολυακρυλαμίδης κατά Laemmli (Laemmli 1970). Για τη διαδικασία παρασκευάζονται δύο πηκτώματα: 

πακεταρίσματος και διαχωρισμού. Και στα δύο πηκτώματα υπάρχει ακρυλαμίδη, SDS και ρυθμιστικό διάλυμα 

Tris-HCl, ενώ προστίθενται και οι παράγοντες APS και TEMED για τον πολυμερισμό της ακρυλαμίδης. Το πήκτωμα 

πακεταρίσματος είναι ιδιαίτερα αραιό σε σχέση με του διαχωρισμού και διαφέρει επιπλέον το pH των 

ρυθμιστικών διαλυμάτων (6,8 στο πήκτωμα πακεταρίσματος και 8,8 στο πήκτωμα διαχωρισμού). Το πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης του διαχωρισμού μπορεί να παρασκευαστεί με ένα μεγάλο εύρος μεγέθους πόρων 

μεταβάλλοντας την αναλογία ακρυλαμίδης-δισακρυλαμίδης, αναλόγως με τις πρωτεΐνες που θέλουμε να 

μελετήσουμε. Για την ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιείται διάλυμα  ηλεκτροδίων (Running Buffer) το οποίο περιέχει 

Tris, γλυκίνη και SDS (pH 8,3), ενώ παρέχεται σταθερό ρεύμα 20mA για κάθε πήκτωμα πακεταρίσματος και 35mA 

για κάθε πήκτωμα διαχωρισμού. Με την εφαρμογή ρεύματος, οι αρνητικά φορτισμένες πρωτεΐνες μετακινούνται 

προς τον θετικό πόλο, με τις μικρότερες να κινούνται ευκολότερα από τις μεγαλύτερες. Το πήκτωμα 

πακεταρίσματος στοιβάζεται στη συσκευή πάνω από εκείνο του διαχωρισμού για να επιτρέψει την εκκίνηση των 

πρωτεϊνών από το ίδιο σημείο. Τα ιόντα χλωρίου και η αρνητικά φορτισμένη γλυκίνη κινούνται μαζί με τις 

πρωτεΐνες προς τον θετικό πόλο μέχρι να εισέλθουν στο πήκτωμα πακεταρίσματος. Εκεί, σε pH 6,8 η γλυκίνη είναι 

κυρίως ουδέτερη και κινείται πολύ πιο αργά, σε αντίθεση με τα ιόντα χλωρίου που κινούνται γρηγορότερα, 

πακετάροντας ανάμεσά τους τις πρωτεΐνες. Μόλις φτάσουν στο pH 8,8 του πηκτώματος διαχωρισμού, τα μόρια 

γλυκίνης είναι κυρίως αρνητικά και μπορούν να κινηθούν γρήγορα προς τον θετικό πόλο, «προσπερνώντας» τις 

πρωτεΐνες και επιτρέποντας τον διαχωρισμό τους βάσει του μεγέθους τους. 

Γ.2.2.3 Τεχνική Ανοσοαποτυπώματος (Western Blotting) 

 Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε νιτροκυτταρίνες με τη χρήση ειδικής 

συσκευής μεταφοράς. Πιο συγκεκριμένα, τοποθετήθηκαν φύλλα χαρτιών Whatmann εμποτισμένων σε 

ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (Tris, γλυκίνη, SDS, μεθανόλη) εκατέρωθεν της νιτροκυτταρίνης και του 

πηκτώματος. Η συσκευή ενώνεται με τροφοδοτικό και παρέχεται ρεύμα με σταθερή τάση (20V) για να 

μεταφερθούν οι πρωτεΐνες στη νιτροκυτταρίνη. 

 Στη νιτροκυτταρίνη μπορούν εύκολα να ανιχνευθούν οι πρωτεΐνες με χρήση ειδικών αντισωμάτων. Το 

πρώτο βήμα της διαδικασίας είναι η κάλυψη των μη-ειδικών θέσεων με επώαση σε διάλυμα άπαχου γάλατος ή 

BSA για 1 ώρα. Ακολουθεί επώαση με πρωτογενές αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης στόχου (αραιωμένο στο 

διάλυμα κάλυψης) και πλύσεις με PBS-Tween για την απομάκρυνση της περίσσειας αντισώματος. Τέλος, η 

μεμβράνη επωάζεται με δευτερογενές αντίσωμα σημασμένο με υπεροξειδάση, έναντι των σταθερών περιοχών 

του πρωτογενούς αντισώματος. Η νιτροκυτταρίνη ξεπλένεται πάλι με PBS-Tween και επωάζεται με το υπόστρωμα 

της υπεροξειδάσης (λουμινόλη) παρουσία ενισχυτών. Η λουμινόλη διεγείρεται και παράγονται φωτόνια που 

προσπίπτουν σε φωτοευαίσθητα φιλμ αυτοραδιογραφίας. Η διαδικασία αυτή λαμβάνει χώρα σε σκοτεινό 
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θάλαμο. Τα φιλμ μετά την επαφή τους με την επωασμένη σε λουμινόλη μεμβράνη τοποθετούνται σε διάλυμα 

εμφάνισης (D19) και διάλυμα «στερέωσης» (Fixer). 

 Η νιτροκυτταρίνη μπορεί να επαναχρησιμοποιηθεί για νέο κύκλο ανοσοεντόπισης. Αυτό είναι εφικτό μετά 

την απομάκρυνση των προηγούμενων αντισωμάτων από αυτή μέσω επώασής της στους 50-60oC σε ρυθμιστικό 

διάλυμα αποκόλλησης (Tris-HCl pH 7,6, 2% SDS) παρουσία β-μερκαπτοαιθανόλης. Στην παρούσα μελέτη, 

χρησιμοποιήθηκε η πρωτεΐνη 4.1R ως μάρτυρας ισοφόρτωσης για τα δείγματα μεμβρανών και η στοματίνη για τα 

δείγματα κυστιδίων. 

Γ.2.2.4 Χρώση Ολικών Πρωτεϊνών σε Πήκτωμα 

 Μετά τη μεταφορά των πρωτεϊνών στη νιτροκυτταρίνη, το πήκτωμα υπόκειται σε χρώση για να γίνουν 

ορατές οι διαχωρισμένες πρωτεΐνες με τη μορφή ζωνών. Αρχικά τα πηκτώματα επωάζονται σε διάλυμα 25% 

ισοπροπανόλη – 10% οξικό οξύ σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί επώαση με τη χρωστική Coomassie Brilliant 

Blue-R250 σε διάλυμα 10% οξικού οξέος στους 60οC και επαναφορά του πηκτώματος στις προηγούμενες 

συνθήκες για 2 ώρες. Για δύο ακόμα ώρες το πήκτωμα επωάζεται σε διάλυμα 5% ισοπροπανόλη – 10% οξικό οξύ 

και καταλήγει σε διάλυμα μόνο με οξικό οξύ 10%. 

Γ.2.2.5 Ποσοτική Αξιολόγηση Πηκτωμάτων – Φιλμ 

 Μετά από σάρωση, τα πηκτώματα και τα φιλμ μπορούν να επεξεργαστούν πυκνομετρικά στον 

υπολογιστή με τη βοήθεια του προγράμματος Gel Analyser. Ορίζεται από τον χρήστη το υπόβαθρο, το οποίο και 

αφαιρείται αυτόματα από κάθε μέτρηση πρωτεϊνικής ζώνης. Οι τιμές που προκύπτουν (άθροισμα φωτεινότητας 

pixels) μπορούν να αναλυθούν στατιστικά. 

Γ.2.3 Παράμετροι Αιμόλυσης 

Γ.2.3.1 Αυθόρμητη Αιμόλυση 

Η ελεύθερη αιμοσφαιρίνη (Hb) στο πλάσμα ή το υπερκείμενο των μονάδων μετάγγισης υπολογίστηκε 

φωτομετρικά με τη μέθοδο Harboe (Harboe 1959), αφού είχε γίνει διαχωρισμός από τα ερυθροκύτταρα με 

φυγοκέντρηση στα 1000xg. Η μέθοδος βασίζεται στη μέτρηση της οξυ-αιμοσφαιρίνης που έχει μέγιστο 

απορρόφησης τα 415nm. Όμως, στο ίδιο μήκος κύματος απορροφούν κι άλλες ουσίες, όπως η χολερυθρίνη και η 

αλβουμίνη. Για το λόγο αυτό πραγματοποιείται μέτρηση και στα μήκη κύματος 380 και 450nm. Μέσω του 

ακόλουθου τύπου (διόρθωση κατά Allen (V. Han et al. 2010)) μετατρέπεται η τιμή της απορρόφησης σε 

συγκέντρωση αιμοσφαιρίνης: 

Hb (mg/100ml) = [(167,2xA415) – (83,6xA380) – (83,6xA450)] x 1/1000 x αραίωση (σε dH2O) x 100 

Όπου A415 ,A380 και A450 οι απορροφήσεις στα αντίστοιχα μήκη κύματος. 
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Γ.2.3.2 Οσμωτικά Επαγόμενη Λύση 

 Για τον έλεγχο της οσμωτικής ανθεκτικότητας των ερυθροκυττάρων πραγματοποιήθηκε έκθεση ολικού 

αίματος σε κλίση συγκέντρωσης NaCl. Το ισότονο περιβάλλον των ανθρώπινων ερυθροκυττάρων είναι το 0,9% 

NaCl (310 mOsm), συνεπώς σε συγκεντρώσεις μικρότερες αυτού μόρια νερού εισέρχονται μέσω της μεμβράνης. 

Όταν ο όγκος των ερυθροκυττάρων αυξηθεί τόσο που υπερβεί το όριο αντοχής τους (οριακός όγκος), προκαλείται 

διάσπαση της μεμβράνης κι απελευθέρωση αιμοσφαιρίνης στο υπερκείμενο. Επομένως, αφού παρασκευάστηκαν 

διαλύματα αυξανόμενης συγκέντρωσης NaCl (0% - 0,9%) ακολούθησε προσθήκη ολικού αίματος σε αναλογία 

1/100 και επώαση για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν και φωτομετρήθηκε 

το υπερκείμενο στα 540 nm. Τέλος, κατασκευάστηκε καμπύλη οσμωτικής ευθραυστότητας, από την οποία 

υπολογίστηκε ο δείκτης οσμωτικής ευθραυστότητας, δηλαδή η συγκέντρωση NaCl που προκαλεί 50% λύση των 

ερυθροκυττάρων, θεωρώντας ότι το διάλυμα με μηδενική συγκέντρωση NaCl οδηγεί σε 100% λύση.  

Γ.2.3.3 Μηχανικά Επαγόμενη Λύση  

 Κατά τη μέθοδο αυτή αξιολογείται η ικανότητα των ερυθροκυττάρων να αντιστέκονται στη μηχανική 

καταπόνηση. Με χρήση μεταλλικών σφαιριδίων, ανάμιξή τους με το δείγμα και ανάδευση, προσομοιάζονται τα 

φαινόμενα που καλείται να αντιμετωπίσει το ερυθροκύτταρο στην κυκλοφορία καθώς διέρχεται από τα 

τριχοειδή. Πιο συγκεκριμένα, μετά από φυγοκέντρηση στα 1000xg τα συμπυκνωμένα ερυθροκύτταρα 

αραιώνονται με ισότονο PBS σε αιματοκρίτη 20%. Ακολουθεί ανάδευσή τους παρουσία μεταλλικών σφαιριδίων 

για 1 ώρα στους 4οC, μαζί με μη-μηχανικά καταπονούμενα δείγματα-μάρτυρες. Με αυτό τον τρόπο λαμβάνεται 

υπόψη μόνο η αιμοσφαιρίνη που απελευθερώθηκε λόγω του μηχανικού στρες. Μετά τη 1 ώρα τα δείγματα 

φυγοκεντρούνται (2750xg), το υπερκείμενο ξαναφυγοκεντρείται (20800xg) και υπολογίζεται η ελεύθερη 

αιμοσφαιρίνη με τη μέθοδο Harboe. Με την ίδια μέθοδο υπολογίζεται και η ενδοκυττάρια αιμοσφαιρίνη στα 

δείγματα με 20% αιματοκρίτη και ο δείκτης μηχανικής ευθραυστότητας προκύπτει από την επίλυση του 

ακόλουθου τύπου: 

MFI(%) = [(Ελεύθερη Hb(με σφαιρίδια) – Ελεύθερη Hb(μάρτυρας))/(Hb(20%) – Ελεύθερη Hb(μάρτυρας)] x 100 

Γ.2.3.4 Οξειδωτικά Επαγόμενη Λύση 

 Η οξειδωτική αιμόλυση υπολογίστηκε μετά την επώαση των ερυθροκυττάρων με φαινυλυδραζίνη. Το 

συγκεκριμένο μόριο προκαλεί βλάβες στην αιμοσφαιρίνη, η οποία εν συνεχεία προσκολλάται στη μεμβράνη και 

τον κυτταροσκελετό καθιστώντας τις συγκεκριμένες δομές πιο άκαμπτες και λιγότερο σταθερές με συνέπεια την 

επιρρέπεια του κυττάρου σε λύση (Ramot et al. 2008). Κατά την πειραματική διαδικασία, μετά τη φυγοκέντρηση 

ολικού αίματος στα 1000xg, τα συμπυκνωμένα ερυθροκύτταρα αραιώθηκαν 1:10 με ισότονο PBS. Στα δείγματα 

προστέθηκε φαινυλυδραζίνη (17mM) και ακολούθησε επώαση στους 37οC για 1 ώρα. Μετά το πέρας της 

επώασης πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση (1000xg) και μέτρηση της ελεύθερης αιμοσφαιρίνης στο υπερκείμενο 

κατά Harboe. 
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Γ.2.4 Παράμετροι Οξειδοαναγωγικού Ισοζυγίου  

Γ.2.4.1 Ενδοκυττάρια Συγκέντρωση Δραστικών Ριζών Οξυγόνου (ROS) 

 Για τη μέτρηση των ενδοκυττάριων επιπέδων ROS χρησιμοποιήθηκε ο εστέρας CMH2DCFDA. Το 

συγκεκριμένο μόριο είναι λιπόφιλο κι έχει την ικανότητα να διαπερνά τη μεμβράνη και να εισέρχεται στο κύτταρο 

όπου και κόβεται από εστεράσες και δεν μπορεί πλέον να εξέλθει. Εντός του κυττάρου, ο εστέρας οξειδώνεται 

από τις ROS και δίνει φθορισμό, επομένως τα μετρούμενα επίπεδα φθορισμού είναι αναλογικά της συγκέντρωσης 

ROS. Αρχικά το ολικό αίμα φυγοκεντρήθηκε (1000xg) και τα συμπυκνωμένα ερυθροκύτταρα αραιώθηκαν 1:1 με 

ισότονο PBS. Ερυθροκυτταρικό δείγμα επωάστηκε σε PBS παρουσία του εστέρα (2μΜ) για 30 λεπτά στο σκοτάδι 

υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε φυγοκέντρηση (1000xg) για απομάκρυνση της περίσσειας 

εστέρα και επώαση για 12 λεπτά στις ίδιες συνθήκες με ισότονο PBS. Τέλος, τα κύτταρα λύθηκαν με προσθήκη 

απεσταγμένου νερού και μετρήθηκαν τα επίπεδα φθορισμού (μήκος κύματος διέγερσης: 490nm, μήκος κύματος 

εκπομπής: 520nm). Ακολούθησε υπολογισμός της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης (μέθοδος Bradford) των δειγμάτων 

με σκοπό την κανονικοποίηση των επιπέδων φθορισμού (RFU) προς αυτήν. Τα επίπεδα ROS ελέγχθηκαν και μετά 

από πρόσθετο οξειδωτικό ερέθισμα. Συγκεκριμένα, πριν την προσθήκη του εστέρα έγινε επώαση των 

ερυθροκυττάρων με tert-Butyl hydroperoxide (tBHP, 100μΜ), διαμίδιο (2mM) και φαινυλυδραζίνη (100μΜ) για 45 

λεπτά στους 37οC. 

Γ.2.4.2 Υπεροξείδωση Λιπιδίων Μεμβράνης 

 Η μελέτη της υπεροξείδωσης των λιπιδίων της μεμβράνης βασίστηκε στην ανίχνευση της 

μαλονδιαλδεΰδης (MDA), η οποία αποτελεί παράγωγο τελικού σταδίου οξείδωσης (υπεροξείδωσης) των λιπιδίων. 

Υπό όξινες συνθήκες και υψηλές θερμοκρασίες η MDA αντιδρά με δύο μόρια θειοβαρβιτουρικού οξέος (TBA) και 

σχηματίζεται έγχρωμο προϊόν, το οποίο απορροφά στα 532nm. Η πειραματική διαδικασία που ακολουθήθηκε 

ήταν η εξής: Αρχικά προστέθηκε τριχλωροξικό οξύ (TCA) σε πακεταρισμένα ερυθροκύτταρα (αιματοκρίτης 40%) 

με σκοπό την κατακρήμνιση των πρωτεϊνών. Μετά από φυγοκέντρηση (1400xg/15min) απομονώθηκε το 

υπερκείμενο στο οποίο προστέθηκε TBA (0,67% σε 10% οξικό οξύ) και ακολούθησε επώαση για 50 λεπτά στους 

90οC. Τα δείγματα επωάστηκαν σε πάγο για 5 λεπτά με σκοπό την παύση της αντίδρασης και μετρήθηκαν 

φωτομετρικά τα επίπεδα MDA. Η τιμή της απορρόφησης μετατράπηκε σε μΜ TBA/mL ερυθροκυττάρων μέσω 

πρότυπης καμπύλης. 

Γ.2.4.3 Εξωκυττάρια Αντιοξειδωτική Ικανότητα 

 Για τη μέτρηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας του πλάσματος/υπερκειμένου πραγματοποιήθηκε η 

μέθοδος FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power (Benzie and Strain 1996)). Το υπερκείμενο επωάστηκε υπό 

όξινες συνθήκες (ρυθμιστικό οξικού οξέος-οξικού νατρίου) με το σύμπλοκο τρισθενούς σιδήρου-

τριπυριδυλοτριαζίνης (Fe3+-TPTZ) για 4 λεπτά στους 37οC. Τα μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά μόρια του πλάσματος 

(π.χ. ουρικό, ασκορβικό οξύ) έχουν την ικανότητα να ανάγουν τον τρισθενή σίδηρο (Fe3+) σε δισθενή (Fe2+) και το 

νέο σύμπλοκο που προκύπτει είναι έγχρωμο. Επομένως, ακολούθησε φωτομετρική μέτρηση στα 593nm και η 
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απορρόφηση αντιστοιχήθηκε σε μΜ Fe2+ μέσω πρότυπης καμπύλης. Για να υπολογιστεί η συμμετοχή του ουρικού 

οξέος στην ολική αντιοξειδωτική ικανότητα, πριν την πραγματοποίηση της μεθόδου FRAP το δείγμα επωάστηκε 

με ουρικάση, η οποία υδρολύει το ουρικό οξύ (Duplancic et al. 2011). 

Γ.2.4.4 Καρβονυλίωση Πρωτεϊνών Πλάσματος 

 Η καρβονυλίωση των πρωτεϊνών του πλάσματος υπολογίστηκε φωτομετρικά μέσω ELISA 

(ανοσοπροσρόφηση δεσμευμένου ενζύμου) κιτ, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (BioCell Corp). Σε 

μικροπλάκα 96 θέσεων τοποθετήθηκαν τα δείγματα και τα πρότυπα διαλύματα (πρότυπη καμπύλη) μετά από την 

αντίδρασή τους με DNPH. Το μόριο αυτό αντιδρά με τις καρβονυλικές ομάδες δημιουργώντας το σταθερό 

παράγωγο DNP. Αφού αφαιρέθηκε η περίσσεια DNP προστέθηκε βιοτινυλιωμένο αντίσωμα έναντι  του DNP και 

στρεπταβιδίνη συζευγμένη με υπεροξειδάση, μαζί με το υπόστρωμα 3,3’ 5,5’ τετραμεθυλ-βενζιδίνη (TMB) για την 

πραγματοποίηση της ενζυμικής αντίδρασης. Για να σταματήσει η αντίδραση προστέθηκε τριχλωροξικό οξύ και η 

απορρόφηση μετρήθηκε στα 450nm. Μέσω αντιστοίχισης με την πρότυπη καμπύλη υπολογίστηκε η ποσότητα 

καρβονυλιωμένων πρωτεϊνών σε nmol/mg. 

Γ.2.4.5 Επίπεδα Μονοξειδίου του Αζώτου 

 Η μέτρηση μονοξειδίου του αζώτου (NO) πραγματοποιήθηκε φωτομετρικά με κατάλληλο κιτ ΕLISA 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Cusabio). Σε μικροπλάκα 96 θέσεων που ήταν επικαλυμμένη με 

ειδικό αντίσωμα έναντι ΝΟ προστέθηκαν τα δείγματα και τα πρότυπα διαλύματα (πρότυπη καμπύλη). Στη 

συνέχεια χρησιμοποιήθηκε πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι ΝΟ, το οποίο ήταν σημασμένο με βιοτίνη. Ακολούθησε 

προσθήκη αβιδίνης συζευγμένης με υπεροξειδάση, καθώς και το υπόστρωμα TMB. Τέλος, προστέθηκε θειικό οξύ, 

η αντίδραση ολοκληρώθηκε, και προσδιορίστηκε το έγχρωμο προϊόν φωτομετρικά στα 450nm. Μέσω 

αντιστοίχισης με την πρότυπη καμπύλη υπολογίστηκε η συγκέντρωση ΝΟ σε ng/mL. 

Γ.2.5 Παράμετροι Πρωτεόστασης 

Γ.2.5.1 Πρωτεασωμική Ενεργότητα 

 Για τη μέτρηση της πρωτεασωμικής ενεργότητας στα διάφορα κυτταρικά κλάσματα (Ν=14 ανά ομάδα 

αιμοδοτών για κυτοσόλιο, μεμβράνη και υπερκείμενο, Ν=5 ανά ομάδα αιμοδοτών για τα κυστίδια) 

χρησιμοποιήθηκαν τα υποστρώματα LLVY-AMC, LRR-AMC και LLE-AMC, τα οποία εισέρχονται στο κύτταρο, 

κόβονται από τις ενεργότητες τύπου χυμοθρυψίνης, θρυψίνης και κασπάσης, αντίστοιχα, απελευθερώνεται το 

AMC και δίνει φθορισμό. Κατά την πειραματική διαδικασία, 120-200μg πρωτεϊνικού δείγματος επωάστηκαν με τα 

υποστρώματα, παρουσία Tris-HCl και σε ελαφρώς αλκαλικό pH για 1.30-3 ώρες στους 37οC. Για τον τερματισμό 

της αντίδρασης προστέθηκε παγωμένο ρυθμιστικό διάλυμα σε περίσσεια και μετρήθηκαν τα επίπεδα φθορισμού 

(μήκος κύματος διέγερσης: 360nm, μήκος κύματος εκπομπής: 460nm). Ακολούθησε αναγωγή των μονάδων 

φθορισμού (RFU) μέσω υπολογισμού της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης (Bradford). 
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Γ.2.5.2 Ποσοτικοποίηση Κλαστερίνης 

 Για τη μέτρηση της κλαστερίνης χρησιμοποιήθηκε κατάλληλο κιτ ΕLISA σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή (BioVendor). Σε μικροπλάκα 96 θέσεων επικαλυμμένη με μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι 

κλαστερίνης προστέθηκαν αρχικά τα δείγματα και τα πρότυπα διαλύματα (πρότυπη καμπύλη). Ακολούθησε 

προσθήκη δευτερογενούς μονοκλωνικού αντισώματος σημασμένου με βιοτίνη, και στρεπταβιδίνης συζευγμένης 

με υπεροξειδάση (HRP). Τέλος προστέθηκε το κατάλληλο υπόστρωμα TMB και η αντίδραση ολοκληρώθηκε μετά 

από προσθήκη οξικού οξέος. Η απορρόφηση προσδιορίστηκε στα 450nm. Μέσω αντιστοίχισης με την πρότυπη 

καμπύλη υπολογίστηκε η συγκέντρωση κλαστερίνης σε ng/mL. 

Γ.2.6 Παράμετροι Ομοιόστασης Ασβεστίου κι Εξωτερίκευσης Φωσφατιδυλοσερίνης 

Γ.2.6.1 Ενδοκυττάρια Επίπεδα Ασβεστίου 

 Ο λιπόφιλος εστέρας Fluo 4-AM χρησιμοποιήθηκε για τη μέτρηση της ενδοκυττάριας συσσώρευσης 

ασβεστίου. Αφού διαπεράσει την ερυθροκυτταρική μεμβράνη, εντός του κυττάρου ο εστέρας κόβεται από 

εστεράσες, αντιδρά με ιόντα ασβεστίου και φθορίζει σε επίπεδα ανάλογα της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης 

ασβεστίου. Κατά την πειραματική διαδικασία, το ολικό αίμα φυγοκεντρήθηκε (1000xg) και τα συμπυκνωμένα 

ερυθροκύτταρα αραιώθηκαν 1:1 με ισότονο PBS. Δείγμα ερυθροκυττάρων επωάστηκε με το αντιδραστήριο Fluo 

4-AM παρουσία ισότονου ρυθμιστικού διαλύματος ασβεστίου (NaCl 145mM – KCl 7,5mM – CaCl2 1,8 mM – 

Γλυκόζη 10mM – Hepes/NaOH 10mM – πυροσταφυλικό νάτριο 10mM) για 40 λεπτά στο σκοτάδι σε θερμοκρασία 

δωματίου. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για απομάκρυνση της περίσσειας εστέρα και εκ νέου επώαση για 30 λεπτά 

στις ίδιες συνθήκες. Τέλος, προστέθηκε απεσταγμένο νερό για τη λύση των κυττάρων και έγινε μέτρηση στο 

φθορισμόμετρο (μήκος κύματος διέγερσης: 485nm, μήκος κύματος εκπομπής: 520nm). Οι μονάδες φθορισμού 

(RFU) κανονικοποιήθηκαν ως προς την πρωτεϊνική συγκέντρωση κάθε δείγματος (Bradford). 

Γ.2.6.2 Εξωτερίκευση Φωσφατιδυλοσερίνης 

 Η εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης (PS) στην επιφάνεια της ερυθροκυτταρικής μεμβράνης 

ανιχνεύθηκε μέσω κυτταρομετρίας ροής. Πιο συγκεκριμένα, τα ερυθροκύτταρα επωάστηκαν με FITC 

(ισοθειοκυανική φλοθορεσκεΐνη)-σημασμένο αντίσωμα έναντι του μορίου CD235 (γλυκοφορίνη Α), καθώς η 

συγκεκριμένη πρωτεΐνη είναι χαρακτηριστική ερυθροκυτταρική πρωτεΐνη (ερυθροκυτταρικός δείκτης). Επίσης, 

έγινε επώαση με αννεξίνη V σημασμένη με φυκοερυθρίνη (PE) σε ισότονο ρυθμιστικό διάλυμα ασβεστίου, με 

σκοπό τη δέσμευση των PS+-ερυθροκυττάρων. Τα δείγματα παρέμειναν για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

στο σκοτάδι κι η αντίδραση διακόπηκε με περίσσεια διαλύματος ασβεστίου. Το εναιώρημα των ερυθροκυττάρων 

διασταυρώθηκε με τη δέσμη Laser στο κυτταρόμετρο και οι δύο φθορίζουσες ουσίες μετρήθηκαν με 

πολυχρωματική ανάλυση (FITC: εκπομπή στα 520nm, PE: εκπομπή στα 580nm). Μέσω του προγράμματος CELL 

Quest Software υπολογίστηκε το ποσοστό των PS+-ερυθροκυττάρων. 
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Γ.2.6.3 Θρομβωτική Ικανότητα Κυστιδίων 

 Ο υπολογισμός της θρομβωτικής ικανότητας των κυστιδίων έγινε με τη χρήση ειδικού κιτ ELISA, σύμφωνα 

με τις οδηγίες του κατασκευαστή (HYPHEN BioMed). Σε μικροπλάκα 96 θέσεων, προ-επικαλυμμένων με 

στρεπταβιδίνη συνδεδεμένη με βιοτινυλιωμένη αννεξίνη V επωάστηκαν για 1 ώρα στους 37οC τα δείγματα 

πλάσματος/υπερκειμένου (Ν=8 ανά κατηγορία αιμοδοτών) και τα πρότυπα διαλύματα (πρότυπη καμπύλη). Όλα 

τα δείγματα είχαν αραιωθεί σε ρυθμιστικό διάλυμα παρουσία αναστολέων ασβεστίου, παράγοντα Χa και 

θρομβίνης. Τα κυστίδια που έφεραν στην επιφάνειά τους PS θα προσδένονταν υπό αυτές τις συνθήκες στην 

αννεξίνη V. Ακολούθησαν πλύσεις για απομάκρυνση των μη προσδεδεμένων κυστιδίων και προσθήκη μείγματος 

των παραγόντων Χa-Va (παρουσία ασβεστίου) και προθρομβίνης και επώαση στο σκοτάδι για 10 λεπτά. 

Παρουσία PS και ασβεστίου, οι παράγοντες Xa, Va ενεργοποιούν την προθρομβίνη σε θρομβίνη. Επομένως, με την 

προσθήκη χρωμογόνου υποστρώματος θρομβίνης και λήξη της αντίδρασης με κιτρικό οξύ, ανιχνεύεται 

φωτομετρικά στα 405nm η παραγωγή θρομβίνης η οποία είναι ανάλογη με την περιεκτικότητα PS. Μέσω 

αντιστοίχισης με την πρότυπη καμπύλη υπολογίστηκε η συγκέντρωση των προθρομβωτικών κυστιδίων σε nM PS. 

Γ.2.7 Ηλεκτρονική Μικροσκοπία Σάρωσης 

 Η Ηλεκτρονική Μικροσκοπία Σάρωσης βασίζεται στην αρχή λειτουργίας ενός καθοδικού σωλήνα ο οποίος 

περιέχει πηνία που κατευθύνουν την ηλεκτρονιακή δέσμη ώστε να πραγματοποιηθεί «σάρωση» της επιφάνειας 

του δείγματος. Όταν τα ηλεκτρόνια αλληλεπιδρούν με το δείγμα, ανακλώνται και απομακρύνονται από την 

επιφάνεια του δείγματος. Για την παρατήρηση της επιφανειακής μορφολογίας των ερυθροκυττάρων, όπως έλαβε 

χώρα στην παρούσα εργασία, χρησιμοποιούνται τα δευτερογενή ηλεκτρόνια, δηλαδή αυτά που εξέρχονται από 

την επιφάνεια του δείγματος. Για να επιτευχθεί αυτό, τα μονιμοποιημένα ερυθροκύτταρα πρέπει να καλυφθούν 

με ένα στρώμα ηλεκτρονιόπυκνων υλικών (και συγκεκριμένα χρυσού-παλλαδίου) για να γίνει αγώγιμη η 

επιφάνειά τους. Για τη διαδικασία της μονιμοποίησης, δείγμα ερυθροκυττάρων (Ν=8 ανά κατηγορία αιμοδοτών) 

προστίθεται σε διάλυμα 2% γλουταρικής αλδεΰδης/0,1 mM κακοδυλικού νατρίου με pH 7,4 κι επωάζεται για 1 

ώρα. Ακολουθούν πλύσεις με διάλυμα 4% σουκρόζης σε κακοδυλικό νάτριο pH 7,4 και δεύτερη μονιμοποίηση με 

1% τετροξείδιο του οσμίου σε 0,1mM κακοδυλικό νάτριο pH 7,4. Για την απομάκρυνση του νερού, τα κύτταρα 

εκτίθενται σε ανιούσες συγκεντρώσεις αιθανόλης (30%-100%) και ακολουθεί η κάλυψη με το μείγμα χρυσού-

παλλαδίου. Κατά τη μικροσκοπική παρατήρηση λήφθηκαν ηλεκτρονιογραφίες σε μεγέθυνση x1000 και τα 

ερυθροκύτταρα χαρακτηρίστηκαν ως αναστρέψιμης ή όχι μορφολογίας. Τουλάχιστον 2000 κύτταρα 

αξιολογήθηκαν για κάθε δείγμα και υπολογίστηκε το ποσοστό των μη αναστρέψιμων παραμορφώσεων. 

Γ.2.8 Μεταβολωμική και Πρωτεωμική Ανάλυση 

Γ.2.8.1 Μεταβολωμική Ανάλυση 

 Για τη μεταβολωμική ανάλυση, 100μL αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων (Ν=15 ανά κατηγορία 

αιμοδοτών) συλλέχθηκαν σε εβδομαδιαία βάση, εκχυλίστηκαν σε αναλογία 1:6 σε διάλυμα 

μεθανόλης:ακετονιτριλίου:νερού (5:3:2) και αναλύθηκαν μέσω υγρής χρωματογραφίας υπερυψηλής απόδοσης – 
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φασματομετρίας μάζας (Ultra High Performance Liquid Chromatography – Mass Spectrometry, UHPLC-MS) 

(Nemkov et al. 2019). Τα δείγματα προστέθηκαν σε στήλη με κλίση από 5 έως 95% (φάση Α: νερό + 0,1% φορμικό 

οξύ, φάση Β: ακετονιτρίλιο + 0,1% φορμικό οξύ). Τα μόρια με υψηλότερη συγγένεια προς τη στερεή φάση 

παραμένουν στη στήλη περισσότερη ώρα, ενώ άλλα μόρια κινούνται γρηγορότερα με τη βοήθεια της κινητής 

φάσης. Τα μόρια που εξέρχονται από τη στήλη εκλούονται με τη μορφή ατμού ιονισμένων μορίων σε 

φασματόμετρο, το οποίο σαρώνει σε πλήρη λειτουργία φασματομετρίας μάζας ή μέσω ανεξάρτητου 

κατακερματισμού (MS/MS ανάλυση) σε ανάλυση 70.000 [60–900 m/z εύρος, 4 kV τάση ψεκασμού, 15 αέριο 

θήκης (sheath gas), και 5 βοηθητικό αέριο (auxiliary gas)] με αρνητική κι έπειτα θετική λειτουργία ιόντων (σε 

ξεχωριστούς κύκλους ανάλυσης). Τα ιόντα ανιχνεύονται με την παραγωγή ενός φάσματος μάζας. Στην παρούσα 

έρευνα η κατανομή των μεταβολιτών πραγματοποιήθηκε έναντι εσωτερικής πρότυπης βιβλιοθήκης και δεν έλαβε 

χώρα προεπεξεργασία των δεδομένων (κανονικοποίηση ή λογαρίθμηση) (Nemkov et al. 2017).  

Γ.2.8.2 Πρωτεωμική Ανάλυση  

 Για την διεκπεραίωση της πρωτεωμικής ανάλυσης (Ν=12 ανά κατηγορία αιμοδοτών) έλαβε χώρα υγρή 

χρωματογραφία νάνο-υπερυψηλής απόδοσης – φασματομετρία μάζας (nano-UHPLC-MS) (Reisz et al. 2017). 

Αρχικά, πρωτεϊνικά δείγματα μεμβρανών ή κυστιδίων υπέστησαν πέψη σε ένα φίλτρο S-Trap. Τα δείγματα 

φορτώθηκαν σε ξεχωριστά Evotips για αφαλάτωση και στη συνέχεια εκπλύθηκαν με 20μL 0,1% φορμικού οξέος. 

Το σύστημα Evosep One παραλαμβάνει αυτόματα τα Evotips και τα μεταφέρει σε ειδική θύρα όπου και 

εφαρμόζεται μερική κλίση σε υψηλή ροή και χαμηλή πίεση σε κάθε Evotip. Έτσι εκλούονται κάποια μόρια προς 

ανάλυση και παραμένουν τα υψηλού μοριακού βάρους και τα πολύ υδρόφοβα μόρια στο Evotip. Οι εκλουθείσες 

αναλυόμενες ουσίες μετατοπίζονται εντός της κλίσης με τη δράση επιπλέον αντλιών υψηλής ροής/χαμηλής 

πίεσης. Τα μόρια μεταφέρονται σε συζευγμένο φασματόμετρο μάζας timsTOF Pro μετά από ιονισμό και 

ατμοποίηση και γίνεται ανίχνευση με την παραγωγή ενός φάσματος μάζας. Στην παρούσα εργασία τα δεδομένα 

συλλέχθηκαν σε εύρος 100-1700 m/z για MS και MS/MS στο timsTOF Pro όργανο χρησιμοποιώντας χρόνο 

ανάλυσης 100 ms. Τα επίπεδα κάθε πρωτεΐνης κανονικοποιήθηκαν ως προς τη συνολική ποσότητα πρωτεΐνης. 

Γ.2.9 In vitro Μοντέλο Μετάγγισης 

 Για τη μελέτη φυσιολογικών παραμέτρων των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων μετά την επαφή τους με 

πλάσμα σε θερμοκρασία σώματος χρησιμοποιήθηκε ένα in vitro μοντέλο της μετάγγισης. Πιο συγκεκριμένα, 

αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα (Ν=10 ανά κατηγορία αιμοδοτών) φυγοκεντρήθηκαν (1000xg) και το ίζημα 

αναμίχθηκε με υπερκείμενο (της ίδιας μονάδας μετάγγισης) και φρέσκο πλάσμα (υγιούς ή ασθενούς με β-

μεσογειακή αναιμία, Ν=10 ανά κατηγορία δέκτη). Η αναλογία της ανάμιξης ήταν αντίστοιχη της χορήγησης 2 

μονάδων μετάγγισης. Ακολούθησε επώαση σε θερμοκρασία σώματος για 24 ώρες και μελέτη πλήθους 

παραμέτρων αιμόλυσης και οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου. 
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Γ.2.10 Ζωικό Μοντέλο Μετάγγισης 

 Ερυθροκύτταρα από φρέσκο αίμα, καθώς και από αποθηκευμένο για μικρό (<4 ημερών) ή μεγάλο (>39 

ημερών) χρονικό διάστημα (Ν=8 ανά κατηγορία αιμοδοτών) σημάνθηκαν με τις λιπόφιλες χρωστικές D-383 (1,1'-

Didodecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate, για τους ετερόζυγους) και D-307 (1,1'-Dioctadecyl-

3,3,3',3'-Tetramethylindodicarbocyanine Perchlorate, για τους μάρτυρες) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Ερυθροκύτταρα από τις δύο κατηγορίες αιμοδοτών αναμίχθηκαν 

σε αναλογία 1:1 σε 55% αιματοκρίτη και μεταγγίστηκαν σε 16 μύες-δέκτες (8 ανοσοεπαρκείς και 8 

ανοσοανεπαρκείς) με ενδοφλέβια ένεση στην ουραία φλέβα. Ο μεταγγισμένος όγκος (~200μL) αντιστοιχεί στη 

χορήγηση δύο μονάδων μετάγγισης (1 από κάθε αιμοδότη). Η ίδια διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε 16 επιπλέον 

μύες με την αντίστροφη χρώση (D-307 για τους ετερόζυγους και D-383 για τους μάρτυρες) για να εξασφαλιστεί 

πως δεν σημαίνονται διαφορετικά τα κύτταρα των δύο ομάδων αιμοδοτών. Παραλήφθηκε αίμα από την φλέβα 

του προσώπου του ζωικού μοντέλο μία μέρα πριν, 20 λεπτά μετά (100% ανάκτηση) και 24 ώρες μετά (24ωρη 

ανάκτηση) τη μετάγγιση για να αξιολογηθεί (α) η μετα-μεταγγισιακή ανάκτηση μέσω κυτταρομετρίας ροής και (β) 

τα επίπεδα ενδοαγγειακής αιμόλυσης (Harboe). Επίσης, συλλέχθηκαν ούρα τις ίδιες χρονικές στιγμές για να 

μετρηθούν τα επίπεδα αιμοσφαιρίνης σε αυτά (Harboe). Αίμα και ούρα παραλήφθηκαν και από 20 επιπλέον μύες 

(10 ανοσοεπαρκείς και 10 ανοσοανεπαρκείς) που είχαν δεχθεί μετάγγιση μόνο από ένα γενετικό υπόβαθρο 

αιμοδότη για να ανιχνευθεί τυχόν διαφορική επίδραση σε άμεσα αιμολυτικά φαινόμενα. 

Γ.2.11 Στατιστική Ανάλυση και Κατασκευή Βιολογικών Δικτύων 

 Για τη στατιστική επεξεργασία χρησιμοποιήθηκε το στατιστικό πρόγραμμα IBM SPSS (Statistical Package 

for Social Sciences, έκδοση 22.0 για Windows). Οι διαφορές ανάμεσα σε διαφορετικές ομάδες δειγμάτων 

ελέγχθηκαν μέσω t-test για ανεξάρτητα δείγματα και ανάλυση διακύμανσης κατά ένα παράγοντα (one way 

analysis of variance, ANOVA). Οι χρονο-εξαρτώμενες διαφορές εντοπίστηκαν με ανάλυση διακύμανσης 

επαναλαμβανόμενων μετρήσεων (repeated measures ANOVA). Όπου χρειάστηκε, όπως για την αξιολόγηση 

πολλαπλών συγκρίσεων κατά τη διάρκεια της αποθηκευτικής περιόδου, εφαρμόστηκε προσαρμογή τύπου 

Bonferroni. Για τον εντοπισμό πιθανών συσχετίσεων ανάμεσα σε διαφορετικές παραμέτρους ή ξεχωριστά 

επίπεδα της αλυσίδας της μετάγγισης (δότης – μονάδα μετάγγισης – δέκτης) πραγματοποιήθηκαν οι έλεγχοι 

Pearson and Spearman ανάλογα με την κατανομή των προς εξέταση παραμέτρων μετά από επιπλέον προσαρμογή 

τύπου Bonferroni. Σε κάθε ανάλυση που αναφέρθηκε πραγματοποιήθηκαν όλοι οι απαραίτητοι έλεγχοι όσον 

αφορά στις προϋποθέσεις χρήσης του επιλεγμένου μοντέλου. Τα αποτελέσματα θεωρήθηκαν στατιστικά 

σημαντικά για P<0,05 ή P<0,01, ενώ σε συγκρίσεις ανάμεσα σε υποομάδες χαμηλού αριθμού δειγμάτων (π.χ. 

πρωτεωμική ανάλυση ανάλογα με τη μεταλλαγή του αιμοδότη) τα αποτελέσματα, πλέον της στατιστικής 

σημασίας, αξιολογήθηκαν και με βάση το ποσοστό αυξομείωσης (fold change > 1,25). 

Η ανάλυση δικτύων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του προγράμματος Cytoscape (έκδοση 3.2.0) το 

οποίο ενδείκνυται για την οπτικοποίηση και την ανάλυση βιολογικών δικτύων συσχετίσεων και 
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αλληλεπιδράσεων. Ως δεδομένα εισόδου χρησιμοποιήθηκαν αιματολογικές, βιοχημικές, μεταβολικές, 

πρωτεϊνικές και βιολογικές παράμετροι ανάμεσα στις οποίες παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις. 

Οι τιμές του δείκτη συσχέτισης r καθόρισαν το μήκος των συνδέσεων μεταξύ των παραμέτρων (μεγαλύτερη τιμή r 

– μικρότερη απόσταση παραμέτρων). Για να ελαχιστοποιηθεί η πιθανότητα ενσωμάτωσης ψευδώς θετικών (πλην 

στατιστικά σημαντικών) συσχετίσεων στα δίκτυα, συμπεριλήφθηκαν αποκλειστικά συσχετίσεις που 

ικανοποιούσαν τη συνθήκη P<0,01. 
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Δ. Αποτελέσματα 

Δ.1 Μελέτη Φρέσκου Αίματος 

 Στο σύνολο των 204 αιμοδοτών που στρατολογήθηκαν, το 9% βρέθηκαν ετερόζυγοι για μεταλλαγές στο 

γονίδιο της β-σφαιρίνης. Μελετώντας τον τρόπο ζωής των αιμοδοτών, δεν παρουσιάστηκαν διαφορές μεταξύ των 

2 κατηγοριών (κάπνισμα, σωματική άσκηση, αλκοόλ). Στην ομάδα των ετερόζυγων για βΜΑ αναδείχθηκε 

στατιστικά σημαντική μείωση σε αιματολογικές παραμέτρους, όπως τον αιματοκρίτη, τον μέσο ερυθροκυτταρικό 

όγκο (MCV) και τη μέση αιμοσφαιρίνη του ερυθροκυττάρου (MCH) (Εικόνα Δ1). Αντιθέτως, βρέθηκε αυξημένος ο 

συνολικός αριθμός ερυθροκυττάρων. Διαφορές βρέθηκαν και σε παραμέτρους αιμόλυσης, με τους αιμοδότες με 

στίγμα να εμφανίζουν μειωμένη αυθόρμητη και οσμωτική αιμόλυση. Επιπλέον, οι ίδιοι αιμοδότες εμφάνισαν 

τάση για χαμηλότερη ολική πρωτεϊνική συγκέντρωση και πρωτεϊνική καρβονυλίωση στο πλάσμα σε συνδυασμό 

με οριακή τάση για ενισχυμένη αντιοξειδωτική ικανότητα (Εικόνα Δ1). 

 

Εικόνα Δ1: Διαγραμματική απεικόνιση αιματολογικών, αιμολυτικών και οξειδοαναγωγικών παραμέτρων στο φρέσκο αίμα 

ετερόζυγων για β-μεσογειακή αναιμία αιμοδοτών μετά από κανονικοποίηση προς τα επίπεδα των αιμοδοτών-μαρτύρων 

(μπλε διακεκομμένη γραμμή). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± τυπική απόκλιση. (*) P < 0,05, (**) οριακή 

στατιστική σημασία. 

 Ακολούθησε ανάλυση εύρεσης συσχετίσεων και οπτικοποίηση αυτών ως βιολογικά δίκτυα (Εικόνες Δ2, 

Δ3). Ο συνολικός αριθμός των συνδέσεων δε διέφερε μεταξύ των δύο ομάδων, ενώ κοινή ήταν και η πυρήνωση 

κλασσικών αιματολογικών παραμέτρων, καθώς και η δημιουργία συστάδας λιπιδίων – λιποπρωτεϊνών. Παρ’ όλα 

αυτά, στο δίκτυο των ετερόζυγων κεντρική θέση, μαζί με τους αιματολογικούς δείκτες, κατείχαν παράμετροι 

ομοιόστασης σιδήρου και ηπατικής λειτουργίας, καθώς και η κλαστερίνη. Στους ετερόζυγους εντοπίστηκε, επίσης, 

συσχέτιση του δείκτη οσμωτικής ευθραυστότητας με τα εξωκυττάρια επίπεδα K+ και Na+, ενώ η παρουσία της 

πρωτεϊνικής καρβονυλίωσης στο δίκτυό τους ήταν αισθητά μικρότερη σε σχέση με το αντίστοιχο των μαρτύρων 

(Εικόνες Δ2, Δ3). 
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Εικόνα Δ2: Βιολογικό δίκτυο στατιστικά σημαντικών συσχετίσεων μεταξύ παραμέτρων του φρέσκου αίματος αιμοδοτών-

μαρτύρων. Με μαύρη γραμμή αναπαρίστανται οι θετικές, ενώ με κόκκινη οι αρνητικές συσχετίσεις. ALB: αλβουμίνη ορού, 

ALP: αλκαλική φωσφατάση, ALT: αμινοτρανσφεράση της αλανίνης, AST: αμινοτρανσφεράση του ασπαρτικού οξέος, BAS: 

βασεόφιλα, Chol: χοληστερόλη, Creat: κρεατινίνη, EOS: ηωσινόφιλα,  Fe: σίδηρος, Fer: φερριτίνη, gGT: γ-γλουταμυλ-

τρανσφεράση, Glu: γλυκόζη ορού, Hb: ενδοκυττάρια αιμοσφαιρίνη, HCT: αιματοκρίτης, HDL: λιποπρωτεΐνη υψηλής 

πυκνότητας, Κ: ιόντα καλίου, LDL: λιποπρωτεΐνη χαμηλής πυκνότητας, LYM: λεμφοκύτταρα, MCF: δείκτης οσμωτικής 

ευθραυστότητας, MCH: μέση ερυθροκυτταρική αιμοσφαιρίνη, MCHC: μέση συγκέντρωση ερυθροκυτταρικής αιμοσφαιρίνης, 

MCV: μέσος ερυθροκυτταρικός όγκος, MON: μονοκύτταρα,  MPV: μέσος αιμοπεταλιακός όγκος, Na: ιόντα νατρίου, NE: 

ουδετερόφιλα, NO: μονοξείδιο του αζώτου, P: φώσφορος, pCa: ασβέστιο ορού, pCarb: καρβονυλίωση πρωτεϊνών 

πλάσματος, PCT: αιμοπεταλιοκρίτης, PDW: κατανομή μεγέθους αιμοπεταλίων, pHb: ελεύθερη αιμοσφαιρίνη, PLT: αριθμός 

αιμοπεταλίων, RBC: αριθμός ερυθροκυττάρων, RDW: κατανομή μεγέθους ερυθροκυττάρων, T-PROT: ολική πρωτεΐνη 

πλάσματος, TAC: αντιοξειδωτική ικανότητα πλάσματος, TIBC: ολική σιδηροδεσμευτική ικανότητα, Trf: τρανσφερρίνη, Trf-S: 

κορεσμός τρανσφερρίνης, Trigl: τριγλυκερίδια, UA: ουρικό οξύ ορού, VLDL: λιποπρωτεΐνη πολύ χαμηλής πυκνότητας, WBC: 

λευκά αιμοσφαίρια.  
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Εικόνα Δ3: Βιολογικό δίκτυο στατιστικά σημαντικών συσχετίσεων μεταξύ παραμέτρων του φρέσκου αίματος αιμοδοτών-

ετερόζυγων για βΜΑ. Με μαύρη γραμμή αναπαρίστανται οι θετικές, ενώ με κόκκινη οι αρνητικές συσχετίσεις. ALB: 

αλβουμίνη ορού, ALP: αλκαλική φωσφατάση, ALT: αμινοτρανσφεράση της αλανίνης, AST: αμινοτρανσφεράση του 

ασπαρτικού οξέος, BAS: βασεόφιλα, Chol: χοληστερόλη, Creat: κρεατινίνη, EOS: ηωσινόφιλα,  Fe: σίδηρος, Fer: φερριτίνη, 

gGT: γ-γλουταμυλ-τρανσφεράση, Glu: γλυκόζη ορού, Hb: ενδοκυττάρια αιμοσφαιρίνη, HCT: αιματοκρίτης, HDL: λιποπρωτεΐνη 

υψηλής πυκνότητας, Κ: ιόντα καλίου, LDL: λιποπρωτεΐνη χαμηλής πυκνότητας, LYM: λεμφοκύτταρα, MCF: δείκτης οσμωτικής 

ευθραυστότητας, MCH: μέση ερυθροκυτταρική αιμοσφαιρίνη, MCHC: μέση συγκέντρωση ερυθροκυτταρικής αιμοσφαιρίνης, 

MCV: μέσος ερυθροκυτταρικός όγκος, MON: μονοκύτταρα,  MPV: μέσος αιμοπεταλιακός όγκος, Na: ιόντα νατρίου, NE: 

ουδετερόφιλα, NO: μονοξείδιο του αζώτου, P: φώσφορος, pCa: ασβέστιο ορού, pCarb: καρβονυλίωση πρωτεϊνών 

πλάσματος, pCLU: κλαστερίνη πλάσματος, PCT: αιμοπεταλιοκρίτης, PDW: κατανομή μεγέθους αιμοπεταλίων, pHb: ελεύθερη 

αιμοσφαιρίνη, PLT: αριθμός αιμοπεταλίων, RBC: αριθμός ερυθροκυττάρων, RDW: κατανομή μεγέθους ερυθροκυττάρων, 

TAC: αντιοξειδωτική ικανότητα πλάσματος, TIBC: ολική σιδηροδεσμευτική ικανότητα, Trf: τρανσφερρίνη, Trf-S: κορεσμός 

τρανσφερρίνης, Trigl: τριγλυκερίδια, UA: ουρικό οξύ ορού, VLDL: λιποπρωτεΐνη πολύ χαμηλής πυκνότητας, WBC: λευκά 

αιμοσφαίρια. 

Δ.2 Αποθηκευτική Ικανότητα Ερυθροκυττάρων 

Από το σύνολο των 204 αιμοδοτών επιλέχθηκαν 18 ετερόζυγοι και 20 μάρτυρες για να πραγματοποιηθεί 

μία κατά ζεύγη μελέτη της φυσιολογίας, του μεταβολισμού και της πρωτεϊνικής σύστασης τόσο πριν, όσο και κατά 

τη διάρκεια της αποθηκευτικής περιόδου σε συνθήκες τράπεζας αίματος. 

Δ.2.1 Δημογραφικά - Αιματολογικά Στοιχεία 

 Οι δύο ομάδες αιμοδοτών παρουσίαζαν παρόμοια σύσταση βάσει φύλου, ηλικίας και φυλετικής 

καταγωγής, και είχαν κοινές συνήθειες σε σχέση με το κάπνισμα και τη συχνότητα αιμοδοσίας. Όσον αφορά στις 

ομάδες αίματος, υπήρχε μία επικράτηση της ομάδας 0 στην ομάδα των ετερόζυγων. Αναφορικά με τις 
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αιματολογικές παραμέτρους, οι αιμοδότες με στίγμα είχαν αυξημένους τους δείκτες του συνολικού αριθμού 

ερυθροκυττάρων, της κατανομής του μεγέθους τους (RDW) και της HbA2, ενώ εμφάνιζαν μειωμένους τους δείκτες 

MCV και MCH (Πίνακας Δ1). Η επαλήθευση της ετεροζυγωτίας έγινε με ανίχνευση των μεταλλαγών στο γονίδιο 

της β-σφαιρίνης. Οι μεταλλαγές που εντοπίστηκαν ήταν κλασικές μεσογειακές μεταλλαγές, συχνά εμφανιζόμενες 

στον Ελλαδικό χώρο (IVS I-1, IVS I-6, IVS I-110, IVS II-1 και IVS II-745). 

Πίνακας Δ1. Δημογραφικά και Αιματολογικά Στοιχεία Αιμοδοτών 

 Μάρτυρες 

(n=20) 

Ετερόζυγοι βΜΑ 

(n=18) 

Φύλο (Α/Θ) 16/4 15/3 

Ηλικία (χρόνια) 38±14 40±10 

Εθνικότητα Ελληνική Ελληνική 

Ομάδα Αίματος (A/B/O) 9/2/9 5/0/13 

Rhesus (+/-) 17/3 14/4 

Κάπνισμα (Ν/Ο) 10/10 10/8 

Συχνότητα Αιμοδοσίας/Χρόνο 1,72±0,46 1,63±0,67 

Αριθμός Ερυθροκυττάρων (RBC) (x106/µL) 5,05±0,35 6,48±0,49* 

Αιματοκρίτης (Hct) (%) 43,70±3,77 42,58±2,32 

Συνολική Αιμοσφαιρίνη (Hb) (g/dL) 14,49±1,45 13,93±0,53 

Μέσος Ερυθροκυτταρικός Όγκος (MCV) (fL) 86,67±6,34 65,59±6,26* 

Μέση Κυτταρική Αιμοσφαιρίνη (MCH) (pg) 28,72±2,32 21,16±2,36* 

Μέση Συγκέντρωση Κυτταρικής Αιμοσφαιρίνης (MCHC) (g/dL) 33,13±1,31 32,21±1,18 

Κατανομή Μεγέθους Ερυθροκυττάρων (RDW) (%) 13,36±1,33 15,84±2,16* 

Λευκά Αιμοσφαίρια (WBC) (x103/µL) 7,27±2,07 7,55±1,47 

Αριθμός Αιμοπεταλίων (x103/µL) 255±52 230±41 

Αιμοπεταλιοκρίτης (PCT) (%) 0,26±0,08 0,24±0,05 

Μέσος Αιμοπεταλιακός Όγκος (MPV) (fL) 10,22±1,59 10,67±1,30 

Γλυκοζυλιωμένη Αιμοσφαιρίνη (HbA1c) (%) 4,94±0,35 5,17±0,40 

Αιμοσφαιρίνη A2 (HbA2) (%) 2,50±0,66 4,80±0,63* 

Η ηλικία, η συχνότητα αιμοδοσίας και οι αιματολογικές παράμετροι παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± τυπική 

απόκλιση. (*) P < 0,05 

Δ.2.2 Παράμετροι Αιμόλυσης 

 Τα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για βΜΑ αιμοδοτών παρουσίασαν χαμηλότερα επίπεδα αυθόρμητης 

και οξειδωτικής αιμόλυσης κατά τις τελευταίες 2 εβδομάδες της αποθήκευσης, ενώ εμφάνισαν χαμηλότερους 

δείκτες μηχανικής και οσμωτικής ευθραυστότητας καθολικά κατά την παραμονή τους στις μονάδες μετάγγισης. 

Μάλιστα, από τις τέσσερις παραμέτρους αιμόλυσης που μελετήθηκαν, η οσμωτική αιμόλυση εμφάνιζε διαφορά 

ήδη in vivo. Οι διαφορές στις παραμέτρους αιμόλυσης παρουσιάζονται διαγραμματικά στην Εικόνα Δ4.  
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Εικόνα Δ4: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων αυθόρμητης, οξειδωτικής, μηχανικής και οσμωτικής αιμόλυσης σε 

ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια της 

αποθήκευσής τους σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο 

αίμα. Οι διακεκομμένες γραμμές αντιπροσωπεύουν γραμμές τάσης εκθετικών ή λογαριθμικών μοντέλων για την αυθόρμητη 

και οσμωτική αιμόλυση, αντίστοιχα. (*) P < 0,05. 

Δ.2.3 Οξειδοαναγωγικό Ισοζύγιο – Ομοιόσταση Ασβεστίου 

 Τόσο η ολική, όσο και η εξαρτώμενη από το ουρικό οξύ εξωκυττάρια αντιοξειδωτική ικανότητα, βρέθηκαν 

αυξημένες στο πλάσμα και το υπερκείμενο των ετερόζυγων για βΜΑ αιμοδοτών, σε πλήρη αντίθεση με την 

ανεξάρτητη του ουρικού αντιοξειδωτική ικανότητα (Εικόνα Δ5). 

 

Εικόνα Δ5: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων αντιοξειδωτικής ικανότητας στο πλάσμα/υπερκείμενο αιμοδοτών με ή 

χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας 

αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. Οι διακεκομμένες γραμμές 

αντιπροσωπεύουν γραμμές τάσης λογαριθμικών μοντέλων. (*) P < 0,05. 
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 Εντός του κυττάρου παρατηρήθηκε τάση, που στη συνέχεια αναδείχθηκε ως στατιστικά σημαντική 

διαφορά, στην εγγενή παραγωγή ROS από το μέσο της αποθήκευσης και μετά, με τα κύτταρα των ετερόζυγων να 

πέφτουν σε χαμηλότερα επίπεδα από τα αντίστοιχα των μαρτύρων μετά την κορύφωση τη δεύτερη εβδομάδα 

παραμονής στον ασκό (Εικόνα Δ6). Μετά τη δράση του διαμιδίου, το οποίο έχεις ως στόχο τη γλουταθειόνη (και 

κατ’ επέκταση τις ομάδες θείου), παρατηρήθηκε η ίδια εικόνα με τις εγγενείς ROS, με χαμηλότερα επίπεδα στους 

ετερόζυγους στο τέλος της αποθηκευτικής περιόδου. Αντιθέτως, η επίδραση με τερτ-βούτυλ-υδροϋπεροξείδιο 

(tBHP) ή φαινυλυδραζίνη – οξειδωτικά μόρια με γενική στόχευση ή εστιασμένη στην αιμοσφαιρίνη, αντίστοιχα – 

δε φάνηκε να επηρεάζει διαφορικά τις δύο κατηγορίες κυττάρων (Εικόνα Δ6). 

 

Εικόνα Δ6: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων ενδοκυττάριων δραστικών ριζών οξυγόνου, με ή χωρίς εξωγενές 

ερέθισμα, σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη 

διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: 

φρέσκο αίμα. (*) P < 0,05. 

Περνώντας στις οξειδωτικές βλάβες, οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων 

αιμοδοτών με στίγμα βΜΑ παρουσίασαν μειωμένη καρβονυλίωση και υπεροξείδωση, αντίστοιχα, είτε από το 

μέσο της αποθήκευσης και μετά, είτε καθολικά (Εικόνα Δ7). 
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Εικόνα Δ7: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων οξείδωσης μεμβρανικών συστατικών σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με 

ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες 

τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. Διακεκομμένες γραμμές: 

γραμμές τάσης λογαριθμικών μοντέλων. Στην ανοσοεντόπιση: πρωτεΐνη 4.1R ως μάρτυρας ισοφόρτωσης. (*) P < 0,05.  

 Στην περίπτωση της ενδοκυττάριας συσσώρευσης ασβεστίου, παρότι οι ετερόζυγοι ξεκίνησαν με 

αυξημένα επίπεδα in vivo, η διαφορά αυτή διατηρήθηκε μόνο ως τάση κατά την αποθήκευση και δε 

μεταφράστηκε σε εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης (Εικόνα Δ8). Αντιθέτως, από το μέσο της αποθήκευσης και 

μετά στην επιφάνεια των κυττάρων των ετερόζυγων για βΜΑ εντοπίστηκε λιγότερη εξωτερικευμένη 

φωσφατιδυλοσερίνη σε σχέση με των μαρτύρων (Εικόνα Δ8). 

 

Εικόνα Δ8: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων ενδοκυττάριων ιόντων ασβεστίου και εξωτερικευμένης 

φωσφατιδυλοσερίνης, σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και 

κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής 

απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. (*) P < 0,05. 

Δ.2.4 Πρωτεασωμική Ενεργότητα 

 Όσον αφορά στο πρωτεοστατικό δυναμικό των ερυθροκυττάρων, η κυτοσολική πρωτεασωμική 

ενεργότητα (τύπου χυμοθρυψίνης, θρυψίνης και κασπάσης) δε διέφερε μεταξύ των δύο ομάδων. Βρέθηκαν, 

όμως, αυξημένες οι ενεργότητες τύπου χυμοθρυψίνης και κασπάσης στη μεμβράνη και το υπερκείμενο των 

μονάδων από το μέσο της αποθηκευτικής περιόδου και μετά, όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα Δ9. Παρά τις 

όποιες διαφορές μεταξύ των δύο κατηγοριών αιμοδοτών, οι 3 πρωτεασωμικές ενεργότητες ακολουθούσαν το ίδιο 
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χρόνο-εξαρτώμενο μοτίβο κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης: πτωτική πορεία στο κυτοσόλιο, αύξηση και πτώση 

στη μεμβράνη με μέγιστες τιμές προς το μέσο της αποθηκευτικής περιόδου, και αυξητική πορεία στο υπερκείμενο 

(Εικόνα Δ9). 

 

Εικόνα Δ9: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων πρωτεασωμικής ενεργότητας στο κυτοσόλιο (Α), τη μεμβράνη (Β) και το 

υπερκείμενο (Γ) ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη 

διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: 

φρέσκο αίμα. (*) P < 0,05. 

Δ.2.5 Μεταβολισμός 

 Μέσω μεταβολωμικής ανάλυσης αναδείχθηκαν διαφορές σε ορισμένα μεταβολικά μονοπάτια. Πιο 

συγκεκριμένα, καθολικά διαφοροποιημένα βρέθηκαν το μονοπάτι της γλυκόλυσης και ο κύκλος των φωσφορικών 

πεντοζών στα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για βΜΑ in vivo, με αυξημένους τους μεταβολίτες αναρροϊκά της 

κινάσης του πυροσταφυλικού, χωρίς να επηρεάζεται όμως ο μεταβολισμός της γλουταθειόνης (Εικόνα Δ10). Η 

διαφορά αυτή χάθηκε κατά την αποθήκευση και δεν συνεχίστηκε στον κύκλο των καρβοξυλικών οξέων.  
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Εικόνα Δ10: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων μεταβολιτών των μονοπατιών της γλυκόλυσης, των φωσφορικών 

πεντοζών (PPP) και της οξείδωση της γλουταθειόνης, σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-

μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες 

σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. (*) P < 0,05. 
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 Σημαντικές διαφορές ανιχνεύθηκαν στο μεταβολισμό των πουρινών, με τους ετερόζυγους να εμφανίζουν 

αυξημένα επίπεδα ερυθροκυτταρικού ουρικού και αλλαντοϊκού οξέος κατά την αποθήκευση, αλλά παράλληλα 

μειωμένα επίπεδα αλλαντοΐνης και υποξανθίνης, όπως φαίνεται στην Εικόνα Δ11. 

 

Εικόνα Δ11: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων μεταβολιτών της οξείδωσης/απαμίνωσης των πουρινών, σε 

ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια της 

αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο 

αίμα. (*) P < 0,05. 

 Επιπλέον, διαφοροποιημένος βρέθηκε ο μεταβολισμός της βιταμίνης Β6, με τα ερυθροκύτταρα με 

μεταλλαγές στο γονίδιο της β-σφαιρίνης να εμφανίζουν χαμηλότερα επίπεδα πυριδοξικού και πυριδοξάλης, αλλά 

αυξημένα επίπεδα πυριδοξαμίνης (Εικόνα Δ12). 

 

Εικόνα Δ12: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων μορίων του μεταβολισμού της βιταμίνης Β6, σε ερυθροκύτταρα 

αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης σε 

συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. (*) P < 0,05. 

 Τέλος, ιδιαίτερο ενδιαφέρον είχαν οι αλλαγές που εντοπίστηκαν στο μεταβολισμό της αργινίνης και των 

γλυκοζαμινών. Τα αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα των αιμοδοτών με στίγμα βΜΑ περιείχαν χαμηλότερα επίπεδα 

αργινίνης, κιτρουλίνης και κρεατίνης, αλλά ταυτόχρονα αυξημένα επίπεδα ορνιθίνης, ακέτυλ-σπερμιδίνης και 
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ασύμμετρης διμέθυλοαργινίνης, είτε σποραδικά είτε καθ’ όλη τη διάρκεια της αποθηκευτικής περιόδου (Εικόνα 

Δ13.Α). Στο μονοπάτι των γλυκοζαμινών, η ετεροζυγωτία συνδεόταν με αυξημένα επίπεδα όλων των προδρόμων 

μορίων της UDP-Ν-ακέτυλο-γλυκοζαμίνης, μειωμένα όμως επίπεδα του ίδιου του τελικού προϊόντος (Εικόνα 

Δ13.Β). 

 

Εικόνα Δ13: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων μορίων του μεταβολισμού της αργινίνης (Α) και των γλυκοζαμινών (Β), 

σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία, τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια της 

αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο 

αίμα. (*) P < 0,05. 

Δ.2.6 Πρωτεϊνική Σύσταση και Δέσμευση Πρωτεϊνών στη Μεμβράνη 

 Για να εξεταστεί ολοκληρωμένα η πρωτεϊνική σύσταση της μεμβράνης και του κυτταροσκελετού των 

αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων, καθώς και η δέσμευση πρωτεϊνών σε αυτά, πραγματοποιήθηκε πρωτεωμική 

ανάλυση σε αποθηκευμένες μεμβράνες πρώιμης και προχωρημένης αποθήκευσης – και pooled ανάλυση για τις 

υπόλοιπες χρονικές στιγμές της αποθήκευσης – ενώ διενεργήθηκαν και στοχευμένα πειράματα ανοσοεντόπισης.  
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 Όσον αφορά σε βασικές δομικές πρωτεΐνες της μεμβράνης και του σκελετού του ερυθροκυττάρου, παρ’ 

ότι οι ετερόζυγοι εμφάνισαν αρχικά μειωμένα επίπεδα αρκετών εξ αυτών, όπως είναι η ζώνη-3, η σπεκτρίνη και η 

ακτίνη, η διαταραχή των επιπέδων λόγω της παρόδου της αποθήκευσης ήταν λιγότερο εμφανής σε αυτούς, με 

αποτέλεσμα να καταλήγουν την τελευταία ημέρα με ίσα ή και υψηλότερα επίπεδα δομικών πρωτεϊνών (Εικόνα 

Δ14.Α). Παρόμοια ήταν και η εικόνα σε πρωτεΐνες που συμμετέχουν στις λιπιδικές σχεδίες (Εικόνα Δ14.Β). Αξίζει 

να αναφερθεί πως εντυπωσιακά αυξημένη βρέθηκε η μυοσίνη-9 καθ’ όλη τη διάρκεια της αποθήκευσης στα 

ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων αιμοδοτών (Εικόνα Δ14.Α). 

 

Εικόνα Δ14: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων δομικών πρωτεϊνών (Α) και πρωτεϊνών που συσχετίζονται με τις 

λιπιδικές σχεδίες (Β), σε μεμβράνες ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία κατά τη 

διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Η πρωτεΐνη 4.1R χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας ισοφόρτωσης 

στα πειράματα ανοσοεντόπισης. Οριζόντιος άξονας: ημέρες αποθήκευσης. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή 

τυπικής απόκλισης, ενώ τα ένθετα διαγράμματα αντιστοιχούν στην pooled πρωτεωμική ανάλυση των ενδιάμεσων ημερών 

της αποθηκευτικής περιόδου. (*) P < 0,05, (**) P < 0,05 και fold > 1,25. 

 Μία ακόμη ευρεία κατηγορία πρωτεϊνών που βρέθηκε τροποποιημένη στα ερυθροκύτταρα από 

ετερόζυγους αιμοδότες, ήταν οι μεμβρανικοί μεταφορείς (Εικόνα Δ15). Συγκεκριμένα, διαφοροποιημένα επίπεδα 

παρουσίασαν πρωτεΐνες-μεταφορείς με ρόλο στη ρύθμιση του όγκου του κυττάρου, όπως η ATPάση Na+-K+ 

(αυξημένα επίπεδα στα νεαρά ερυθροκύτταρα), η υδατοπορίνη και η piezo-1 (μειωμένα επίπεδα στα νεαρά ή τα 

πιο γηρασμένα ερυθροκύτταρα, αντίστοιχα). 
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Εικόνα Δ15: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων πρωτεϊνών-μεταφορέων σε μεμβράνες ερυθροκυττάρων αιμοδοτών 

με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. 

Οριζόντιος άξονας: ημέρες αποθήκευσης. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης, ενώ τα ένθετα 

διαγράμματα αντιστοιχούν στην pooled πρωτεωμική ανάλυση των ενδιάμεσων ημερών της αποθηκευτικής περιόδου. (*) P < 

0,05, (**) P < 0,05 και fold > 1,25. 

Επίσης, μεταφορείς που σχετίζονται με τον μεταβολισμό του αζώτου, όπως μεταφορείς νουκλεοσιδίων, 

αμμωνίου και ουρίας, βρέθηκαν μειωμένοι είτε στο τέλος είτε καθ’ όλη τη διάρκεια της αποθήκευσης στην ομάδα 

των ερυθροκυττάρων από αιμοδότες με μεταλλαγές στη β-σφαιρίνη (Εικόνα Δ15). 

 

Εικόνα Δ16: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων ενζύμων σε μεμβράνες ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ή χωρίς 

ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οριζόντιος 

άξονας: ημέρες αποθήκευσης. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης, ενώ τα ένθετα διαγράμματα 

αντιστοιχούν στην pooled πρωτεωμική ανάλυση των ενδιάμεσων ημερών της αποθηκευτικής περιόδου. (*) P < 0,05, (**) P < 

0,05 και fold > 1,25. 
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Ποικίλα ένζυμα βρέθηκαν διαφορικά δεσμευμένα μεταξύ των μεμβρανών των δύο κατηγοριών 

αιμοδοτών (Εικόνα Δ16). Υψηλότερα (είτε σποραδικά είτε καθολικά) ήταν τα επίπεδα της αργινάσης, 

γλυκολυτικών ενζύμων, όπως η αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης, αλλά και αντιοξειδωτικών, 

όπως η αναγωγάση της φλαβίνης και η μεταφοράση της γλουταθειόνης. Αντιθέτως, μειωμένα ήταν τα επίπεδα 

της σκραμπλάσης στα ερυθροκύτταρα επταήμερης αποθήκευσης των ετερόζυγων αιμοδοτών (Εικόνα Δ16). 

Στις μεμβράνες των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ετεροζυγωτία στη βΜΑ βρέθηκαν 

υψηλότερα επίπεδα κινασών, αλλά χαμηλότερα φωσφατασών (Εικόνα Δ17Α), μία διαφορική δέσμευση που 

συνοδευόταν από εντονότερη φωσφορυλίωση της ζώνης 3 στα ίδια ερυθροκύτταρα (Εικόνα Δ17Β). Είναι 

σημαντικό να αναφερθεί πως η φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών μελετήθηκε με τη χρήση αναστολέων 

φωσφατασών και αφορά μόνο στη φωσφορυλίωση καταλοίπων τυροσίνης. 

 

Εικόνα Δ17: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων κινασών και φωσφατασών (Α) και ανοσοεντόπιση φωσφορυλιωμένης 

τυροσίνης (Β) σε μεμβράνες ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία κατά τη 

διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οριζόντιος άξονας: ημέρες αποθήκευσης. Η ζώνη 3 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας ισοφόρτωσης στα πειράματα ανοσοεντόπισης. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή 

τυπικής απόκλισης, ενώ τα ένθετα διαγράμματα αντιστοιχούν στην pooled πρωτεωμική ανάλυση των ενδιάμεσων ημερών 

της αποθηκευτικής περιόδου. (**) P < 0,05 και fold > 1,25. 

Η τελευταία κατηγορία πρωτεϊνών που διέφεραν εντυπωσιακά μεταξύ των δύο ομάδων, διαφορές που 

αναδείχθηκαν και από την ολιστική ανάλυση της πρωτεωμικής και από στοχευμένα πειράματα ανοσοεντόπισης, 

ήταν οι μοριακές συνοδοί και γενικότερα οι πρωτεοστατικές πρωτεΐνες. Τόσο πρωτεΐνες θερμικού σοκ (HSPs), όσο 

και υπομονάδες του συμπλόκου T (T-complex), βρέθηκαν αυξημένες στη μεμβράνη των ερυθροκυττάρων από 

αιμοδότες με μεταλλαγές στο γονίδιο της β-σφαιρίνης (Εικόνα Δ18.Α). Πρωτεασωμικές υπομονάδες, ιδιαιτέρως 

του πρωτεασώματος 20S το οποίο κυριαρχεί στα ερυθροκύτταρα, εντοπίστηκαν κυρίως στις μεμβράνες των 

προχωρημένης αποθήκευσης ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με βΜΑ ετεροζυγωτία (Εικόνα Δ18.Β). 



80 
 

 

Εικόνα Δ18: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων μοριακών συνοδών (Α) και πρωτεασωμικών υπομονάδων (Β) σε 

μεμβράνες ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία κατά τη διάρκεια της 

αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οριζόντιος άξονας: ημέρες αποθήκευσης. Η πρωτεΐνη 4.1R χρησιμοποιήθηκε 

ως μάρτυρας ισοφόρτωσης στα πειράματα ανοσοεντόπισης. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης, 

ενώ τα ένθετα διαγράμματα αντιστοιχούν στην pooled πρωτεωμική ανάλυση των ενδιάμεσων ημερών της αποθηκευτικής 

περιόδου. (**) P < 0,05 και fold > 1,25. 

Δ.2.7 Δικτύωση πρωτεομικών και φυσιολογικών παραμέτρων με πυρήνα το 20S πρωτεάσωμα 

Η ισχυρότερη μεμβρανική πρωτεόσταση, που αναδείχθηκε τόσο μέσω πρωτεωμικής και ανοσοεντόπισης, 

όσο και μέσω μέτρησης πρωτεασωμικής ενεργότητας, ξεχώρισε και μέσω ανάλυσης βιολογικών δικτύων. 

Κατασκευάστηκαν δίκτυα με το σύνολο των πρωτεωμικών και φυσιολογικών παραμέτρων που βρέθηκαν να 

συσχετίζονται στατιστικά σημαντικά με τις πρωτεΐνες του πυρήνα 20S του πρωτεασώματος.  

Οι κατηγορίες που βρέθηκαν να συσχετίζονται θετικά με τις πρωτεΐνες 20S και στις δύο ομάδες ήταν: (α) 

οι πρωτεασωμικές ενεργότητες, (β) υπομονάδες του 19S πρωτεασώματος, πρωτεασωμικοί «συνεργοί» και 

πρωτεΐνες που σχετίζονται με την ουβικουιτίνη, (γ) μοριακές συνοδοί (π.χ. HSP70, T-complex), (δ) μόρια που 

σχετίζονται με τη βιοσύνθεση και τον μεταβολισμό λιπιδίων (π.χ. συνθάση λιπαρών οξέων), (ε) ασβεστιο-

εξαρτώμενες πρωτεΐνες, (στ) ενεργειακά και αντιοξειδωτικά μόρια (π.χ. καταλάση), και (ζ) πρωτεΐνες του 

μεταβολισμού των νουκλεοσιδίων (Εικόνες Δ19, Δ20). Πολύ λιγότερες ήταν οι αρνητικές συνδέσεις, και 

αφορούσαν ως επί το πλείστον σε δομικά συστατικά της μεμβράνης, πρωτεΐνες που συμμετέχουν στη δόμηση 

των λιπιδικών σχεδιών (π.χ. φλοτιλίνες), μικρές GTPάσες και ανοσοσφαιρίνες. 
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Εικόνα Δ19: Δικτύωση (συσχετίσεις με p < 0,01) πρωτεωμικών και φυσιολογικών παραμέτρων με τον πυρήνα 20S του 

πρωτεασώματος σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών μαρτύρων (Α) και ετερόζυγων για β-μεσογειακή αναιμία (Β) αιμοδοτών, που 

ήταν αποθηκευμένα σε συνθήκες τράπεζας αίματος για 7 ημέρες. Οι συμπαγείς γραμμές αντικατοπτρίζουν τις θετικές 

συσχετίσεις, ενώ οι διακεκομμένες τις αρνητικές. Οι αριθμοί αντιστοιχούν στις παραμέτρους του Πίνακα Π1 (Παράρτημα). 

Παρά τις κοινές κατηγορίες που εντοπίστηκαν στα δίκτυα των δύο ομάδων, τα κύτταρα των ετερόζυγων 

εμφάνισαν αρκετά παραπάνω συνδέσεις, ήδη από τη μέρα 7, και κατέληξαν σε παρόμοιο αριθμό συνδέσεων στο 

τέλος της αποθήκευσης σε σχέση με τους μάρτυρες. Οι επιπλέον συνδέσεις της πρώιμης αποθήκευσης οφείλονται 

στην υψηλή συνδεσιμότητα του 20S πρωτεασώματος με μοριακές συνοδούς (141 έναντι 85 συσχετίσεων, 

ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων), μόρια του ενεργειακού μεταβολισμού, καθώς και υπεροξειδοσίνες (26 έναντι 12 

συσχετίσεων, ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων). 
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Εικόνα Δ20: Δικτύωση (συσχετίσεις με p < 0,01) πρωτεωμικών και φυσιολογικών παραμέτρων με τον πυρήνα 20S του 

πρωτεασώματος σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών μαρτύρων (Α) και ετερόζυγων για β-μεσογειακή αναιμία (Β) αιμοδοτών, που 

ήταν αποθηκευμένα σε συνθήκες τράπεζας αίματος για 42 ημέρες. Οι συμπαγείς γραμμές αντικατοπτρίζουν τις θετικές 

συσχετίσεις, ενώ οι διακεκομμένες τις αρνητικές. Οι αριθμοί αντιστοιχούν στις παραμέτρους του Πίνακα Π1 (Παράρτημα). 

Δ.2.8 Παράμετροι Μορφολογίας – Κυστιδιοποίησης 

 Ερυθροκύτταρα πρώιμης, μέσης και προχωρημένης αποθήκευσης από τις δύο ομάδες αιμοδοτών 

μονιμοποιήθηκαν και παρατηρήθηκαν σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης για να καταμετρηθούν οι μη 

αναστρέψιμες μορφές. Τόσο στο μέσο, όσο και στο τέλος της αποθηκευτικής περιόδου, οι μη αναστρέψιμες 

αλλοιώσεις ήταν λιγότερες στα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για βΜΑ (Εικόνα Δ21.Α). Δεν παρατηρήθηκε 

κάποια διαφορά ως προς την πηκτική ικανότητα των κυστιδίων των δύο ομάδων κατά την αποθήκευση (Εικόνα 

Δ21.Β), ούτε ως προς την πρωτεϊνική συγκέντρωση των κυστιδίων που είχαν συσσωρευθεί στη μονάδα 

μετάγγισης την ημέρα 42 (Εικόνα Δ21.Γ). Παρ’ όλα αυτά, τα κυστίδια των ετερόζυγων για βΜΑ παρουσίασαν 

οριακή τάση για χαμηλότερη καρβονυλίωση και φωσφορυλίωση πρωτεϊνών, με ταυτόχρονη αυξημένη παρουσία 



83 
 

HSP70, DJ-1 και κασπάσης-3 (Εικόνα Δ21.Δ-ΣΤ). Επιπλέον, οι τρεις τύποι πρωτεασωμικής ενεργότητας βρέθηκαν 

οριακά αυξημένες στα κυστίδια που προέρχονταν από ερυθροκύτταρα με ετεροζυγωτία στη βΜΑ (Εικόνα Δ21.Ζ). 

 

Εικόνα Δ21: Διαγραμματική απεικόνιση του ποσοστού μη αναστρέψιμων μορφών ερυθροκυττάρων κατά την αποθήκευση, 

συνοδευόμενη από ενδεικτικές εικόνες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου σάρωσης (μεγέθυνση 1000x) (Α). Κυστιδιακή ανάλυση 

(Β-Ζ): ικανότητα επαγωγής πήξης (Β), πρωτεϊνική συγκέντρωση (Γ), πρωτεϊνική καρβονυλίωση (Δ) και φωσφορυλίωση (Ε), 

παρουσία επιλεγμένων πρωτεϊνών (ΣΤ), και πρωτεασωμική ενεργότητα (Ζ) σε κυστίδια αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία 

στη β-μεσογειακή αναιμία. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. Οι 

διακεκομμένες γραμμές αντιπροσωπεύουν γραμμές τάσης εκθετικών μοντέλων. Η στοματίνη χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας 

ισοφόρτωσης στα πειράματα ανοσοεντόπισης. (*) P < 0,05. 

 Πέραν των ερυθροκυτταρικών μεμβρανών, πραγματοποιήθηκε πρωτεωμική ανάλυση και σε 

απομονωμένα κυστίδια προχωρημένης αποθήκευσης. Και στις δύο ομάδες τα κύρια συστατικά των κυστιδίων 

ήταν η αιμοσφαιρίνη, πρωτεΐνες της μεμβράνης όπως η στοματίνη και η ζώνη 3, αλλά και 
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ενεργειακά/αντιοξειδωτικά ένζυμα, όπως η καταλάση και η υπεροξειδοσίνη-2. Τα αποτελέσματα της 

πρωτεωμικής έδειξαν επιπλέον εμπλουτισμό (με στατιστική σημασία ή τάση) των κυστιδίων των ετερόζυγων σε 

μοριακές συνοδούς (π.χ. HSP70) και πρωτεασωμικές υπομονάδες, σε ένζυμα όπως η αργινάση, η αφυδρογονάση 

της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης και η αναγωγάση της φλαβίνης, αλλά μειωμένα επίπεδα πρωτεϊνών του 

συμπληρώματος και των μονοπατιών πήξης (Εικόνα Δ22). 

 

Εικόνα Δ22: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων μοριακών συνοδών και ενζύμων σε κυστίδια που απομονώθηκαν από 

μονάδες συμπυκνωμένων ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία για β-μεσογειακή αναιμία την τελευταία 

ημέρα της αποθήκευσής τους σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Ένθετος πίνακας: πρωτεΐνες που παρουσιάζουν διαφορές με 

στατιστική τάση μεταξύ των δύο κατηγοριών αιμοδοτών. Τα αποτελέσματα στον πίνακα παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± 

τυπική απόκλιση. Τα ανοιχτά και σκούρα χρώματα υποδηλώνουν πρωτεΐνες χαμηλής και υψηλής αφθονίας στα κυστίδια, 

αντίστοιχα. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. (*) P < 0,05, (**) P < 0,05 και fold > 1,25. 

Δ.2.9 Διακύμανση αποθηκευτικών παραμέτρων εντός της ομάδας των ετερόζυγων αιμοδοτών 

 Καθώς οι μεταλλαγές της β-μεσογειακής αναιμίας είναι αρκετές εκατοντάδες, στο επόμενο βήμα της 

παρούσας διατριβής έγινε κατηγοριοποίηση των ετερόζυγων αιμοδοτών σε β0, β+ και β++, ανάλογα με το πόσο 

επηρέαζε η μεταλλαγή τη σύνθεση των αλυσίδων β-σφαιρίνης (παντελής έλλειψη, σημαντικά μειωμένη και 

ελάχιστα μειωμένη σύνθεση, αντίστοιχα). Παρ’ ότι οι ομάδες που προέκυψαν αποτελούνταν από πολύ μικρό 

αριθμό ατόμων η καθεμία (2 έναντι 9 έναντι 4, αντίστοιχα) αναδείχθηκαν ενδιαφέρουσες διαφορές σε κάποιες 

παραμέτρους. Αρχικά, εντοπίστηκαν διαφορές στις αιματολογικές μετρήσεις του φρέσκου αίματος, όπως 

αυξημένος αιματοκρίτης και MCV αλλά μειωμένο RDW και HbA2 στην ομάδα των β++ έναντι κυρίως των β+ (Εικόνα 

Δ23.Α). Προχωρώντας στην αποθήκευση, παρότι δεν εμφανίστηκε κάποια διαφορά στην αυθόρμητη αιμόλυση 

μεταξύ των 3 ομάδων, τα ερυθροκύτταρα β++ παρουσίασαν αυξημένο δείκτη οσμωτικής ευθραυστότητας σε 

σχέση με τα β+ και τα β0 –χαρακτηριστικό που κατείχαν ήδη in vivo (Εικόνα Δ23.Β). Ομοίως, εμφάνισαν σποραδικά 

αυξημένο δείκτη μηχανικής ευθραυστότητας έναντι των β+ (Εικόνα Δ23.Β). Κατά την πρώιμη αποθήκευση τα 

ερυθροκύτταρα β++ είχαν χαμηλότερα επίπεδα μυοσίνης-9 σε σχέση με τα β+, ενώ την ημέρα 42 παρουσίασαν 

υψηλότερα επίπεδα piezo-1 (Εικόνα Δ23.Γ). 
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Εικόνα Δ23: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων αιματολογικών παραμέτρων στο φρέσκο αίμα (Α), και των 

παραμέτρων αιμόλυσης σε φρέσκο αίμα και αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα (Β) ετερόζυγων β++, β+ και β0 σε συνθήκες 

τράπεζας αίματος. (Γ) Επιλεγμένες πρωτεΐνες που σχετίζονται με τον κυτταροσκελετό και τη ρύθμιση όγκου του κυττάρου. Οι 

μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. A.U.: αυθαίρετες μονάδες (arbitrary units). (†) P 

< 0,05, β++ έναντι β+. (ο) P < 0,05, β++ έναντι β0. 

 Ποικιλομορφία εντός της ομάδας εντοπίστηκε επίσης σε παραμέτρους οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου. Τα 

ερυθροκύτταρα της ομάδας β++ συσσώρευσαν τόσο πριν όσο και μέχρι το μέσο της αποθηκευτικής περιόδου 

λιγότερες ενδογενείς και επαγόμενες (π.χ. με χρήση φαινυλυδραζίνης) ROS σε σχέση με τα β+ (Εικόνα Δ24.Α). 

Επιπλέον, παρατηρήθηκε διαφορική πρόσδεση κυτοσολικών αντιοξειδωτικών πρωτεϊνών στη μεμβράνη τους, με 

μειωμένη την παρουσία υπεροξειδοσίνης και καταλάσης είτε στην αρχή είτε και στο πέρας των 42 ημερών 

(Εικόνα Δ24.Β). 



86 
 

 

Εικόνα Δ24: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων ενδοκυττάριων δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS) σε φρέσκο αίμα και 

αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα ετερόζυγων β++, β+ και β0 σε συνθήκες τράπεζας αίματος (Α). (Β) Επιλεγμένες πρωτεΐνες που 

σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. A.U.: 

αυθαίρετες μονάδες (arbitrary units). (†) P < 0,05, β++ έναντι β+. (ο) P < 0,05, β++ έναντι β0. 

 Παρά το γεγονός ότι οι ετερόζυγοι δεν εμφάνισαν κάποια διαφορά στα κυτοσολικά επίπεδα 

πρωτεασωμικής ενεργότητας ερυθροκυττάρων σε σύγκριση με τους μάρτυρες, εντός της ομάδας οι ενεργότητες 

τύπου κασπάσης και θρυψίνης παρουσίασαν χαμηλότερες τιμές στους β++ σε σύγκριση με τους β+ (Εικόνα Δ25.Α). 

Η πρωτεασωμική ενεργότητα στη μεμβράνη επέδειξε πιο σποραδικές διαφορές, με την ίδια ομάδα ετερόζυγων να 

παρουσιάζει χαμηλότερα επίπεδα και των τριών τύπων ενεργότητας στην αρχή ή/και το τέλος της αποθηκευτικής 

περιόδου σε σχέση με τους β+ (Εικόνα Δ25.Β). Αξίζει να αναφερθεί ότι οι υπομονάδες του πρωτεασωμικού 

συμπλόκου 20S που αντιστοιχούν στις τρεις διακριτές ενεργότητες, δηλαδή η β5 (τύπου χυμοθρυψίνης), β1 

(τύπου κασπάσης) και β2 (τύπου θρυψίνης), βρέθηκαν λιγότερο δεσμευμένες στις μεμβράνες των 

ερυθροκυττάρων β++ της ημέρας 42 σε σύγκριση με τις μεμβράνες ερυθροκυττάρων στις δύο άλλες ομάδες 

ετερόζυγων αιμοδοτών (Εικόνα Δ25.Γ). Μοριακές συνοδοί, όπως οι HSPs και υπομονάδες του συμπλόκου Τ, ήταν 

επίσης μειωμένες στην ομάδα των β++ σε σχέση με των β+, ενώ συγκεκριμένα η HSP70 εμφάνισε μέγιστες τιμές 

στους β+ έναντι των δύο άλλων ομάδων (Εικόνα Δ25.Γ). 
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Εικόνα Δ25: Διαγραμματική απεικόνιση των επιπέδων κυτοσολικής (Α) και μεμβρανικής (Β) πρωτεασωμικής ενεργότητας σε 

φρέσκο αίμα και αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα ετερόζυγων β++, β+ και β0 σε συνθήκες τράπεζας αίματος. (Γ) Επιλεγμένες 

πρωτεοστατικές πρωτεΐνες. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. A.U.: αυθαίρετες 

μονάδες (arbitrary units). (†) p < 0,05, β++ έναντι β+. (ο) p < 0,05, β++ έναντι β0. (∩) p < 0,05, β+ έναντι β0. 

 Τέλος, αναδείχθηκαν διαφορές και σε μεταβολικές παραμέτρους. Στα κυκλοφορούντα ερυθροκύτταρα 

των αιμοδοτών β++, η ενεργότητα G6PD και τα επίπεδα NADPH και πυριδοξάλης ήταν αυξημένα σε σχέση με αυτά 

των β+ (Εικόνα Δ26.Α). Κατά την αποθήκευση, ξεχώρισε η αργινίνη, η οποία διατήρησε τα υψηλότερα επίπεδα 

που παρουσίαζε και in vivo στην ομάδα β++ έναντι των υπόλοιπων ομάδων, συνοδευόμενη από την αργινάση, με 

τη μειωμένη παρουσία της στη μεμβράνη των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων των ίδιων αιμοδοτών (Εικόνα 

Δ26.Β). Επίσης, οι β++, συγκρινόμενοι με τους β+, εμφάνισαν χαμηλότερα ερυθροκυτταρικά επίπεδα χολίνης και 1-

φωσφορικής σφιγγοσίνης κατά την αποθήκευση (Εικόνα Δ26.Β). Εστιάζοντας στους β0, μεταβολίτες των 



88 
 

καρβοξυλικών οξέων, του μονοπατιού της γλουταθειόνης αλλά και του μεταβολισμού των  λιπαρών οξέων 

βρέθηκαν μειωμένοι στα ερυθροκύτταρά τους έναντι των άλλων δύο υποκατηγοριών ετερόζυγων (Εικόνα Δ27). 

 

Εικόνα Δ26: Διαγραμματική απεικόνιση επιπέδων μεταβολιτών σε ερυθροκύτταρα ετερόζυγων β++, β+ και β0. (Α) Επίπεδα 

ενεργότητας G6PD και σχετικών μεταβολιτών σε κυκλοφορούντα ερυθροκύτταρα. (Β) Επίπεδα μεταβολιτών και σχετιζόμενων 

πρωτεϊνών σε φρέσκο αίμα και αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα σε συνθήκες τράπεζας αίματος. Οι μπάρες σφάλματος 

αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. F: φρέσκο αίμα. A.U.: αυθαίρετες μονάδες (arbitrary units). (†) p < 0,05, β++ έναντι 

β+. (ο) p < 0,05, β++ έναντι β0. (#) p < 0,05, β+ έναντι β0. 

 

Εικόνα Δ27: Απεικόνιση επιπέδων μεταβολιτών σε ερυθροκύτταρα ετερόζυγων β0 σε σχέση με β++ και β+ με τη μορφή 

θερμικού χάρτη. Οι δείκτες αφορούν στην αποθηκευτική περίοδο που παρατηρούνται οι διαφορές. Όσο πιο σκούρο το μπλε 

χρώμα, τόσο πιο μικρός είναι ο λόγος β0/β++ ή β0/β+. Ισχύει p < 0,05 και fold > 1.25 σε όλες τις διαφορές. 
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Δ.3 Μετα-μεταγγισιακή Μελέτη in vitro και in vivo 

 Για να μελετηθούν τα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για β-μεσογειακή αναιμία σε όλους τους κρίκους 

της αλυσίδας της μετάγγισης πραγματοποιήθηκαν πειράματα προσομοίωσης in vitro, καθώς και μεταγγίσεις 

σημασμένων ερυθροκυττάρων σε ζωικά μοντέλα.  

Δ.3.1 In vitro Μοντέλο Μετάγγισης 

Αρχικά, ερυθροκύτταρα από δέκα αιμοδότες κάθε ομάδας αναμίχθηκαν με πλάσμα υποψήφιων 

αιμοληπτών (υγιών και μεταγγισιοεξαρτώμενων βΜΑ ασθενών) στην αρχή και το τέλος της αποθηκευτικής 

περιόδου. Όπως αναλύθηκε στην παράγραφο των Μεθόδων, η αναλογία της ανάμιξης αντιστοιχεί στη χορήγηση 

δύο μονάδων μετάγγισης. Ακολούθησε 24ωρη επώαση σε θερμοκρασία σώματος και μετρήσεις πλήθους 

παραμέτρων αιμόλυσης, οξειδοαναγωγικού ισοζυγίου και πρωτεόστασης.  

Η έκθεση σε υγιές πλάσμα και θερμοκρασία σώματος οδήγησε στη διατήρηση της χαμηλότερης 

αυθόρμητης, οσμωτικής και μηχανικής αιμόλυσης των ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με μεταλλαγές στο γονίδιο 

της β-σφαιρίνης, τόσο εκείνων πρώιμης όσο και προχωρημένης αποθήκευσης (Εικόνα Δ28.Α). Μάλιστα, τα 

κύτταρα ετερόζυγων αιμοδοτών ημέρας 42 εμφάνισαν και χαμηλότερα επίπεδα ελεύθερης αιμοσφαιρίνης μετά 

από οξειδωτικό ερέθισμα. Όσον αφορά στα ενδοκυττάρια επίπεδα ROS, δεν παρατηρήθηκε κάποια διαφορά 

μεταξύ των ανασυσταμένων κυττάρων των δύο ομάδων, είτε με είτε χωρίς την εφαρμογή εξωτερικού οξειδωτικού 

ερεθίσματος (Εικόνα Δ28.Β). Από την άλλη, οι πρωτεασωμικές ενεργότητες τύπου χυμοθρυψίνης, κασπάσης και 

θρυψίνης παρουσίασαν υψηλότερα επίπεδα στα ερυθροκύτταρα της ομάδας αιμοδοτών με στίγμα σε σχέση με 

των μαρτύρων, και στις δύο χρονικές στιγμές που μελετήθηκαν (Εικόνα Δ28.Γ). Στη μεμβράνη, η υπεροξείδωση 

των λιπιδίων βρέθηκε χαμηλότερη στην ίδια ομάδα αιμοδοτών (Εικόνα Δ28.Δ). Τέλος, ενώ η εξωτερίκευση 

φωσφατιδυλοσερίνης μετά την προσομοίωση της μετάγγισης δε διέφερε μεταξύ των δύο κατηγοριών 

ερυθροκυττάρων, τα παραγόμενα κυστίδια που εκθέτουν το συγκεκριμένο μόριο ήταν λιγότερα σε βΜΑ 

ετερόζυγα ερυθροκύτταρα πρώιμης και προχωρημένης αποθήκευσης (Εικόνα Δ28.Ε). Όπως στο υγιές πλάσμα, 

έτσι και στο θαλασσαιμικό, τα ερυθροκύτταρα με στίγμα βΜΑ εμφάνισαν χαμηλότερη αυθόρμητη λύση, καθώς 

και μειωμένη επιρρέπεια σε λύση μετά από μηχανικό, οσμωτικό και οξειδωτικό ερέθισμα (Εικόνα Δ29.Α). Τα 

ερυθροκύτταρα προχωρημένης αποθήκευσης της ομάδας των ετερόζυγων που ανασυστάθηκαν με βΜΑ πλάσμα 

είχαν μικρότερη συσσώρευση ενδογενών ROS σε σχέση με τα αντίστοιχα των αιμοδοτών-μαρτύρων, αποτέλεσμα 

που δεν εμφανίστηκε στις επαγόμενες ROS (Εικόνα Δ29.Β). Για ακόμη μία φορά, οι τρεις πρωτεασωμικές 

ενεργότητες βρέθηκαν υψηλότερες καθολικά στα ανασυσταμένα κύτταρα των αιμοδοτών με στίγμα βΜΑ (Εικόνα 

Δ29.Γ). Σε αντίθεση με το υγιές πλάσμα, η έκθεση σε πλάσμα ασθενούς δεν οδήγησε σε ανάδειξη διαφορών στην 

υπεροξείδωση των λιπιδίων της μεμβράνης των δύο κατηγοριών κυττάρων (Εικόνα Δ29.Δ). Όμως, παρά την 

απουσία διαφοράς στην εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης, πάλι ήταν λιγότερα τα πηκτικά κυστίδια που 

δημιουργήθηκαν μετά την ανασύσταση βΜΑ ετερόζυγων ερυθροκυττάρων σε σύγκριση με των μαρτύρων, 

ανεξαρτήτως χρόνου αποθήκευσης (Εικόνα Δ29.Ε). 
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Εικόνα Δ28: Διαγραμματική απεικόνιση φυσιολογικών παραμέτρων ανασυσταμένων σε υγιές πλάσμα ερυθροκυττάρων 

αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία στη β-μεσογειακή αναιμία. Επίπεδα παραμέτρων (Α) αιμόλυσης, (Β) οξειδωτικού 

φορτίου, (Γ) πρωτεασωμικής ενεργότητας, (Δ) υπεροξείδωσης λιπιδίων και (Ε) εξωτερίκευσης φωσφατιδυλοσερίνης. Οι 

μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. Οι διακεκομμένες γραμμές αντιστοιχούν στο μέσο όρο των 

αποθηκευτικών επιπέδων. (*) P < 0,05, ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων. 
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Εικόνα Δ29: Διαγραμματική απεικόνιση φυσιολογικών παραμέτρων ανασυσταμένων σε θαλασσαιμικό πλάσμα 

ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με ή χωρίς ετεροζυγωτία στη β-μεσογειακή αναιμία. Επίπεδα παραμέτρων (Α) αιμόλυσης, (Β) 

οξειδωτικού φορτίου, (Γ) πρωτεασωμικής ενεργότητας, (Δ) υπεροξείδωσης λιπιδίου και (Ε) εξωτερίκευσης 

φωσφατιδυλοσερίνης. Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε τιμή τυπικής απόκλισης. Οι διακεκομμένες γραμμές 

αντιστοιχούν στο μέσο όρο των αποθηκευτικών επιπέδων. (*) P < 0,05, ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων. 

Δ.3.2 Ζωικό Μοντέλο Μετάγγισης 

 Για την πραγματοποίηση των πειραμάτων μετάγγισης σε μύες, παραλήφθηκαν δεκαέξι επιπλέον μονάδες 

μετάγγισης (8 από κάθε ομάδα). Το πρώτο βήμα, ήταν να ελεγχθεί ότι η συγκεκριμένη ομάδα ετερόζυγων ήταν 

αντιπροσωπευτική, πως παρουσίαζε δηλαδή τις ίδιες διαφορές σε σχέση με τους μάρτυρες. Για το λόγο αυτό, 
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εκτελέστηκαν διάφορα φυσιολογικά πειράματα στην αρχή, το μέσο και το τέλος της αποθηκευτικής περιόδου των 

νέων μονάδων. Οι διαφορές παρουσιάζονται στον Πίνακα Δ2. 

Πίνακας Δ2. Διαφορές σε φυσιολογικές παραμέτρους κατά την αποθήκευση ερυθροκυττάρων από ετερόζυγους για βΜΑ και 

αιμοδότες μάρτυρες. 

Παράμετροι 
Ημέρα 7 Ημέρα 21 Ημέρα 42 

Μάρτυρες Ετερόζυγοι Μάρτυρες Ετερόζυγοι Μάρτυρες Ετερόζυγοι 

Αυθόρμητη Αιμόλυση  

(mg Hb/dL) 
10,47±3,78 8,70±2,24 22,8±4,70 17,10±3,67* 37,22±7,69 25,66±5,61* 

Οσμωτική Αιμόλυση 

(% NaCl) 
0,443±0,011 0,381±0,029* 0,474±0,010 0,408±0,036* 0,480±0,019 0,409±0,032* 

Μηχανική Αιμόλυση  

(%) 
1,025±0,190 0,623±0,147* 1,148±0,195 0,756±0,082* 1,302±0,181 0,977±0,146* 

Οξειδωτική Αιμόλυση 

(mg Hb/dL) 
14,57±3,85 13,26±3,39 29,88±7,42 19,34±6,50* 48,60±12,53 29,93±8,81* 

Αντιοξειδωτική Ικανότητα 

(Α.Ι.) Υπερκειμένου 

(µM Fe2+) 

418±60 523±95* 392±36 472±103 355±52 380±63 

Εξαρτώμενη από το Ουρικό 

Α.Ι. 

(µM Fe2+) 

239±29 358±69* 231±38 296±51* 161±45 155±64 

Ανεξάρτητη από το Ουρικό 

Α.Ι. 

(µM Fe2+) 

178±59 165±48 161±34 176±96 194±39 235±35 

Ενδογενείς ROS 

(RFU/mg πρωτεΐνης) 
980±201 840±133 1084±102 942±110* 870±145 694±72* 

tBHP – ROS 

(RFU/mg πρωτεΐνης) 
3043±964 2520±832 3994±1217 2987±1233 2435±571 2112±610 

Διαμίδιο – ROS 

(RFU/mg πρωτεΐνης) 
2067±612 1888±679 2198±621 1983±633 1933±688 1463±591 

Φαινυλυδραζίνη – ROS 

(RFU/mg πρωτεΐνης) 
15751±5380 18152±5552 16492±4238 16713±3425 14211±5344 15407±6125 

Υπεροξείδωση Λιπιδίων 

(µM TBA/ mL RBC) 
35,16±5,26 30,57±3,19 43,32±6,04 36,10±4,58* 48,41±5,12 41,30±5,16* 

Οι τιμές αντιστοιχούν σε μέσο όρο ± τυπική απόκλιση. (*) P < 0,05. ROS: δραστικές ρίζες οξυγόνου. tBHP: τερτ-βούτυλ-

υδρουπεροξείδιο. TBA: θειοβαρβιτουρικό οξύ. 
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 Τα ερυθροκύτταρα της νεο-παραληφθείσας ομάδας ετερόζυγων όντως παρουσίασαν τα χαρακτηριστικά 

που αναλύθηκαν στην αποθηκευτική μελέτη της προηγούμενης ομάδας. Πιο συγκεκριμένα, βρέθηκαν 

ανθεκτικότερα σε λύση με ή χωρίς επιπλέον ερέθισμα και εμφάνισαν μειωμένες ενδογενείς ROS και χαμηλότερη 

υπεροξείδωση λιπιδίων από το μέσο της αποθήκευσης και μετά, συγκρινόμενα με τα αντίστοιχα των αιμοδοτών-

μαρτύρων. Επίσης, η εξωκυττάρια αντιοξειδωτική τους ικανότητα βρέθηκε αυξημένη, κυρίως εκείνη που 

εξαρτάται από το ουρικό οξύ. 

 Μετά τη μετάγγιση μίγματος διαφορικά σημασμένων ερυθροκυττάρων από τις δύο ομάδες σε μύες 

(ανοσοεπαρκείς και ανοσοανεπαρκείς), δεν παρατηρήθηκε κάποια σημαντική διαφορά στη συμπεριφορά των 

ζώων. Συγκεκριμένα, οι μύες δεν ήταν ληθαργικοί αλλά χαρακτηρίζονταν από φυσιολογική κινητικότητα, 

κατανάλωναν την αναμενόμενη ποσότητα τροφής και νερού και διατηρούσαν την κοινωνικότητά τους. Έγινε 

εβδομαδιαία καταμέτρηση του βάρους τους, σε σύγκριση με αντίστοιχους μύες που δεν είχαν δεχθεί μετάγγιση, 

και δεν παρατηρήθηκε κάποια μεταβολή (Εικόνα Δ30.Α). Απευθείας μετά τη μετάγγιση (εντός εικοσαλέπτου) οι 

μύες, ανεξαρτήτως του ανοσολογικού τους υποβάθρου, εμφάνισαν αυξημένη ελεύθερη αιμοσφαιρίνη τόσο στο 

πλάσμα (Εικόνα Δ30.Β), όσο και στα ούρα (Εικόνα Δ30.Γ), αποτέλεσμα που δεν παρατηρήθηκε 24 ώρες μετά.  

 

Εικόνα Δ30: Διαγραμματική απεικόνιση παραμέτρων ευζωίας και αιμόλυσης σε μύες που δέχθηκαν μετάγγιση ανθρώπινων 

ερυθροκυττάρων. (Α) Μεταβολή του βάρους μεταγγιζόμενων μυών σε σχέση με μύες-μάρτυρες. Ελεύθερη αιμοσφαιρίνη στο 

πλάσμα (Β) και στα ούρα (Γ) μυών πριν, αμέσως μετά και 24 ώρες μετά τη μετάγγιση.  Οι μπάρες σφάλματος αντιστοιχούν σε 

τιμή τυπικής απόκλισης. (*) P < 0,05, 20min μετά έναντι πριν από- και 24 ώρες μετά- τη μετάγγιση. 

 Για να αποσαφηνιστεί εάν η παρατηρούμενη ελεύθερη αιμοσφαιρίνη οφείλεται περισσότερο σε κάποια 

εκ των δύο κατηγοριών ερυθροκυττάρων, και έτσι να εξακριβωθεί εάν υπάρχει διαφορά που μπορεί να 

επηρεάσει τα μετα-μεταγγισιακά αποτελέσματα, έγινε και διακριτή μετάγγιση μυών με ερυθροκύτταρα των δύο 



94 
 

ομάδων. Όμως, δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά στα επίπεδα ελεύθερης αιμοσφαιρίνης στο πλάσμα (π.χ., 

ερυθροκύτταρα προχωρημένης αποθήκευσης, 20 λεπτά σε ανοσοεπαρκείς μύες: 81,37 ± 38,55 έναντι 85,62 ± 

31,57 / σε ανοσοανεπαρκείς μύες: 92,55 ± 32,12 έναντι 87,32 ± 28,48, ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων), ούτε και στα 

ούρα (π.χ., ερυθροκύτταρα προχωρημένης αποθήκευσης, 20 λεπτά σε ανοσοεπαρκείς μύες: 48,52 ± 19,35 έναντι 

42,86 ± 21,7 / σε ανοσοανεπαρκείς μύες: 40,32 ± 26,70 έναντι 51,28 ± 32,52, ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων).  

 Μετά τη μετάγγιση μίγματος φρέσκων ή αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων από ετερόζυγους και 

αιμοδότες-μάρτυρες (σε αναλογία 1:1), που είχαν σημανθεί με τις φθορίζουσες χρωστικές D-383 και D-307, 

αντίστοιχα, αναδείχθηκαν τάσεις για αυξημένη ανάκτηση των ερυθροκυττάρων που προέρχονταν από 

ετερόζυγους αιμοδότες, ανεξαρτήτως του γενετικού υποβάθρου του ζώου-δέκτη και της ηλικίας των κυττάρων 

(Εικόνα Δ31).  

 

Εικόνα Δ31: Διαγραμματική απεικόνιση της 24ωρης ανάκτησης μετά από μετάγγιση ανθρώπινων ερυθροκυττάρων 

(μαρτύρων και ετερόζυγων για β-μεσογειακή αναιμία) σε ανοσοεπαρκείς (Α) και ανοσοανεπαρκείς (Β) μύες. Στην εικόνα 

φαίνονται κι επιλεγμένα dot plots από την κυτταρομετρία ροής. (*) P < 0,05, ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων. 

 Παρότι οι συγκεκριμένες χρωστικές έχουν ξαναχρησιμοποιηθεί σε πρωτόκολλα μετα-μεταγγισιακής 

ανάκτησης, δεν έχουν δοκιμαστεί στο παρελθόν σε ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με μεταλλαγές στη β-σφαιρίνη, 

επομένως πραγματοποιήθηκε και η αντίστροφη χρώση με σκοπό την επιβεβαίωση του παρατηρούμενου 
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προτύπου. Όπως φαίνεται στον Πίνακα Δ3, η διαφορετική επιβίωση στο ξενοβιωτικό μοντέλο μετάγγισης 

επιβεβαιώθηκε και στις νέες συνθήκες.  

Πίνακας Δ3. Μετα-μεταγγισιακή ανάκτηση ερυθροκυττάρων ετερόζυγων για β-μεσογειακή αναιμία και μαρτύρων μετά 

από αντίστροφη σήμανση.  

 
Φρέσκα Ερυθροκύτταρα Πρώιμη Αποθήκευση Προχωρημένη Αποθήκευση 

Μάρτυρες Ετερόζυγοι Μάρτυρες Ετερόζυγοι Μάρτυρες Ετερόζυγοι 

Ανάκτηση σε C57BL/6J 

μύες  

(%) 

4,36±1,32 5,59±1,06 4,83±0,89 5,96±1,19* 4,10±0,82 5,05±1,22 

P=0,059 P=0,049 P=0,091 

Ανάκτηση σε NOD/SCID 

μύες 

(%) 

6,26±0,97 7,03±1,35 6,27±1,08 7,29±0,91 5,43±1,30 6,53±1,33 

P=0,224 P=0,085 P=0,116 

Οι τιμές παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± τυπική απόκλιση. (*) P < 0,05. 

Η συνέπεια των αποτελεσμάτων μεταξύ των δύο συνδυασμών χρώσης των κυττάρων, δηλαδή η σταθερά 

παρατηρούμενη τάση υπέρ των ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με στίγμα βΜΑ, κατέστησε δυνατή τη συνολική 

αξιολόγηση της ευρεθείσας διαφορικής ανάκτησης. Πιο συγκεκριμένα, μέσω ανάλυσης του συνόλου των 

ποσοστών 24ωρης ανάκτησης που προέκυψαν από τους δύο τρόπους χρώσης (Εικόνα Δ31, Πίνακας Δ3), όλες οι 

διαφορές, ανεξαρτήτως χρόνου αποθήκευσης και ανοσοεπάρκειας δέκτη, αναδείχθηκαν στατιστικά σημαντικές 

(Εικόνα Δ32). 

 

Εικόνα Δ32: Διαγραμματική απεικόνιση της 24ωρης ανάκτησης μετά από μετάγγιση ανθρώπινων ερυθροκυττάρων 

(μαρτύρων και ετερόζυγων για β-μεσογειακή αναιμία) σε ανοσοεπαρκείς (Α) και ανοσοανεπαρκείς (Β) μύες, ανεξαρτήτως 

χρώσης. (*) P < 0,05, ετερόζυγοι έναντι μαρτύρων. 

Δ.4 Διασύνδεση Αιμοδότη – Μετα-μεταγγισιακών Φαινοτύπων 

 Μεταξύ των δύο κατηγοριών αιμοδοτών παρατηρήθηκαν διαφορές σε κάθε κρίκο της αλυσίδας 

μετάγγισης, επομένως, για να βρεθούν πιθανές υποβόσκουσες αιτίες, πραγματοποιήθηκαν αναλύσεις συσχέτισης 
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μεταξύ παραμέτρων των τριών διακριτών τμημάτων της αλυσίδας. Οι συσχετίσεις αυτές μπορούν να 

αποτελέσουν τη βάση για διενέργεια στοχευμένων πειραμάτων που θα οδηγήσουν στην ανίχνευση του 

μηχανιστικού υποβάθρου των παρατηρούμενων διαφορών μεταξύ των δύο ομάδων. 

Δ.4.1 Συσχετίσεις Αποθηκευτικών – Μετα-μεταγγισιακών Παραμέτρων in vitro και in vivo 

 Πρώτα απ’ όλα, ελέγχθηκε η ύπαρξη στατιστικά σημαντικών συσχετίσεων μεταξύ φυσιολογικών και 

ολιστικών παραμέτρων των αποθηκευμένων δειγμάτων και φυσιολογικών παραμέτρων ή της ανάκτησης μετά την 

in vitro ή in vivo μετάγγιση, αντίστοιχα. Στις εικόνες που ακολουθούν παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της 

ανάλυσης όσον αφορά σε ερυθροκύτταρα προχωρημένης αποθήκευσης, ανασυσταμένα σε θαλασσαιμικό 

πλάσμα, όμως αντίστοιχα αποτελέσματα αναδείχθηκαν και στις υπόλοιπες συνθήκες της παρούσας μελέτης. 

 Συστατικά του κυτταροσκελετού, όπως η σπεκτρίνη, αλλά και μόρια όπως η αλβουμίνη και οι καρνιτίνες 

των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων, βρέθηκαν αρνητικά συσχετιζόμενα με την αυθόρμητη αιμόλυση μετά την 

ανασύσταση, ανεξαρτήτως της ύπαρξης ή όχι μεταλλαγών στη β-σφαιρίνη (Εικόνα Δ33.Α). Αντιοξειδωτικά μόρια, 

συμπεριλαμβανομένης της πυριδοξαμίνης και του αφυδροασκορβικού οξέος, καθώς και το ενδοκυττάριο ATP 

παρουσίασαν αντίστοιχη εικόνα. Αντιθέτως, το NADP+ και δείκτες στρες, όπως το γαλακτικό (μόνο στους 

ετερόζυγους) ή η πρόσδεση υπεροξειδοσίνης-2 στη μεμβράνη, βρέθηκαν θετικά συσχετιζόμενα με την αυθόρμητη 

αιμόλυση μετά την in vitro μετάγγιση (Εικόνα Δ33.Α). Η οσμωτικά επαγόμενη αιμόλυση των ανασυσταμένων 

ερυθροκυττάρων βρέθηκε ανάλογη της αντίστοιχης κατά την αποθήκευση και στις δύο κατηγορίες αιμοδοτών, και 

επιπλέον ανάλογη της μηχανικής αιμόλυσης αποκλειστικά στους ετερόζυγους (Εικόνα Δ33.Β). Ο 

κυτταροσκελετός, οι λιπιδικές σχεδίες και το οξειδωτικό/ενεργειακό ισοζύγιο εμφάνισαν στην οσμωτική 

ευθραυστότητα το ίδιο μοτίβο με εκείνο που παρατηρήθηκε στην αυθόρμητη λύση. Επιπλέον, η παρουσία 

πρωτεοστατικών μορίων στη μεμβράνη φάνηκε να συνδέεται αρνητικά με τη συγκεκριμένη παράμετρο (Εικόνα 

Δ33.Β). Η μηχανική αιμόλυση των ανασυσταμένων ερυθροκυττάρων που προέρχονταν από ετερόζυγους 

αιμοδότες εμφάνισε επίπεδα ανάλογα τόσο της μηχανικής όσο και της οσμωτικής αιμόλυσης κατά την 

αποθήκευση (Εικόνα Δ33.Γ). Και σε αυτή την παράμετρο, συστατικά του κυτταροσκελετού, 

συμπεριλαμβανομένης της μυοσίνης-9, δείκτες στρες και ο ενεργειακός μεταβολισμός, παρουσίασαν και στις δύο 

κατηγορίες ερυθροκυττάρων αποτελέσματα αντίστοιχα των προαναφερθέντων. Αξίζει να αναφερθεί πως τα 

επίπεδα του μηχανοευαίσθητου καναλιού piezo-1 συσχετίζονταν θετικά με τη μηχανική ευθραυστότητα μετά την 

ανασύσταση (Εικόνα Δ33.Γ). Τέλος, τόσο τα εγγενή επίπεδα ROS, όσο και η οξειδωτική αιμόλυση (κυρίως στους 

μάρτυρες) των αποθηκευμένων κυττάρων, μαζί με δείκτες ενεργειακού στρες (AMP) αναδείχθηκαν ως θετικά 

συσχετιζόμενα με την οξειδωτική αιμόλυση των in vitro «μεταγγισμένων» ερυθροκυττάρων (Εικόνα Δ33.Δ). Στον 

αντίποδα, αντιοξειδωτικές παράμετροι, όπως η γλουταθειόνη (στους ετερόζυγους) και το αφυδροασκορβικό οξύ 

(στους μάρτυρες), καθώς και πλήθος πρωτεοστατικών παραμέτρων, συμπεριλαμβανομένων των τριών 

ενεργοτήτων του πρωτεασώματος, παρουσίασαν αρνητικές συνδέσεις με την οξειδωτική αιμόλυση (Εικόνα 

Δ33.Δ). 
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Εικόνα Δ33: Διαγραμματική απεικόνιση συσχετίσεων (κατακόρυφος άξονας: r) παραμέτρων της αποθήκευσης (οριζόντιος 

άξονας) και της μετα-αποθηκευτικής αυθόρμητης (Α), οσμωτικής (Β), μηχανικής (Γ) και οξειδωτικής αιμόλυσης (Δ). 

Διακεκομμένη γραμμή: όριο στατιστικής σημασίας. 6PG: 6-φωσφογλυκονικό οξύ, CCT: υπομονάδα συμπλόκου T, COPS: 

υπομονάδα COP9 σηματοσώματος, DHA: αφυδροασκορβικό οξύ, FBP: 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη, G3P: 3-φωσφορική 

γλυκεραλδεΰδη, GPX4: υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, PSM: πρωτεασωμική υπομονάδα, S-L-GSH: S-

λακτοΰλγκουταθειόνη, TCP1: πρωτεΐνη 1 του συμπλόκου Τ. 
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Όσον αφορά στο οξειδωτικό φορτίο (εγγενές ή επαγόμενο) των ανασυσταμένων ερυθροκυττάρων, 

εντοπίστηκε μία γενική διασύνδεση με τα επίπεδα εγγενών/επαγόμενων ROS κατά την αποθήκευση, παράλληλα 

με μία αντίστροφη συσχέτιση με αντιοξειδωτικά μόρια, όπως το ασκορβικό ή η γλουταθειόνη (Εικόνα Δ34). 

Επιπλέον, ανιχνεύθηκαν αρνητικές συσχετίσεις μεταξύ του ενεργειακού μεταβολισμού (ATP, φωσφορικό), καθώς 

και πρωτεοστατικών πρωτεϊνών των αποθηκευμένων κυττάρων, και της συσσώρευσης ROS μετά την 

προσομοίωση της μετάγγισης. Είναι σημαντικό να μην παραληφθεί το γεγονός ότι οι ενεργότητες του 

πρωτεασώματος εμφάνισαν στατιστικά σημαντική συσχέτιση μόνο στην ομάδα των ετερόζυγων αιμοδοτών 

(Εικόνα Δ34).  

 

Εικόνα Δ34: Διαγραμματική απεικόνιση συσχετίσεων (κατακόρυφος άξονας: r) παραμέτρων της αποθήκευσης (οριζόντιος 

άξονας) και της μετα-αποθηκευτικής ενδοκυττάριας συσσώρευσης ενδογενών (A) και επαγόμενων από φαινυλυδραζίνη (Β) 

δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS). Αντίστοιχες συσχετίσεις βρέθηκαν και μετά την επαγωγή με τερτ-βουτυλ-υδροϋπεροξείδιο 

(tBHP) και διαμίδιο. Διακεκομμένη γραμμή: όριο στατιστικής σημασίας. CCT: υπομονάδα συμπλόκου T, COPS: υπομονάδα 

COP9 σηματοσώματος, G3P: 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη, PSM: πρωτεασωμική υπομονάδα, TCP1: πρωτεΐνη 1 του 

συμπλόκου Τ, UAiAC: εξωκυττάρια αντιοξειδωτική ικανότητα ανεξάρτητη του ουρικού. 

Η πρωτεασωμική ενεργότητα των ανασυσταμένων ερυθροκυττάρων βρέθηκε ανάλογη της αντίστοιχης 

κατά την αποθήκευση, όπως και ανάλογη της ύπαρξης πρωτεασωμικών υπομονάδων και μοριακών συνοδών στη 

μεμβράνη (Εικόνα Δ35.Α). Το οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο εμφανίστηκε για άλλη μία φορά στη συγκεκριμένη 

ανάλυση, με αντιοξειδωτικές παραμέτρους (κυρίως στην ομάδα των ετερόζυγων) να συνδέονται θετικά και 

οξειδωτικούς δείκτες να εμφανίζουν διακριτό μοτίβο ανάλογα με το χρόνο αποθήκευσης: θετική σύνδεση στην 
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αρχή (π.χ. αλλαντοϊκό οξύ) και αρνητική στο τέλος (π.χ. εγγενή ROS) (Εικόνα Δ35.Α). Η υπεροξείδωση των 

λιπιδίων στο περιβάλλον προσομοίωσης του δέκτη, βρέθηκε να συσχετίζεται αρνητικά με το ενεργειακό δυναμικό 

(π.χ. αδενίνη) και τη στοματίνη και στις δύο ομάδες αιμοδοτών, ενώ αναδείχθηκε επιπλέον αρνητική συσχέτιση 

με την πυριδοξαμίνη και τη σφιγγοσίνη στα ερυθροκύτταρα που προέρχονταν από ετερόζυγους (Εικόνα Δ35.Β). 

Αντιθέτως, θετικές συνδέσεις εμφανίστηκαν με τις εγγενείς ROS και τα επίπεδα συνδεδεμενων ανοσοσφαιρινών 

στη μεμβράνη (Εικόνα Δ35.Β). Η εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης και η παραγωγή κυστιδίων που την 

εκφράζουν φάνηκε να συνδέεται με το οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο των αποθηκευμένων κυττάρων (π.χ. θετικά με 

τις εγγενείς ROS), καθώς και με παραμέτρους σχετιζόμενες με την ασύμμετρη κατανομή των λιπιδίων στη 

μεμβράνη (π.χ. αρνητικά με τη φλιπάση) (Εικόνα Δ35.Γ). Όπως ήταν αναμενόμενο, μόρια της ομοιόστασης του 

ασβεστίου αναδείχθηκαν στις συσχετίσεις με την εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης, ενώ το ενεργειακό 

ισοζύγιο στις αντίστοιχες με τα προθρομβωτικά κυστίδια (Εικόνα Δ35.Γ). 

 

Εικόνα Δ35: Διαγραμματική απεικόνιση συσχετίσεων (κατακόρυφος άξονας: r) παραμέτρων της αποθήκευσης (οριζόντιος 

άξονας) και της μετα-αποθηκευτικής πρωτεασωμικής ενεργότητας τύπου κασπάσης (A), υπεροξείδωσης λιπιδίων της 

μεμβράνης (Β) και εξωτερίκευσης φωσφατιδυλοσερίνης (PS) σε κύτταρα και κυστίδια (Γ). Αντίστοιχες συσχετίσεις 

αναδείχθηκαν και στις ενεργότητες τύπου χυμοθρυψίνης και θρυψίνης. Διακεκομμένη γραμμή: όριο στατιστικής σημασίας. 

G3P: 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη, GPX4: υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, PSM: πρωτεασωμική υπομονάδα, S-L-GSH: S-

λακτοϋλγλουταθειόνη, tBHP: τερτ-βουτυλ-υδρουπεροξείδιο, TCP1: πρωτεΐνη 1 του συμπλόκου Τ, UAdAC: εξωκυττάρια 

αντιοξειδωτική ικανότητα εξαρτώμενη του ουρικού. 
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Τέλος, ελέγχθηκε η ύπαρξη συσχετίσεων μεταξύ παραμέτρων της αποθήκευσης και της ανάκτησης στους 

μύες-δέκτες. Τόσο η αυθόρμητη, όσο και η οσμωτική και η μηχανική αιμόλυση εμφάνισαν αρνητική συσχέτιση με 

την 24ωρη ανάκτηση των ερυθροκυττάρων ετερόζυγων για βΜΑ πρώιμης και προχωρημένης αποθήκευσης 

(Εικόνα Δ36.Α-Γ). Από αυτές τις παραμέτρους μόνο η αυθόρμητη αιμόλυση των γηρασμένων ερυθροκυττάρων-

μαρτύρων παρουσίασε την ίδια σύνδεση (Εικόνα Δ36.Α). Ανάμεσα στις οξειδωτικές παραμέτρους ξεχώρισε η 

οξειδωτική αιμόλυση στο τέλος της αποθήκευσης, η οποία βρέθηκε αντίστροφα συσχετιζόμενη με την ανάκτηση 

και στις δύο ομάδες αιμοδοτών, ενώ την ίδια σύνδεση παρουσίασαν οι ενδογενείς και tBHP-επαγόμενες ROS στα 

ερυθροκύτταρα προχωρημένης αποθήκευσης των ετερόζυγων για βΜΑ (Εικόνα Δ36.Δ-ΣΤ). 

 

Εικόνα Δ36: Διαγραμματική απεικόνιση συσχετίσεων μεταξύ φυσιολογικών παραμέτρων των αποθηκευμένων 

ερυθροκυττάρων και της μετα-μεταγγισιακής ανάκτησης σε ανοσοεπαρκείς μύες. Παρουσιάζονται οι συσχετίσεις της 

ανάκτησης με την αυθόρμητη (Α), οσμωτική (Β), μηχανική (Γ) και οξειδωτική (Δ) αιμόλυση, καθώς και με τις εγγενείς (Ε) και 

επαγόμενες από τερτ-βούτυλ υδροϋπεροξείδιο (tBHP, ΣΤ) δραστικές ρίζες οξυγόνου (ROS). R2 > 0,5 για P < 0,05. Παρόμοια 

αποτελέσματα, με ελαφρώς τροποποιημένα R2, αναδείχθηκαν και στους ανοσοανεπαρκείς μύες.  
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Δ.4.2 Άμεση και Έμμεση Σύνδεση Αιμοδότη – Μετα-μεταγγισιακών Φαινοτύπων 

 Οι σημαντικές διαφορές που παρατηρήθηκαν στην ομάδα των ετερόζυγων για βΜΑ αιμοδοτών σε όλα τα 

επίπεδα που αναλύθηκαν στην παρούσα εργασία, οδήγησαν στην προσπάθεια σύνδεσης της in vivo φυσιολογίας 

του αίματός τους με την «ανώτερη» μετα-μεταγγισιακή εικόνα των ερυθροκυττάρων τους. Ελέγχθηκαν τόσο οι 

απευθείας συνδέσεις αιμοδότη/μετα-μεταγγισιακού φαινοτύπου, όσο και οι έμμεσες συνδέσεις μέσω της 

μονάδας μετάγγισης. Για το λόγο αυτό, πραγματοποιήθηκαν αναλύσεις συσχέτισης μεταξύ παραμέτρων του 

φρέσκου, του αποθηκευμένου και του ανασυσταμένου/μεταγγισμένου αίματος, ολοκληρώνοντας έτσι μία 

«τριγωνική» μελέτη της αλυσίδας της μετάγγισης (Εικόνα Δ37). 

 

Εικόνα Δ37: Σχηματική απεικόνιση της «τριγωνικής» μεθόδου μελέτης των τριών κρίκων της αλυσίδας της μετάγγισης. 

 Ξεκινώντας με τις παραμέτρους αιμόλυσης, όπως φαίνεται στην Εικόνα Δ38 τα επίπεδα του δείκτη 

οσμωτικής ευθραυστότητας διατηρούσαν μία αναλογία μεταξύ των τριών γωνιών του τριγώνου μετάγγισης. 

Επιπλέον, η οσμωτική αιμόλυση του δότη βρέθηκε θετικά συσχετιζόμενη με τη μηχανική αιμόλυση του 

παραγώγου, η οποία με τη σειρά της αναδείχθηκε ανάλογη της οσμωτικής μετά την προσομοίωση της 

μετάγγισης. Η πρώτη σύνδεση παρατηρήθηκε και αντίστροφα. Αντιθέτως, ο δείκτης RDW in vivo παρουσίασε 

αρνητική συσχέτιση με την οσμωτική αιμόλυση τόσο κατά την αποθήκευση όσο και μετά την ανασύσταση, κάτι 

που παρατηρήθηκε και στην περίπτωση της διυδροθυμίνης, τα αποθηκευτικά επίπεδα της οποίας συνδέονταν 

θετικά με τα αντίστοιχα προαποθηκευτικά και επιπλέον αρνητικά με την οσμωτική ευθραυστότητα στο in vitro 

μοντέλο μετάγγισης. Η μηχανικά επαγόμενη αιμόλυση των ανασυσταμένων κυττάρων βρέθηκε να συσχετίζεται 

θετικά τόσο με τη μηχανική όσο και με την οσμωτική αιμόλυση των αποθηκευμένων, καθώς και με τον δείκτη 

MCV, ο οποίος διατηρούσε μία αναλογία των επιπέδων του σε σχέση με την προαποθηκευτική φάση. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον προξένησε η αρνητική σύνδεση μεταξύ των in vivo επιπέδων ενδοκυττάριου ασβεστίου και της 

μηχανικής αιμόλυσης στο περιβάλλον προσομοίωσης του δέκτη, μία σύνδεση που «σπάει» στις δύο πλευρές του 
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τριγώνου ως εξής: (α) θετική συσχέτιση ασβεστίου in vivo με δομικές μεμβρανικές/σκελετικές πρωτεΐνες στο 

παράγωγο, και (β) αρνητική συσχέτιση των τελευταίων με τη μηχανική ευθραυστότητα μετά την ανασύσταση.  

 

Εικόνα Δ38: Στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ φρέσκου αίματος, αποθηκευμένων και ανασυσταμένων 

ερυθροκυττάρων από ετερόζυγους για β-μεσογειακή αναιμία. Τα μεταγγισιακά τρίγωνα εστιάζουν στην οσμωτική, τη 

μηχανική και την αυθόρμητη αιμόλυση μετά την in vitro μετάγγιση. Η σπεκτρίνη δείχνεται ως παράδειγμα πλήθους δομικών 

πρωτεϊνών που εμφάνισαν τις παραπάνω συνδέσεις (π.χ. γλυκοφορίνη C, αγκυρίνη-1 κ.α.). 
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Όσον αφορά στην αυθόρμητη μετα-αποθηκευτική αιμόλυση, βρέθηκε θετικά συσχετιζόμενη με την 

οξειδωτική αιμόλυση των φρέσκων και αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων. Επιπροσθέτως, αναδείχθηκε ένα 

ολοκληρωμένο «μεταγγισιακό τρίγωνο» στη συγκεκριμένη παράμετρο: τα in vivo επίπεδα φωσφοκρεατίνης ήταν 

ανάλογα με τα αντίστοιχα κατά την αποθήκευση και αμφότερα εμφάνιζαν αρνητική σύνδεση με την αιμόλυση 

των ανασυσταμένων δειγμάτων (Εικόνα Δ38). 

 Η ολική και η εξαρτώμενη από το ουρικό οξύ εξωκυττάριες αντιοξειδωτικές ικανότητες εμφάνισαν 

αλληλοδιασύνδεση μεταξύ των επιπέδων τους στο φρέσκο αίμα και το παράγωγο (Εικόνα Δ39). Επίσης, τα in vivo 

επίπεδά τους, καθώς και τα ενδοκυττάρια επίπεδα ουρικού συσχετίζονταν θετικά με τα αντίστοιχα επίπεδα 

ουρικού στη μονάδα μετάγγισης. Στο σύνολό τους οι τρεις αντιοξειδωτικές παράμετροι της αποθήκευσης 

βρέθηκαν αρνητικά συσχετιζόμενες με τη μετα-αποθηκευτική εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης και την 

παραγωγή κυστιδίων που τη φέρουν στην επιφάνειά τους. Μάλιστα, δημιουργήθηκαν δύο ολοκληρωμένα 

«μεταγγισιακά τρίγωνα», καθώς τα in vivo επίπεδα ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας και ουρικού ήταν 

απευθείας αντίστροφα συνδεδεμένα με τον εν λόγω μετα-αποθηκευτικό φαινότυπο (Εικόνα Δ39). 

 

Εικόνα Δ39: Στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ φρέσκου αίματος, αποθηκευμένων και ανασυσταμένων 

ερυθροκυττάρων από ετερόζυγους για β-μεσογειακή αναιμία. Το παρόν μεταγγισιακό τρίγωνο εστιάζει στην εξωτερίκευση 

φωσφατιδυλοσερίνης και την παραγωγή κυστιδίων που την εκφράζουν μετά την in vitro μετάγγιση. Το ουρικό στην εικόνα 

αφορά στον ενδοκυττάριο μεταβολίτη. 

 Στην περίπτωση του πρωτεασώματος, τα επίπεδα της ενεργότητας τύπου χυμοθρυψίνης συνδέονταν  

μεταξύ των τριών κρίκων της αλυσίδας μετάγγισης και σχημάτιζαν ένα ολοκληρωμένο τρίγωνο (Εικόνα Δ40.Α). Η 

ενεργότητα τύπου κασπάσης κατά την αποθήκευση επίσης εμφάνιζε επίπεδα ανάλογα των προ-αποθηκευτικών 
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και επιπλέον, όπως και η ενεργότητα τύπου χυμοθρυψίνης, συνδεόταν θετικά με τα μετα-αποθηκευτικά επίπεδα 

και των δύο ενεργοτήτων (Εικόνα Δ40.Α). 

 Στα ανασυσταμένα κύτταρα η συσσώρευση ROS μετά από οξειδωτικό ερέθισμα, και συγκεκριμένα 

διαμίδιο, ήταν ανάλογη της αντίστοιχης τόσο πριν όσο και κατά την αποθήκευση (Εικόνα Δ40.Β). Αντιθέτως, η 

παρουσία τυροσίνης είτε στο φρέσκο αίμα είτε στα αποθηκευμένα ερυθεοκύτταρα βρέθηκε αντίστροφα 

συνδεδεμένη με την επαγόμενη από διαμίδιο παραγωγή ROS, τόσο σε αποθηκευμένα όσο και σε ανασυσταμένα 

κύτταρα (Εικόνα Δ40.Β).  

 

Εικόνα Δ40: Στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ φρέσκου αίματος, αποθηκευμένων και ανασυσταμένων 

ερυθροκυττάρων από ετερόζυγους για β-μεσογειακή αναιμία. Τα μεταγγισιακά τρίγωνα εστιάζουν στην πρωτεασωμική 

ενεργότητα (Α) και την επαγόμενη από διαμίδιο παραγωγή δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS).  

 Ορισμένες ενδιαφέρουσες συσχετίσεις παρατηρήθηκαν στην ομάδα των ετερόζυγων μεταξύ της in vivo 

κατάστασης και της in vitro προσομοίωσης της μετάγγισης/ανάκτησης στους μύες. Τα επίπεδα της αυθόρμητης 
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αιμόλυσης των ανασυσταμένων δειγμάτων βρέθηκαν αρνητικά συνδεδεμένα με τα in vivo επίπεδα ATP, 

πυριδοξαμίνης και φωσφοαιθανολαμίνης (Εικόνα Δ41.Α). Όσον αφορά στις δύο κυτταρικές ευθραυστότητες 

μετα-αποθηκευτικά, η μηχανική βρέθηκε θετικά συσχετιζόμενη με τα προαποθηκευτικά επίπεδα IMP, ενώ η 

οσμωτική αρνητικά συσχετιζόμενη με τα αντίστοιχα επίπεδα μαλτόζης/σουκρόζης. Τα in vivo επίπεδα 

υποξανθίνης εμφάνισαν θετική συσχέτιση με την μετα-αποθηκευτική εξωτερίκευση PS, ενώ αρνητική συσχέτιση 

είχαν τα in vivo επίπεδα ATP και 2,3 διφωσφογλυκερικού με την παραγωγή προθρομβωτικών κυστιδίων και τη 

λιπιδική υπεροξείδωση, αντίστοιχα, μετά την in vitro «μετάγγιση» (Εικόνα Δ41.Α). Τέλος, οι δύο κυτταρικές 

ευθραυστότητες των φρέσκων ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με στίγμα βΜΑ παρουσίασαν αντίστροφη συσχέτιση 

με την 24ωρη ανάκτηση στους μύες-δέκτες (Εικόνα Δ41.Β). 

 

Εικόνα Δ41: Στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ παραμέτρων του φρέσκου αίματος και της φυσιολογίας μετά την 

ανασύσταση (Α) ή της μετα-μεταγγισιακής ανάκτησης μετά τη μετάγγιση σε μύες (Β) ερυθροκυττάρων από ετερόζυγους για 

β-μεσογειακή αναιμία. 2,3-BPG: 2,3-διφωσφογλυκερικό, PE: φωσφοαιθανολαμίνη, PS: φωσφατιδυλοσερίνη.  
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Ε. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Όπως αναλύθηκε στην Εισαγωγή της παρούσας Διατριβής, τα τελευταία χρόνια έχει έρθει στο προσκήνιο 

της έρευνας της μετάγγισης η επίδραση των εγγενών χαρακτηριστικών του αιμοδότη στην αποτελεσματικότητα 

αυτής. Οι αιμοδότες με στίγμα β-μεσογειακής αναιμίας (βΜΑ) μελετήθηκαν για πρώτη φορά και τα 

ερυθροκύτταρά τους αποδείχθηκαν καλύτερα όσον αφορά στην αποθηκευτική ικανότητά τους, ενώ παρουσίασαν 

πλεονεκτική μετα-μεταγγισιακή εικόνα σε in vitro και in vivo μοντέλα μετάγγισης.  

Ε.1 Προ-αποθηκευτική Μελέτη (in vivo) 

Το πρώτο στάδιο της Διατριβής αποσκοπούσε στην εύρεση του ποσοστού των ετερόζυγων για βΜΑ σε 

ένα αντιπροσωπευτικό σύνολο 200 τακτικών αιμοδοτών, καθώς και στη σύγκριση ποικίλων παραμέτρων του 

φρέσκου αίματός τους με τον μέσο αιμοδότη. Οι ετερόζυγοι φορείς β-μεσογειακής αναιμίας φαίνεται πως 

αποτελούν μη αμελητέο ποσοστό του αιμοδοτικού πληθυσμού της Ελλάδας, επομένως είναι σημαντικό να 

ελεγχθεί η απόκριση των ερυθροκυττάρων τους στο αποθηκευτικό στρες και η μετα-μεταγγισιακή τους εικόνα. 

Αξίζει να αναφερθεί πως σημαντικά ποσοστά ετερόζυγων αιμοδοτών έχουν ανιχνευθεί και σε Ασιατικές χώρες, 

όπως η Ινδία (Sundh et al. 2020), η Ταϊλάνδη (Kittisares et al. 2019) και η Μαλαισία (Rosline et al. 2006).  

Όσον αφορά στην προ-αποθηκευτική σύγκρισή τους με τους αιμοδότες-μάρτυρες, αρχικά 

επιβεβαιώθηκαν ορισμένα ήδη γνωστά γνωρίσματα των ερυθροκυττάρων τους που αφορούν κυρίως στο 

αιματολογικό τους προφίλ, όπως είναι οι χαμηλότερες τιμές μέσου ερυθροκυτταρικού όγκου (MCV) και μέσης 

ερυθροκυτταρικής αιμοσφαιρίνης (MCH) (Sanghani and Haldankar 2006). Η εύρεση ευρέως γνωστών 

αιματολογικών διαφορών καθιστά αξιόπιστο το υπό μελέτη σύνολο ετερόζυγων που έχει συσταθεί. Στην ίδια 

κατηγορία γνώριμων διαφοροποιημένων παραμέτρων ανήκει και ο χαμηλότερος δείκτης οσμωτικής 

ευθραυστότητας, ο οποίος έχει μάλιστα χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση του στίγματος βΜΑ (Mamtani et al. 

2006). Παρ’ όλα αυτά, το εύρος του συγκεκριμένου δείκτη βρέθηκε αυξημένο, γεγονός που υποδεικνύει την 

ύπαρξη ετερόζυγων με τιμές οσμωτικής αιμόλυσης συγκρίσιμες με του γενικού πληθυσμού, εύρημα που 

βρίσκεται σε συμφωνία με παλαιότερες μελέτες (El-Beshlawy et al. 2007). Επιπλέον, τα επίπεδα της αυθόρμητης 

αιμόλυσης −παράμετρος που βρέθηκε να συσχετίζεται με την οσμωτική αιμόλυση− ήταν σημαντικά χαμηλότερα 

στο πλάσμα των φορέων. Τα ερυθροκύτταρα φορέων με στίγμα βΜΑ διαφέρουν εγγενώς από τα αντίστοιχα του 

γενικού πληθυσμού, καθώς παρουσιάζουν μειωμένο κυτταρικό όγκο και αυξημένο λόγο επιφάνειας:όγκο (Gunn 

et al. 1972). Πίσω από τον συγκεκριμένο φαινότυπο κρύβεται σε μεγάλο βαθμό η τροποποιημένη ομοιόσταση 

ιόντων που τα χαρακτηρίζει, η οποία οδηγεί στην έξοδο οσμωτικά ενεργών μορίων (O. Olivieri et al. 1994). Η 

εύρεση σημαντικής συσχέτισης των εξωκυττάριων ιόντων νατρίου και καλίου με την οσμωτική ευθραυστότητα 

ενισχύει τη συγκεκριμένη υπόθεση. Επιπλέον, η παρατηρούμενη αυξημένη εξωκυττάρια αντιοξειδωτική 

ικανότητα πιθανώς να προστατεύει τη μεμβράνη από οξειδωτικές βλάβες που θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε 

λύση, καθώς και τις πρωτεΐνες του πλάσματος οι οποίες βρέθηκαν λιγότερο οξειδωμένες. Ο αισθητά μειωμένος 

αριθμός συσχετίσεων των καρβονυλιωμένων πρωτεϊνών του πλάσματος στην ομάδα των ετερόζυγων πιθανώς 
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οφείλεται στα προαναφερθέντα χαμηλά επίπεδα καρβονυλίωσης, καθώς μπορεί να «κρύβουν» ορισμένες 

συνδέσεις ή/και να υπονοούν την απουσία αυτών συγκριτικά με την κατηγορία του μέσου αιμοδότη. Για 

παράδειγμα, δεν είναι σπάνιο να αναδεικνύονται ή όχι συγκεκριμένες συσχετίσεις ανάλογα με την ύπαρξη ή όχι 

ουδών στα επίπεδα των εμπλεκόμενων παραμέτρων. Τέλος, η εντονότερη δικτύωση της κλαστερίνης στους 

ετερόζυγους, πρωτεΐνη που αποτελεί σημαντική μοριακή συνοδό (Satapathy and Wilson 2021), καθώς και η 

διαφορετική τοπολογία του μονοξειδίου του αζώτου υποδεικνύουν την ύπαρξη τροποποιημένης πρωτεόστασης 

και ιδιαίτερου μεταβολισμού στα συγκεκριμένα κύτταρα. 

Ε.2 Αποθηκευτική Ικανότητα – In vitro Μοντέλο Μετάγγισης 

Ε.2.1 Προφίλ Αιμόλυσης 

Τόσο κατά τη διάρκεια της αποθήκευσής τους σε συνθήκες τράπεζας αίματος, όσο και μετά την 

προσομοίωση της μετάγγισης in vitro, τα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για βΜΑ αιμοδοτών επέδειξαν 

εντυπωσιακή ανθεκτικότητα σε λύση. Η διατήρηση της εγγενούς τους αντίστασης σε οσμωτική λύση ήταν σχετικά 

αναμενόμενη, καθώς ο δείκτης οσμωτικής ευθραυστότητας αποτελεί παράμετρο με υψηλά ποσοστά αναλογίας 

μεταξύ των προ-αποθηκευτικών, αποθηκευτικών και μετα-αποθηκευτικών επιπέδων της (Tzounakas et al. 2021b). 

Επιπλέον, η οσμωτικά επαγόμενη αιμόλυση κατά την αποθήκευση αποτελεί σημαντικό ποσοστό της συνολικής 

αιμόλυσης (Tzounakas et al. 2017). Όπως αναφέρθηκε και στην ανάλυση του φρέσκου αίματος, εφόσον η 

ετεροζυγωτία στη βΜΑ αποτελεί μία από τις συχνότερα αναφερόμενες μικροκυτταρικές αναιμίες, η 

ανθεκτικότητα σε λύση θα μπορούσε εν μέρει να εξηγηθεί από το μικρότερο μέγεθος και την ιδιαίτερη γεωμετρία 

των συγκεκριμένων κυττάρων. Η ερμηνεία αυτή ενισχύεται από τη συμμετοχή αιματολογικών δεικτών που 

υποδηλώνουν όγκο/μέγεθος στο «τρίγωνο μετάγγισης» της μετα-αποθηκευτικής οσμωτικής και μηχανικής 

αιμόλυσης. Μάλιστα, αντίστοιχη συσχέτιση του δείκτη ανισοκυττάρωσης RDW έχει βρεθεί με την οσμωτική 

σταθερότητα ερυθροκυττάρων διαβητικών (Knychala et al. 2021). Σε συχνούς αιμοδότες με χαμηλά αποθέματα 

σιδήρου και φερριτίνης, έχει παρατηρηθεί βελτιωμένο αποθηκευτικό προφίλ όσον αφορά στην οξειδωτική 

αιμόλυση (Kanias et al. 2019), αποτέλεσμα που θα μπορούσε εν μέρει να παραλληλιστεί με τους ετερόζυγους 

αιμοδότες που έχουν in vivo μειωμένα επίπεδα δεικτών αιμοσφαιρίνης και ταυτόχρονα μικρότερη αποθηκευτική 

επιρρέπεια των ερυθροκυττάρων τους σε οξειδωτική λύση. 

Πρόσφατη μελέτη γενετικής συσχέτισης συνέδεσε πρωτεΐνες που συμμετέχουν στην οργάνωση της 

ερυθροκυτταρικής μεμβράνης και του κυτταροσκελετού, όπως η ζώνη 3, η σπεκτρίνη και η μυοσίνη, με την 

οσμωτική αιμόλυση των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων (Page et al. 2021). Πρωτεΐνες που ανήκουν στη 

συγκεκριμένη κατηγορία βρέθηκαν να διατηρούνται με την πάροδο του χρόνου στην ομάδα των ετερόζυγων, σε 

αντίθεση με τους μάρτυρες, ενώ εντυπωσιακό είναι το παράδειγμα της μυοσίνης που παρουσίασε πολύ 

υψηλότερα επίπεδα στην ίδια ομάδα. Παράλληλα, πρωτεΐνες που ρυθμίζουν την ενεργότητα της μυοσίνης, όπως 

οι κινάσες και η καλμοδουλίνη (Mizuno et al. 2008), παρουσίασαν αυξημένη πρόσδεση στη μεμβράνη των 

ετερόζυγων για βΜΑ. Το γεγονός ότι τα ίδια κύτταρα εμφάνισαν λιγότερες μη αναστρέψιμες παραμορφώσεις με 
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την πάροδο του χρόνου αποθήκευσης, συνάδει με την ακεραιότητά τους, καθώς μεταβολές στη μεμβράνη και τις 

συνδέσεις της με τον κυτταροσκελετό έχουν σχετιστεί με αλλαγές στην ερυθροκυτταρική μορφολογία (Kozlova et 

al. 2022). Ο εξειδικευμένος ερυθροκυτταρικός σκελετός και οι πολλαπλές συνδέσεις του με τη μεμβράνη 

επιτρέπει στα ερυθροκύτταρα να παραμορφώνονται αντιστρεπτά κατά την κυκλοφορία τους μέσα από τα πολύ 

στενά τριχοειδή αγγεία, ενώ πλήθος μεταλλαγών σε πρωτεΐνες που συμμετέχουν στη συγκεκριμένη οργάνωση 

οδηγούν σε αιμολυτικά φαινόμενα (Risinger and Kalfa 2020). Συγκεκριμένα η μη-μυϊκή μυοσίνη ΙΙ έχει συσχετιστεί 

με την ικανότητα ελαστικής παραμόρφωσης (A.S. Smith et al. 2018), η οποία αποτελεί δείκτη της οσμωτικής 

ευθραυστότητας των ερυθροκυττάρων (Orbach et al. 2017). Εφόσον οι πρωτεΐνες του σκελετού φάνηκαν να 

συσχετίζονται με το μετα-αποθηκευτικό αιμολυτικό προφίλ και των δύο κατηγοριών αιμοδοτών στην παρούσα 

εργασία, η διαφορική τους ποσότητα/σταθερότητα μεταξύ των δύο ομάδων πολύ πιθανό να συνδράμει στην 

καθολική ανωτερότητα των ετερόζυγων στις παραμέτρους αιμόλυσης.  

Ποικιλία δομικών πρωτεϊνών εμφανίστηκε στο «μεταγγισιακό τρίγωνο» της μετα-αποθηκευτικής 

μηχανικής αιμόλυσης, σε στενή αντίστροφη σύνδεση με τα επίπεδα ασβεστίου in vivo. Μέσα στο σύνολο των 

μονοπατιών και μεταβολών που εξαρτώνται ή επηρεάζονται από τα ιόντα ασβεστίου είναι η αντιστρεπτή 

«χαλάρωση» του κυτταροσκελετού όταν το κύτταρο διέρχεται από μικρής διαμέτρου αγγεία (Bogdanova et al. 

2013), καθώς και η φωσφορυλίωση της ζώνης 3 (η οποία βρέθηκε αυξημένη στους ετερόζυγους) που οδηγεί σε 

αποδέσμευση των γλυκολυτικών ενζύμων και άρα ενεργειακή στήριξη του κυττάρου (Chu and Low 2006). Τα 

ιόντα ασβεστίου μπορούν λοιπόν εμμέσως να επιδράσουν στη μηχανική σταθερότητα μέσω της αλληλεπίδρασής 

τους με τον κυτταροσκελετό και τη μεμβράνη.  

Πέρα από τον ενισχυμένο κυτταροσκελετό, όσον αφορά στη μηχανική ευθραυστότητα, στις συσχετίσεις 

της ξεχώρισε η piezo-1. Η συγκεκριμένη πρωτεΐνη ρυθμίζει τον όγκο του κυττάρου μέσω μετατροπής μηχανικών 

ερεθισμάτων σε διαμεμβρανική ροή κατιόντων (Svetina et al. 2019). Τα μικρότερα ερυθροκύτταρα των 

ετερόζυγων πιθανώς να είναι λιγότερο επιρρεπή σε μηχανικό στρες στην κυκλοφορία και έτσι να απαιτούν 

μειωμένη σηματοδότηση από τη συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Σε πρόσφατες μελέτες η piezo-1 έχει σχετιστεί και με 

την οσμωτική αιμόλυση (Page et al. 2021). Ο ρόλος της ως μηχανοαισθητήρας (μηχανικό στρες) και ρυθμιστής 

όγκου (οσμωτικό στρες), η συσχέτισή της με τις αντίστοιχες αιμολύσεις, και τα ιδιαίτερα επίπεδα όλων των 

αναφερθέντων παραμέτρων στους ετερόζυγους, πιθανώς να βρίσκονται στη βάση της επιλεκτικής 

αλληλοσυσχέτισης των δύο κυτταρικών ευθραυστοτήτων στην ομάδα αυτή. Η ενδο-ομαδική διαφορά στις 

κυτταρικές ευθραυστότητες, με τα ανθεκτικότερα ερυθροκύτταρα των β+ ετερόζυγων να παρουσιάζουν αυξημένη 

μυοσίνη και μειωμένη piezo-1 έναντι των β++ συμπληρώνει τις παραπάνω εξηγήσεις. Επιπροσθέτως, η αυξημένη 

πρόσδεση της υπεροξειδοσίνης-2 στη μεμβράνη των β+ σε σχέση με των β++ μπορεί να συνδράμει εμμέσως στην 

οσμωτική ανθεκτικότητα λόγω της αλληλεπίδρασής της με τα κανάλια Gardos και της επικείμενης απομάκρυνσης 

ιόντων καλίου (F.M. Low et al. 2008). 
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Το γεγονός ότι οι παράμετροι αιμόλυσης είναι χαμηλότερες στους ετερόζυγους τόσο κατά την 

αποθήκευση όσο και μετά-αποθηκευτικά είναι ιδιαίτερα σημαντικό εύρημα. Η αποθηκευτική αιμόλυση αποτελεί 

μία από τις βασικές ποιοτικές παραμέτρους της μετάγγισης και φαινότυποι αιμόλυσης έχουν βρεθεί πολλές 

φορές αρνητικά συσχετιζόμενοι με μετα-μεταγγισιακές παραμέτρους. Πρώτα απ’ όλα, η ελεύθερη αιμοσφαιρίνη 

έχει τη δυνατότητα να δεσμεύει μονοξείδιο του αζώτου, μειώνοντας έτσι τη βιοδιαθεσιμότητά του. Το 

συγκεκριμένο μόριο είναι υψίστης σημασίας για την αγγειοδιαστολή, επομένως η τοπική του ανεπάρκεια οδηγεί 

σε αγγειοσυστολή και ελλιπή οξυγόνωση των ιστών (Kahn et al. 2013). Επιπλέον, μπορεί να προκύψουν 

φλεγμονώδεις αντιδράσεις λόγω φαινομένων τοξικότητας αιμόλυσης/σιδήρου (Hod et al. 2010). Στην παρούσα 

εργασία η αυθόρμητη και η οξειδωτική αιμόλυση των γηρασμένων αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων βρέθηκαν 

να συσχετίζονται αρνητικά με την ανάκτηση στους μύες και στις δύο ομάδες, ενώ οι δύο κυτταρικές 

ευθραυστότητες μόνο στους ετερόζυγους. Αντίστοιχη μελέτη από άλλες ερευνητικές ομάδες έδειξε πως η 

αποθηκευτική και η οσμωτική αιμόλυση ερυθροκυττάρων από παχύσαρκους αιμοδότες συνδέεται αρνητικά με 

την επιβίωση σε ξενοβιωτικά μοντέλα μετάγγισης (Hazegh et al. 2021). Η υψηλότερη αντοχή σε οσμωτικά 

ερεθίσματα δίνει μία επιπλέον δυνατότητα στα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων: μπορούν να χρησιμεύσουν σε 

εναλλακτικές μεθόδους αποθήκευσης. Πιο συγκεκριμένα, υπάρχει μία κινητικότητα προς την επαναξιολόγηση του 

«κατεψυγμένου αίματος», βασικό μειονέκτημα του οποίου είναι τα αυξημένα επίπεδα αιμόλυσης λόγω 

οσμωτικών φαινομένων κατά την απόψυξη (Henkelman et al. 2010). Η καταγραφή των ετερόζυγων αιμοδοτών και 

η επιλογή τους για ενίσχυση του αποθέματος «κατεψυγμένου αίματος» πιθανώς να μπορεί να ευνοήσει τη 

βέλτιστη διαχείριση του αίματος. 

Ε.2.2 Μεταβολισμός και Οξειδοαναγωγικό Ισοζύγιο 

Ε.2.2.1 Ενεργειακός Μεταβολισμός 

Οι ετερόζυγοι παρουσίασαν αυξημένους ερυθροκυτταρικούς μεταβολίτες γλυκόλυσης αναρροϊκά της 

κινάσης του πυροσταφυλικού in vivo, με έντονη τη δραστηριότητα του κύκλου των φωσφορικών πεντοζών και την 

παραγωγή αναγωγικής δύναμης (NADPH). Μελέτες σε ερυθροκύτταρα από ασθενείς με βΜΑ ανίχνευσαν υψηλά 

επίπεδα 2,3-διφωσφογλυκερικού (Kuci et al. 2006), καθώς και αυξημένη ροή στον κύκλο των φωσφορικών 

πεντοζών (Ting et al. 1994). Αντίστοιχα αποτελέσματα, με αυξορυθμισμένα γλυκολυτικά ένζυμα και 

τροποποιημένα τα μονοπάτια της γλυκόλυσης και των φωσφορικών πεντοζών, έχουν προκύψει κι από έρευνες σε 

ερυθροβλάστες (Leecharoenkiat et al. 2011) και χοριακές λάχνες (Monni et al. 2019) ομόζυγων ή/και ετερόζυγων 

για βΜΑ, αντίστοιχα. Φαίνεται λοιπόν πως in vivo οι ετερόζυγοι παρουσιάζουν ορισμένα χαρακτηριστικά που 

θυμίζουν τους ομόζυγους για βΜΑ, τουλάχιστον όσον αφορά στον ενεργειακό τους μεταβολισμό, και ιδιαίτερα 

την αναγωγική δύναμη που προσδίδει αντιοξειδωτικό πλεονέκτημα. Αυτές οι διαφορές με τον γενικό πληθυσμό 

αιμοδοτών χάνονται κατά την αποθήκευση. Είναι γνωστό πως εντός της μονάδας μετάγγισης προοδευτικά τα 

ερυθροκύτταρα παρουσιάζουν γλυκολυτικές ιδιότητες ανεξάρτητες των επιπέδων οξυγόνωσης της 

αιμοσφαιρίνης. Έτσι, επηρεάζεται η βασική διακλάδωση που προσδίδει στο κύτταρο το πολύτιμο NADPH και 

δυσχεραίνεται το οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο (Rogers et al. 2021). Επίσης, μειώνονται πολύ οι μεταβολικοί ρυθμοί 
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και ελαχιστοποιούνται τα επίπεδα ATP και 2,3-διφωσφογλυκερικού (Kuci et al. 2006), τα οποία όμως 

επανέρχονται άμεσα μετα-μεταγγισιακά (Dern et al. 1967, A. Heaton et al. 1989). Φαίνεται λοιπόν πως η 

επίδραση του αποθηκευτικού στρες «εξαφανίζει» τις προϋπάρχουσες ενεργειακές διαφορές στις δύο ομάδες. 

Εξαίρεση αποτελούν οι βο αιμοδότες, τα αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα των οποίων παρουσιάζουν μειωμένους 

ενεργειακούς μεταβολίτες (νουκλεοσίδια, μόρια του κύκλου Krebs, λιπίδια) σε σχέση με τις άλλες δύο κατηγορίες 

ετερόζυγων, παράμετροι που έχουν βρεθεί μειωμένες σε ορό από ομόζυγους για βΜΑ (Musharraf et al. 2017) ή 

πνευμονικά δείγματα από μύες-μοντέλα της ασθένειας (Buehler et al. 2021).  

Πλήθος ενεργειακών μεταβολιτών αναδείχθηκαν στις συσχετίσεις με όλους τους μετα-αποθηκευτικούς 

φαινοτύπους των ερυθροκυττάρων των μαρτύρων και των ετερόζυγων για βΜΑ. Τα ερυθροκύτταρα τα οποία 

παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα ATP ή ενδιάμεσων της γλυκόλυσης παρά την ταχύτατη εξάντληση του 

ενεργειακού τους αποθέματος κατά την αποθήκευση, εμφανίζουν πλεονέκτημα όσον αφορά στις μετα-

αποθηκευτικές παραμέτρους που μελετήθηκαν. Αντιθέτως, δείκτες ενεργειακής εξάντλησης και μεταβολικού 

στρες, όπως το AMP και το γαλακτικό οξύ δείχνουν θετική συσχέτιση με φαινοτύπους αιμόλυσης και οξειδωτικής 

ανισορροπίας. Οι ενεργειακοί μεταβολίτες έχει δειχθεί πως ευνοούν την ερυθροκυτταρική ακεραιότητα κατά την 

αποθήκευση (Van 't Erve et al. 2015), εύρημα απολύτως αναμενόμενο αν ληφθεί υπόψη η αφθονία διαύλων, 

πρωτεϊνών διατήρησης της ασυμμετρίας της μεμβράνης και αντιοξειδωτικών που στηρίζονται στο ενεργειακό 

απόθεμα του κυττάρου (van Wijk and van Solinge 2005). Μάλιστα, εστιάζοντας στο ATP, ερυθροκύτταρα με 

πλεονεκτικά επίπεδα έχουν αυξημένη βιωσιμότητα μετα-μεταγγισιακά (Nakao et al. 1962, W.A. Heaton 1992). Ένα 

ακόμη μόριο που σχετίζεται με την ενέργεια είναι η φωσφοκρεατίνη, τα επίπεδα της οποίας βρέθηκαν αρνητικά 

συσχετιζόμενα με την μετα-αποθηκευτική αιμόλυση. Πέρα της προφανούς αιτίας της ενεργειακής υποστήριξης 

της κυτταρικής ακεραιότητας, είναι γνωστό πως το συγκεκριμένο μόριο είναι μεμβρανο-προστατευτικό (Tokarska-

Schlattner et al. 2012), ενώ αντίστοιχη συσχέτισή του με την αιμόλυση έχει δειχθεί και κατά την αποθήκευση 

(Alexander et al. 2021).  

Ε.2.2.2 Μεταβολισμός Πουρινών και Οξειδοαναγωγικό Ισοζύγιο 

 Οι εγγενείς και επαγόμενες από διαμίδιο ROS βρέθηκαν χαμηλότερες στην ομάδα των ετερόζυγων κατά 

το τέλος της αποθηκευτικής περιόδου. Αξίζει να αναφερθεί πως την ίδια χρονική περίοδο βρέθηκε στην ίδια 

ομάδα μειωμένη εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης, επισημαίνοντας το ρόλο του οξειδωτικού φορτίου στο 

συγκεκριμένο φαινότυπο (Yoshida et al. 2019). Παρά το γεγονός ότι λόγω του εγγενούς οξειδωτικού τους φορτίου 

εξαιτίας της περίσσειας α-σφαιρινών (N.F. Olivieri 1999) θα αναμέναμε αυξημένο οξειδωτικό στρες, ειδικά κατά 

την αποθήκευση που το κύτταρο επιβαρύνεται περεταίρω, φαίνεται πως η «εκπαίδευση» των συγκεκριμένων 

κυττάρων σε σταθερό αλλά ήπιο οξειδωτικό στρες in vivo τα ευνοεί αποθηκευτικά. Όντως, τα ερυθροκύτταρα των 

ετερόζυγων για βΜΑ είναι εξοπλισμένα με αυξορυθμισμένα αντιοξειδωτικά ένζυμα (Teran et al. 2020), ενώ το 

πλάσμα/υπερκείμενο των υπό εξέταση αιμοδοτών [σε αντίθεση με άλλες έρευνες (Selek et al. 2007)] παρουσιάζει 

ενισχυμένη εξαρτώμενη του ουρικού αντιοξειδωτική ικανότητα. Σε συνδυασμό με τον τροποποιημένο 
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μεταβολισμό πουρινών, με αυξημένο το ενδοκυττάριο ουρικό και μειωμένο το παράγωγο οξείδωσής του, την 

αλλαντοΐνη (Kand'ar and Zakova 2008), τα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων καθίστανται ανώτερα όσον αφορά στο 

αντιοξειδωτικό δυναμικό, γεγονός που αντικατοπτρίζεται και στην ελάχιστα οξειδωτικά καταπονημένη μεμβράνη. 

Μάλιστα, στη μεμβράνη των ετερόζυγων βρίσκονται συνδεδεμένα περισσότερα μόρια αντιοξειδωτικών ή 

σχετιζόμενων με το οξειδωτικό στρες πρωτεϊνών, όπως είναι η μεταφοράση της γλουταθειόνης (Strange et al. 

2001) και η αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης. Η τελευταία κατά την αποθήκευση μετατοπίζεται 

στη μεμβράνη μετά από οξειδωτική τροποποίηση και ευνοεί τη ροή γλυκόζης στον κύκλο των φωσφορικών 

πεντοζών (Rinalducci et al. 2015), ενώ έχει βρεθεί να υπερεκφράζεται σε ερυθροβλάστες ομόζυγων για βΜΑ 

(Leecharoenkiat et al. 2011). Ο επιβλαβής ρόλος των α-αλυσίδων σφαιρίνης αναδεικνύεται μετά από την 

κατηγοριοποίηση των ετερόζυγων σε υπο-ομάδες: οι β++ που χαρακτηρίζονται από μικρή περίσσεια α-αλυσίδων 

εμφανίζουν χαμηλότερες ROS σε σχέση με τους β+, καθώς και μειωμένη πρόσδεση πρωτεϊνών-δεικτών 

οξειδωτικού στρες στη μεμβράνη τους. Το ενισχυμένο αντιοξειδωτικό τους σύστημα πιθανώς δεν έχει να 

αντιμετωπίσει τα ίδια επίπεδα  οξειδωτικού στρες με την δεύτερη υπο-κατηγορία. Επιπλέον, μετά από επίδραση 

με φαινυλυδραζίνη, η οποία στοχεύει την αιμοσφαιρίνη, τα ερυθροκύτταρα που παράγουν περισσότερες ROS 

είναι αυτά των β+, έπειτα των μαρτύρων και τέλος των β++, αποδεικνύοντας για ακόμη μία φορά την ταυτόχρονη 

δράση της περίσσειας α-αλυσίδων και του ανώτερου αντιοξειδωτικού δυναμικού.  

Πέραν του μεταβολισμού των πουρινών, διαφοροποιήσεις παρατηρήθηκαν και σε μεμβρανικούς 

μεταφορείς που σχετίζονται με αυτόν. Για παράδειγμα, ο ερυθροκυτταρικός μεταφορέας νουκλεοσιδίων ENT1 

που βρέθηκε μειωμένος στις μεμβράνες των ετερόζυγων είναι απαραίτητος για την πρόσληψη νουκλεοσιδίων 

από τον εξωκυττάριο χώρο. Ο συγκεκριμένος μεταφορέας έχει βρεθεί μειωμένος και στις μεμβράνες ασθενών με 

δρεπανοκυτταρική αναιμία (Song et al. 2012), καθώς και σε άτομα με ανεπάρκεια G6PD (Al-Ansari and Craik 

2015). Σε ερυθροκύτταρα που δεν τον εκφράζουν έχει παρατηρηθεί τροποποιημένη φωσφορυλίωση συστατικών 

του κυτταροσκελετού και της μεμβράνης, καθώς και μεταβολή του κυτταρικού σχήματος και της ικανότητας 

παραμόρφωσης, χωρίς να επηρεάζονται οι δείκτες αιμόλυσης (Mikdar et al. 2021). Παρά την ύψιστη σημασία του 

ΕΝΤ1 για το μεταβολισμό του ερυθροκυττάρου, η μειωμένη του έκφραση θα μπορούσε να αποτελεί πλεονέκτημα 

όσον αφορά στην ελονοσία. Έχει δειχθεί πως το πλασμώδιο της ελονοσίας εξαρτάται από την πρόσληψη 

πουρινών μέσω του ENT1 του ξενιστή για να αναπτυχθεί (Quashie et al. 2010). Μάλιστα, το πλασμώδιο in vitro 

δεν είναι ιδιαίτερα ανθεκτικό σε οξειδωτικό στρες (Preuss et al. 2012), ενώ η ενεργότητα του μεταφορέα ENT1 

αναστέλλεται μετά από οξειδωτικό ερέθισμα στα ερυθροκύτταρα (Gero et al. 1991). Το γεγονός ότι ο 

συγκεκριμένος μεταφορέας έχει βρεθεί μειωμένος σε ομάδες που παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στην ελονοσία 

και ταυτόχρονα χαρακτηρίζονται από ένα εγγενές αυξημένο οξειδωτικό στρες που θα μπορούσε να μειώσει 

περεταίρω τη λειτουργία του ENT1, ενισχύει τη σημασία του στον κύκλο ζωής του πλασμωδίου.  

Το οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο, όπως και το ενεργειακό, βρέθηκε να συσχετίζεται με όλους τους μετα-

αποθηκευτικούς φαινοτύπους και στις δύο κατηγορίες αιμοδοτών. Το οξειδωτικό στρες κρύβεται πίσω από 

πλήθος αποθηκευτικών βλαβών (Kriebardis et al. 2007, Yoshida et al. 2019), ενώ τα αντιοξειδωτικά μόρια των 
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αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων έχουν συσχετιστεί με την 24ωρη ανάκτηση σε μύες (de Wolski et al. 2016). Τα 

παρόντα αποτελέσματα έρχονται επομένως σε συμφωνία με την υπάρχουσα βιβλιογραφία. Το ενδοκυττάριο 

οξειδωτικό φορτίο φαίνεται να σχετίζεται με πιο εύθραυστα κύτταρα, επιρρεπέστερα σε οξειδωτικές βλάβες και 

με την εξωτερίκευση δεικτών απομάκρυνσης. Όντως, οι οξειδωτικές ρίζες που παράγονται κατά την αποθήκευση 

των ερυθροκυττάρων βλάπτουν βασικά δομικά και λειτουργικά συστατικά οδηγώντας σε μείωση της ικανότητας 

ελαστικής παραμόρφωσης (Fortier et al. 1988, Orbach et al. 2017) και σε εξωτερίκευση φωσφατιδυλοσερίνης 

(Yoshida et al. 2019). Στην ομάδα των ετερόζυγων η επιρρέπεια σε οξειδωτική λύση πριν ή κατά τη διάρκεια της 

αποθήκευσης φαίνεται να «συμμετέχει» εν μέρει στη μετα-αποθηκευτική αιμόλυση. Η οξείδωση της 

αιμοσφαιρίνης σχετίζεται με την κυτταρική γήρανση, την απώλεια δομικής ακεραιότητας, και επομένως, την 

αιμόλυση κατά την αποθήκευση (Kanias and Acker 2010). Αξίζει να αναφερθεί, πως η αρχικά θετική και 

προοδευτικά αρνητική συσχέτιση μεταξύ των αποθηκευτικών οξειδωτικών δεικτών (π.χ. ROS) και της μετα-

αποθηκευτικής πρωτεασωμικής ενεργότητας, υποστηρίζει την υπόθεση της ικανότητας του πρωτεασώματος να 

αντιμετωπίζει το οξειδωτικό φορτίο (Fujii et al. 2021), αλλά και να «προσβάλλεται» από αυτό (Delobel et al. 2016). 

Τα in vivo επίπεδα μεταβολιτών που εμπίπτουν στην απαμίνωση των πουρινών, όπως το IMP και η υποξανθίνη, 

βρέθηκαν να επιδρούν αρνητικά (και επιλεκτικά στους ετερόζυγους) στη μηχανική σταθερότητα και την εμφάνιση 

δεικτών απομάκρυνσης στην επιφάνεια των ερυθροκυττάρων, αντίστοιχα. Το ενδοκυττάριο IMP έχει συσχετιστεί 

στο παρελθόν με την αποθηκευτική αιμόλυση (Alexander et al. 2021), ενώ η υποξανθίνη αποτελεί βιοδείκτη 

μειωμένης μετα-μεταγγισιακής ανάκτησης (Nemkov et al. 2018). Το γεγονός ότι τα επίπεδα των 2 μεταβολιτών 

διαφέρουν in vivo μεταξύ των δύο ομάδων μπορεί να εξηγεί την επιλεκτική συσχέτιση, καθώς μπορεί να υπάρχει 

κάποια ουδός επιπέδων που οδηγεί στην εμφάνιση της σύνδεσης. Στον αντίποδα, πλήθος αντιοξειδωτικών 

μορίων φαίνεται να δρουν προστατευτικά, καθώς συσχετίζονται με ευνοϊκό τρόπο με τις μετα-αποθηκευτικές 

παραμέτρους. Η αντίστροφη συσχέτιση της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης με την αιμόλυση, καθώς και της 

εξωκυττάριας αντιοξειδωτικής ικανότητας με τη συσσώρευση ROS και πηκτικών κυστιδίων, έχουν δειχθεί και κατά 

την αποθήκευση (Tzounakas et al. 2018, Stolwijk et al. 2021). Φαίνεται, λοιπόν, πως η θετική τους επίδραση 

συνεχίζεται και μετα-αποθηκευτικά. Αξίζει επίσης να αναφερθεί ότι πρωτεωμική ανάλυση σε αιμοδότες που 

παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα αποθηκευτικής αιμόλυσης έχει αναδείξει μείωση σε μεμβρανοσυνδεόμενες 

πρωτεΐνες που σχετίζονται με την αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες (D. Chen et al. 2017). Όσον αφορά στην 

εξωκυττάρια αντιοξειδωτική ικανότητα, μαζί με τα ενδοκυττάρια επίπεδα ουρικού, δημιούργησαν (μόνο στους 

ετερόζυγους) ένα ολοκληρωμένο «μεταγγισιακό τρίγωνο» με τη μετα-αποθηκευτική εξωτερίκευση 

φωσφατιδυλοσερίνης σε κύτταρα και κυστίδια. Αντιοξειδωτικά μόρια των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων 

βρέθηκαν επίσης θετικά συσχετιζόμενα με την πρωτεασωμική ενεργότητα των ανασυσταμένων κυττάρων, κυρίως 

στους ετερόζυγους, αναδεικνύοντας μία ιδιαίτερη διασύνδεση του αντιοξειδωτικού και πρωτεοστατικού δικτύου 

στη συγκεκριμένη ομάδα, η οποία θα αναλυθεί διεξοδικά στη συνέχεια.  
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Ε.2.2.3 Μεταβολισμός Αργινίνης, Βιταμίνης Β6 και Γλυκοζαμινών 

 Τόσο πριν, όσο και κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης σε συνθήκες τράπεζας αίματος, τα ερυθροκύτταρα 

των ετερόζυγων αιμοδοτών εμφάνισαν τροποποιημένο μεταβολισμό αργινίνης, με μειωμένη αργινίνη και 

κρεατίνη και αυξημένη ασύμμετρη δι-μέθυλο-αργινίνη και ακετυλο-σπερμιδίνη. Τις παραπάνω διαφοροποιήσεις 

έρχεται να συμπληρώσει η αυξημένη αργινάση-1 στις μεμβράνες των ετερόζυγων αιμοδοτών. Η αργινάση-1 

ανταγωνίζεται τη συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου για το κοινό τους υπόστρωμα, την αργινίνη. Το 

μονοξείδιο του αζώτου είναι απαραίτητο για την αγγειοδιαστολή στην κυκλοφορία, επομένως η 

βιοδιαθεσιμότητά του είναι υψίστης σημασίας (Moncada and Higgs 1993). Ο μεταβολισμός της αργινίνης είναι 

τροποποιημένος στους ασθενείς με βΜΑ. Μάλιστα, καθώς πρόκειται για μία αιμολυτική αναιμία, όταν τα 

ερυθροκύτταρά λύονται, απελευθερώνεται αργινάση η οποία μειώνει τη βιοδιαθεσιμότητα της αργινίνης και 

επομένως δυσχεραίνει την αγγειοδιαστολή, οδηγώντας ακόμη και σε πνευμονική υπέρταση (Morris et al. 2015). 

Επιπλέον, η αργινάση των θαλασσαιμικών, όπως και των ασθενών με δρεπανοκυτταρική αναιμία, παρουσιάζει 

αυξημένη ενεργότητα (Reynolds et al. 1957, Morris et al. 2005). Εντός της ομάδας των ετερόζυγων η αργινίνη 

βρέθηκε προοδευτικά χαμηλότερη ξεκινώντας από τους β++ και καταλήγοντας στους β0, ενώ η αργινάση ήταν 

μειωμένη στη μεμβράνη των β++ σε σχέση με των β+. Κατά το εξαρτώμενο από το γήρας οξειδωτικό στρες, τα 

επίπεδα της αργινάσης-1 αυξάνονται σε ζωικά μοντέλα (Pandya et al. 2019), επομένως κατ’ αντιστοιχία, το 

εξαρτώμενο από τις α-σφαιρίνες προοδευτικό οξειδωτικό στρες θα μπορούσε να συμμετέχει στον διαφορικό 

μεταβολισμό της αργινίνης εντός της ομάδας. 

Διαφοροποιημένος βρέθηκε και ο μεταβολισμός της βιταμίνης Β6 στην ομάδα των ετερόζυγων. Τα 

επίπεδα πυριδοξαμίνης βρέθηκαν αυξημένα τόσο πριν, όσο και κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης στην ομάδα 

των ετερόζυγων. Έχει βρεθεί πως ο μεταβολισμός της πυριδοξαμίνης έχει μειωμένο ρυθμό σε ετερόζυγους για 

βΜΑ, λόγω της χαμηλότερης ενεργότητας της οξειδάσης της πυριδοξαμίνης (Clements et al. 1981), η οποία οδηγεί 

στην παραγωγή της −ελαττωμένης στα δείγματά μας− φωσφορικής πυριδοξάλης. Μάλιστα, η αύξηση του ρυθμού 

μέσω χορήγησης ριβοφλαβίνης, οδηγεί σε παραγωγή ολικής αιμοσφαιρίνης (B.B. Anderson et al. 1979). Η 

ιδιαιτερότητα των ετερόζυγων στο συγκεκριμένο μονοπάτι φαίνεται να τους δίνει ένα πλεονέκτημα αποθηκευτικά 

και μετά την in vitro μετάγγιση. Η πυριδοξαμίνη έχει δειχθεί πως αναστέλλει την οξείδωση της μεμβράνης και τη 

μείωση της ενεργότητας της ATPάσης Na+/K+ (Jain and Lim 2001) σε ερυθροκύτταρα που προσομοιάζουν εκείνα 

των διαβητικών. Ταυτόχρονα, σύγχρονες μελέτες υποστηρίζουν πως τα υψηλά επίπεδα γλυκόζης στο συντηρητικό 

διάλυμα της μονάδας μετάγγισης οδηγούν σε φαινοτύπους (ιδιαίτερα στα πιο γηρασμένα κύτταρα) που θυμίζουν 

ερυθροκύτταρα διαβητικών (Livshits et al. 2021). Συνδυάζοντας τα παραπάνω, θα μπορούσε να θεωρηθεί λογική 

η συσχέτιση της πυριδοξαμίνης των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων με διάφορες μετα-αποθηκευτικές 

παραμέτρους και των δύο κατηγοριών αιμοδοτών, καθώς και των in vivo επιπέδων της με την αιμόλυση μόνο σε 

ανασυσταμένα κύτταρα ετερόζυγων.  
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Το τελευταίο μονοπάτι που βρέθηκε τροποποιημένο στους φορείς βΜΑ ήταν αυτό τον γλυκοζαμινών. Ενώ 

το τελικό παράγωγο, δηλαδή η UDP-Ν-ακέτυλο-γλυκοζαμίνη, βρέθηκε μειωμένο, ήταν αντίστροφη η εικόνα των 

πρόδρομων μορίων του. Το συγκεκριμένο μόριο χρησιμοποιείται από γλυκοζυλ-τρανσφεράσες για τη μεταφορά 

υπολειμμάτων Ν-ακετυλο-γλυκοζαμίνης σε υποστρώματα, με σκοπό την παραγωγή γλυκοζαμινογλυκανών, 

πρωτεογλυκανών και γλυκολιπιδίων. Το παρόν εύρημα υπονοεί είτε την υπερβολική κατανάλωση της UDP-N-

ακέτυλο-γλυκοζαμίνης, είτε τη μειωμένη σύνθεσή της λόγω κάποιας παρεμπόδισης στα τελευταία στάδια του 

μονοπατιού. Πιθανώς ο ζυγός να γέρνει προς τη δεύτερη εξήγηση μιας και (α) έχουν βρεθεί μειωμένα επίπεδα 

γλυκοζυλιωμένων μορίων που φέρουν Ν-ακέτυλο-γλυκοζαμίνη στη μεμβράνη ασθενών με β-θαλασσαιμία (Basu 

et al. 2008), και (β) η συγκεκριμένη μετα-μεταφραστική τροποποίηση είναι ιδιαίτερα κοινή στις πρωτεΐνες του 

Plasmodium falciparum (στο οποίο είναι ανθεκτικοί οι ετερόζυγοι) μετά την είσοδό του στον ξενιστή 

(Kupferschmid et al. 2017). 

Ε.2.3. Πρωτεόσταση 

 Ανεξαρτήτως δότη, η πρωτεασωμική ενεργότητα παρουσίασε το ίδιο χρονικό πρότυπο, με προοδευτική 

μείωση στο κυτοσόλιο και προσωρινή αύξηση στη μεμβράνη στο μέσο της αποθηκευτικής περιόδου. Παρόμοια 

κατανομή έχει δειχθεί και σε αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα αιμοδοτών με ανεπάρκεια G6PD (Tzounakas et al. 

2022b), υπονοώντας μία μετατόπιση ή ενεργοποίηση μεμβρανικών πρωτεασωμάτων περίπου την ημέρα 21. Η 

συγκεκριμένη χρονική στιγμή είναι βασική για πλήθος αλλαγών που παρατηρούνται κατά την αποθήκευση, όπως 

είναι η συσσώρευση δραστικών ριζών οξυγόνου (Tzounakas et al. 2021a) και η επαναδικτύωση του μεταβολισμού 

(Reisz et al. 2016), επομένως δεν είναι καθόλου απίθανο να είναι εξίσου σημαντική για τη ρύθμιση της 

λειτουργίας του πρωτεασώματος. Στους αιμοδότες με ανεπάρκεια G6PD, το πρωτεάσωμα μεταναστεύει στη 

μεμβράνη μαζί με πρωτεΐνες «Επιδιόρθωσης ή Καταστροφής», συμπεριλαμβανομένων αντιοξειδωτικών ενζύμων 

και μοριακών συνοδών (Tzounakas et al. 2022b). Στην παρούσα εργασία, αντίστοιχες συνδέσεις βρέθηκαν μεταξύ 

του μεμβρανικού πρωτεασώματος και πρωτεοστατικών πρωτεϊνών και στις δύο ομάδες. Τόσο πρωτεωμικές, όσο 

και βιοχημικές αναλύσεις φαίνεται να αναδεικνύουν για άλλη μία φορά τον κεντρικό ρόλο της μεμβράνης στη 

ρύθμιση της ερυθροκυτταρικής ομοιόστασης (Bosman 2016). Η πρωτεόσταση είναι ιδιαίτερα σημαντική για τα 

ερυθροκύτταρα λόγω της αδυναμίας τους να συνθέσουν νέες πρωτεΐνες, επομένως δεν προξένησε έκπληξη το 

γεγονός ότι το πρωτεάσωμα, σε συνδυασμό με πλήθος πρωτεϊνών του συστήματος «Επιδιόρθωσης ή 

Καταστροφής», κυριάρχησαν στο πρωτεϊνικό βιολογικό δίκτυο. Σε πρωτεϊνικά αλληλεπιδροσώματα 

(interactomes) άλλων ερευνητικών ομάδων έχει ομοίως αναδειχθεί η κεντρική θέση της πρωτεόστασης (Goodman 

et al. 2007, D'Alessandro et al. 2010, Sae-Lee et al. 2022).  Μιας και το ερυθροκύτταρο υπόκειται σε έντονο 

οξειδωτικό στρες, τα υψηλότερα επίπεδα του 20S πυρήνα σε σχέση με το ολοένζυμο του πρωτεασώματος (Sae-

Lee et al. 2022) πιθανώς εξηγούνται από το γεγονός ότι είναι ιδιαίτερα ανθεκτικός απέναντι στο οξειδωτικό στρες 

(Reinheckel et al. 1998), αλλά και αποτελεσματικός όσον αφορά στην αποδόμηση οξειδωμένων πρωτεϊνών 

(Davies 2001). Το έναυσμα για τη μετατόπιση του πρωτεοστατικού μηχανισμού στη μεμβράνη πιθανώς να δίνεται 

από τη συσσώρευση οξειδωτικών βλαβών και την προσκόλληση αποδιεταγμένων/οξειδωμένων πρωτεϊνών στη 



115 
 

μεμβράνη (Antonelou et al. 2010b, Reisz et al. 2016, Wither et al. 2016). Παρ’ όλα αυτά, όσο επιβαρύνεται το 

πρωτέωμα του ερυθροκυττάρου με την πάροδο του χρόνου αποθήκευσης, βλάπτεται και το ίδιο το πρωτεάσωμα, 

κι έτσι παρατηρείται πτώση στη μεμβρανική του ενεργότητα (Delobel et al. 2016). 

Τα ερυθροκύτταρα με στίγμα βΜΑ εμφάνισαν κατά την αποθήκευση ενισχυμένη μεμβρανική 

πρωτεόσταση, τόσο λόγω της αυξημένης πρωτεασωμικής ενεργότητας, όσο και της δέσμευσης μορίων 

πρωτεϊνικού ελέγχου στη μεμβράνη τους. Οι μοριακές συνοδοί έχουν τη δυνατότητα να διατηρούν την 

πρωτεολυτική ενεργότητα του πρωτεασώματος (Conconi et al. 1998), κάτι που συνάδει με την αυξημένη 

παρουσία τους στη μεμβράνη των ετερόζυγων και την ταυτόχρονη θετική συσχέτισή τους με τη μεμβρανική 

πρωτεασωμική ενεργότητα. Καθώς αντίστοιχο πρότυπο, με υψηλότερα επίπεδα πρωτεασωμικής ενεργότητας, 

βρέθηκε και στα κύτταρα των αιμοδοτών με ανεπάρκεια G6PD (Tzounakas et al. 2022b), θα μπορούσε η 

συγκεκριμένη ενίσχυση να αποτελεί προσαρμογή των συγκεκριμένων ερυθροκυττάρων στο σταθερό οξειδωτικό 

στρες που βιώνουν in vivo (Fujii et al. 2021), και να αναδεικνύεται κατά την αποθήκευση που χαρακτηρίζεται από 

υψηλό οξειδωτικό φορτίο, με σκοπό την προστασία της μεμβράνης. Όντως, η παρουσία του συμπλόκου 

πρωτεόστασης φαίνεται να έχει θετική επίδραση στην ομάδα των ετερόζυγων, μιας και η μεμβράνη τους 

παρουσιάζει μειωμένη πρωτεϊνική καρβονυλίωση. Μάλιστα, σε πρόδρομα κύτταρα β-θαλασσαιμικών έχει 

παρατηρηθεί υπερέκφραση πρωτεασωμικών υπομονάδων με σκοπό την αποσυμφόρηση από τις αλυσίδες α-

σφαιρίνης (Khandros et al. 2012). Αυξημένη ενεργότητα έχει βρεθεί και σε ερυθροκύτταρα ασθενών με 

δρεπανοκυτταρική αναιμία (Strader et al. 2020), καθώς και σε ερυθροκύτταρα που υφίστανται οξειδωτική βλάβη 

(Abi Habib et al. 2020). Εντός της ομάδας των ετερόζυγων, ενισχυμένη βρέθηκε η πρωτεόσταση στα κύτταρα των 

β+ και β0 σε σχέση με εκείνα των β++, αποτρέποντας την εμφάνιση περισσότερων μεμβρανικών βλαβών λόγω των 

αλυσίδων α-σφαιρίνης. Ειδικά στα ερυθροκύτταρα των β+ που παρουσίασαν υψηλές ROS, το οξειδωτικό στρες δε 

μεταφράστηκε σε υπερβολική επιβάρυνση της μεμβράνης και λύση, αναδεικνύοντας ξανά τη λειτουργία του 

πρωτεασώματος στην αποσυμφόρηση από τις ελεύθερες αλυσίδες α-σφαιρινών. Παρότι και στους ετερόζυγους 

και στους μάρτυρες το πρωτεάσωμα βρέθηκε στην καρδιά του πρωτεϊνικού δικτύου συνδεόμενο με μοριακές 

συνοδούς, αντιοξειδωτικά μόρια και ένζυμα του ενεργειακού μεταβολισμού, οι συνδέσεις αυτές ήταν 

περισσότερες ήδη από τη μέρα 7 στο δίκτυο των πρώτων. Παρόμοια ενισχυμένο έχει βρεθεί και το πρωτεϊνικό 

αλληλεπιδρόσωμα των ερυθροκυττάρων ασθενών με δρεπανοκυτταρική αναιμία (Ammann and Goodman 2009). 

Η απώλεια αυτής της ποσοτικής διαφοράς μέχρι το πέρας της αποθηκευτικής περιόδου, υποδηλώνει για ακόμη 

μία φορά την «προδιάθεση» που χαρακτηρίζει τα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων όσον αφορά στην 

αντιμετώπιση πρόσθετου οξειδωτικού, πρωτεοτοξικού κι ενεργειακού στρες.  

Πέραν της ποσοτικής ασυμφωνίας, αναδείχθηκαν και ορισμένες διαφορές σε επιμέρους συνδέσεις, και 

μάλιστα με πρωτεΐνες που διαφέρουν ποσοτικά στις δύο ομάδες. Οι πρωτεασωμικές ενεργότητες των ετερόζυγων 

βρέθηκαν συσχετιζόμενες με ιοντικά κανάλια, αποτέλεσμα που πιθανώς χρήζει περεταίρω μελέτης δεδομένης της 

συμμετοχής πρωτεασωμικών μονοπατιών στη ρύθμιση και την επιφανειακή έκφραση ιοντικών καναλιών (Abriel 

and Staub 2005). Για παράδειγμα, η σύνδεση του πρωτεασώματος με την piezo-1 θα μπορούσε να υπονοεί τη 
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σημασία της ενισχυμένης πρωτεόστασης στη μηχανική αντοχή των βΜΑ ετερόζυγων ερυθροκυττάρων. Έχει όντως 

δειχθεί πως η μηχανική έκταση (stretch) σηματοδοτεί την αποδόμηση της piezo-1 από το πρωτεάσωμα σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα (Miroshnikova et al. 2021). Επιλεκτική σύνδεση παρουσίασε και η αργινάση-1 με το 

πρωτεάσωμα των ετερόζυγων. Η ανταγωνιστική της δράση με την συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου, με την 

ενδοθηλιακή λειτουργία της οποίας έχει σχετιστεί η πρωτεασωμική ενεργότητα (Wei and Xia 2006), θα μπορούσε 

να ευθύνεται για τη συγκεκριμένη σύνδεση. 

Τα αποθηκευτικά επίπεδα πρωτεοστατικών μορίων βρέθηκαν να συνδέονται ευνοϊκά με την οξειδωτική 

αιμόλυση και τη συσσώρευση ROS μετα-αποθηκευτικά στο in vitro μοντέλο μετάγγισης. Επίσης, εμφάνισαν ενδο-

συσχετίσεις και στις δύο ομάδες, γεγονός που μπορεί μερικώς να αιτιολογήσει τη διατήρηση των υψηλών 

επιπέδων πρωτεασωμικής ενεργότητας στα ανασυσταμένα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για βΜΑ. Αν λάβουμε 

υπόψη ολόκληρη την αλυσίδα μετάγγισης, παρατηρείται πρωτεασωμική διατήρηση κυρίως στην ομάδα των 

ετερόζυγων η οποία χαρακτηρίζεται από ισχυρή πρωτεόσταση. Έχει δειχθεί πως παρουσία οξειδωτικού στρες, η 

έκθεση υδρόφοβων αμινοξέων στην αιμοσφαιρίνη φαίνεται να πυροδοτεί την πρωτεόλυσή της από 

πρωτεασώματα (Pacifici et al. 1993, Abi Habib et al. 2020). Η εντυπωσιακή πρωτεόσταση στην ομάδα των 

ετερόζυγων, ο ρόλος της στην αντιμετώπιση της οξειδωμένης αιμοσφαιρίνης και οι (παρούσες και στις δύο 

ομάδες) συνδέσεις της με την οξειδωτική λύση μετά από in vitro μετάγγιση, θα μπορούσε να ευθύνεται εν μέρει 

για τη μετα-αποθηκευτική μειωμένη οξειδωτική αιμόλυση στα ερυθροκύτταρα με στίγμα βΜΑ.  

Ε.2.4 Ερυθροκυτταρική Μορφολογία – Κυστιδιοποίηση 

 Τα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων αιμοδοτών διατήρησαν σε μεγάλο βαθμό τη μορφολογία τους κατά 

την αποθηκευτική περίοδο. Είναι γνωστό πως κατά την παραμονή τους εντός της μονάδας μετάγγισης τα 

ερυθροκύτταρα εμφανίζουν αλλοιώσεις στο σχήμα τους, τόσο λόγω αλλαγών στο μεμβρανικό δυναμικό, όσο και 

λόγω της εκτεταμένης κυστιδιοποίησης (Antonelou et al. 2012, Blasi et al. 2012). Επιπλέον, έχει δειχθεί πως τα μη 

αναστρέψιμης παραμόρφωσης ερυθροκύτταρα (σφαιροκύτταρα, σφαιροεχινοκύτταρα, σφαιροστοματοκύτταρα) 

είναι λιγότερο ανθεκτικά στην οσμωτική καταπόνηση (Wallas 1979, Hogman et al. 2006) και τη λύση (Melzak et al. 

2021), παρατήρηση που συνάδει με τις λιγότερες αλλοιωμένες μορφές στα ανθεκτικά σε αιμόλυση 

αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για βΜΑ. Κατά την αποθήκευση, βιοχημικοί και φυσικοί 

παράγοντες ευθύνονται για αναδιατάξεις στην οργάνωση του ερυθροκυττάρου, διαταράσσοντας τις σχέσεις 

μεταξύ κυτταροσκελετού – μεμβρανικής επιφάνειας – μορφολογίας (Sherstyukova et al. 2021, Kozlova et al. 

2022). Η διατήρηση των επιπέδων ορισμένων κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών, συμπεριλαμβανομένης της 

σπεκτρίνης, στα αποθηκευμένα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων για βΜΑ, πιθανώς να συμβάλλει στην αντοχή σε 

μορφολογικές αλλοιώσεις.  

 Τα κυστίδια που συσσωρεύτηκαν στις μονάδες μετάγγισης των ετερόζυγων αιμοδοτών κατά την 

αποθήκευση, χαρακτηρίζονταν από μειωμένα επίπεδα δεικτών στρες (π.χ. καρβονυλίωση) και απομάκρυνσης 

(π.χ. συμπλήρωμα), γεγονός που υπονοεί την παρατεταμένη παρουσία τους στην κυκλοφορία πιθανών 
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αιμοδεκτών σε σχέση με εκείνα των αιμοδοτών-μαρτύρων. Τα ερυθροκυτταρικά κυστίδια έχουν τη δυνατότητα να 

ρυθμίζουν τη βιοδιαθεσιμότητα του μονοξειδίου του αζώτου (Liu et al. 2013), ενώ συμμετέχουν στην 

οξειδοαναγωγική ισορροπία (Jank and Salzer 2011) και την ανοσορύθμιση (Menocha and Muszynski 2019). Αξίζει 

να αναφερθεί πως συγκεκριμένα η HSP70, μοριακή συνοδός που βρέθηκε αυξημένη στα εξωκυττάρια κυστίδια 

των ετερόζυγων αιμοδοτών, έχει δειχθεί πως στην εξωκυττάρια μορφή της (εντός ή εκτός κυστιδίων) είναι ικανή 

να ενεργοποιεί in vitro την κυτταροτοξικότητα των κυττάρων φυσικών-φονέων (natural killer cells), εμφανίζοντας 

αντικαρκινική δράση (Komarova et al. 2021). 

Ε.3 Ζωικό Μοντέλο Μετάγγισης 

 Η ιδιαίτερη φυσιολογία των ερυθροκυττάρων των ετερόζυγων για βΜΑ φαίνεται, πέραν της 

αποθήκευσης, να τα ευνοεί και στην κυκλοφορία του μεταγγιζόμενου μυός, οδηγώντας σε αυξημένη επιβίωση 

των συγκεκριμένων κυττάρων 24 ώρες μετά τη μετάγγιση σε σχέση με εκείνα που προέρχονταν από αιμοδότες 

μάρτυρες. Η διαφορά αυτή δεν οφειλόταν σε άμεση απομάκρυνση λόγω αιμολυτικών φαινομένων, μιας και η 

αιμοσφαιρίνη τόσο στο πλάσμα όσο και στα ούρα των μυών ήταν παρόμοια ανεξαρτήτως του αίματος που τους 

χορηγήθηκε. Η ανάδειξη συσχετίσεων μεταξύ παραμέτρων κυτταρικής ευθραυστότητας (τόσο του φρέσκου όσο 

και του αποθηκευμένου αίματος) με την μετα-μεταγγισιακή ανάκτηση επιλεκτικά στην ομάδα των αιμοδοτών με 

στίγμα βΜΑ ενισχύει την εμπλοκή της ιδιαίτερης φυσιολογίας των κυττάρων τους στην μειωμένη απομάκρυνσή 

τους από την κυκλοφορία. Παρόμοια συσχέτιση, και συγκεκριμένα της οσμωτικής αιμόλυσης με τη μετα-

μεταγγισιακή ανάκτηση σε μύες-δέκτες έχει βρεθεί και για παχύσαρκους αιμοδότες (Hazegh et al. 2021). Τα 

ερυθροκύτταρα με μειωμένη ικανότητα ελαστικής παραμόρφωσης «εγκλωβίζονται» στον σπλήνα (Deplaine et al. 

2011), ενώ in vitro προσομοίωση των σπληνικών σχισμών με διατάξεις μικροροής υποστηρίζει πως τα μηχανικά 

«γηρασμένα» ερυθροκύτταρα είναι επιρρεπέστερα σε φαγοκυττάρωση και χαρακτηρίζονται από απώλεια 

πρωτεϊνών που συμμετέχουν στη δομή του κυτταροσκελετού, τον μεταβολισμό και την αντιοξειδωτική άμυνα 

(Garcia-Herreros et al. 2021). Πέραν της οσμωτικής και μηχανικής τους ανθεκτικότητας, η διατήρηση της 

μορφολογίας των αποθηκευμένων ερυθροκυττάρων των ετερόζυγων προδιαθέτει επίσης για καλύτερη επιβίωση, 

μιας και τα μη αντιστρεπτής μορφολογίας μικρο-ερυθροκύτταρα απομακρύνονται άμεσα μετα-μεταγγισιακά και 

μειώνουν την ανάκτηση (Roussel et al. 2021). 

 Σίγουρα δεν πρέπει να παραλειφθεί πως το μέγεθος των μεταγγιζόμενων ερυθροκυττάρων, το οποίο είναι 

μικρότερο στην περίπτωση των ετερόζυγων, έχει βρεθεί αντίστροφα συσχετιζόμενο με την ανάκτηση σε 

ξενοβιωτικά μοντέλα μετάγγισης. Όμως, τα ερυθροκύτταρα των υπό εξέταση βΜΑ ετερόζυγων αιμοδοτών δεν 

χαρακτηρίζονταν από υπερβολικά χαμηλές τιμές MCV, ακριβώς για να ελαχιστοποιηθεί η συμβολή του μεγέθους 

στην απομάκρυνση, ενώ χορηγήθηκαν και ζεύγη (ετερόζυγων-μαρτύρων) ερυθροκυττάρων με παραπλήσιες τιμές 

MCV και η διαφορά συνέχιζε να γέρνει υπέρ των ετερόζυγων. Επίσης, οι μηχανικές καταπονήσεις που δέχονται τα 

κύτταρα στον μυ είναι ακόμα πιο έντονες από τις ήδη ισχυρές καταπονήσεις που δέχονται στην ανθρώπινη 

κυκλοφορία (σπληνικές σχισμές διαμέτρου 0,5-1,0 μm (L.T. Chen and Weiss 1973)). Παρ’ όλα αυτά, τα 
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μεταγγισμένα ερυθροκύτταρα των ετερόζυγων θα λάβουν μικρότερες πιέσεις και στην κυκλοφορία ενός πιθανού 

δέκτη (ανθρώπου), μιας και χαρακτηρίζονται τόσο από μικρότερο μέγεθος, όσο και από λιγότερες υποθανάτιες 

βλάβες. 

Ε.4 Συγκεντρωτικά Συμπεράσματα 

 Συνολικά, οι αιμοδότες με ετεροζυγωτία σε μεταλλαγές της βΜΑ αποτελούν μη αμελητέο ποσοστό του 

αιμοδοτικού πληθυσμού της χώρας μας και τα ερυθροκύτταρά τους παρουσιάζουν σημαντικές ιδιομορφίες από 

τη στιγμή της αιμοδοσίας μέχρι και μετά την αποθήκευσή σε μονάδες μετάγγισης. Με τη χρήση πληθώρας 

ερευνητικών προσεγγίσεων, συμπεριλαμβανομένων ολιστικών τεχνικών πρωτεωμικής και μεταβολωμικής 

ανάλυσης, στοχευμένων πειραμάτων φυσιολογικής επάρκειας και ενδελεχούς βιοστατιστικής ανάλυσης, 

σχηματίστηκε για πρώτη φορά μία σαφής εικόνα όσον αφορά στην ποιότητα των αποθηκευμένων 

ερυθροκυττάρων αιμοδοτών με στίγμα βΜΑ. 

 Τα κύτταρα αυτά αντιμετωπίζουν εντυπωσιακά το αποθηκευτικό στρες. Πιο συγκεκριμένα, είναι 

ανθεκτικά σε λύση ανεξαρτήτως ερεθίσματος και διαθέτουν βελτιωμένο οξειδοαναγωγικό ισοζύγιο σε σύγκριση 

με εκείνα του μέσου αιμοδότη. Η αντίσταση σε κυτταρική λύση μοιάζει να είναι άρρηκτα συνδεδεμένη με την 

ιδιαίτερη γεωμετρία των κυττάρων των ετερόζυγων και τη σταθερότητα δομικών πρωτεϊνών κατά την πρόοδο του 

χρόνου αποθήκευσης. Επιπλέον, το σύνολο των αποτελεσμάτων, είτε αφορούν στη φυσιολογία και το 

μεταβολισμό είτε στην πρωτεϊνική σύσταση και την πρωτεόσταση, σχηματίζει την εικόνα ενός κυττάρου καλά 

προσαρμοσμένου σε σταθερά πλην ήπια επίπεδα οξειδωτικού στρες, έτοιμου να αντιμετωπίσει περαιτέρω 

οξειδωτικές προκλήσεις. Πιο συγκεκριμένα, τα επίπεδα των αντιοξειδωτικών και πρωτεοστατικών ενζύμων 

βρέθηκαν πλεονεκτικότερα στα κύτταρα των ετερόζυγων, τα οποία παράλληλα έφεραν μειωμένες οξειδωτικές 

βλάβες και χαμηλότερο οξειδωτικό φορτίο, κυρίως προς το τέλος της αποθηκευτικής περιόδου. Με δεδομένο το 

βασικό ρόλο του οξειδωτικού στρες στην πρόοδο της αποθηκευτικής βλάβης, φαίνεται πως τα ερυθροκύττραρα 

με στίγμα βΜΑ μπορούν χάρη στην «εκπαίδευσή» σε ελαφρώς αυξημένο οξειδωτικό φορτίο να την 

αντιμετωπίζουν πλεονεκτικότερα.  

 Η «υπεροχή» σε επίπεδο αποθήκευσης, που αντικατοπτρίζεται έντονα στα μειωμένα επίπεδα 

αποθηκευτικής αιμόλυσης (μοναδικό ποιοτικό χαρακτηριστικό της αποθήκευσης αίματος σύμφωνα με τον 

Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας), συνοδεύεται και από βελτιωμένο πρότυπο απόκρισης σε μετα-μεταγγισιακό 

στρες. Τα αποτελέσματα από τα in vitro και ζωικά μοντέλα μετάγγισης συγκλίνουν και (α) αναδεικνύουν τη 

διατήρηση της πλεονεκτικότερης κυτταρικής φυσιολογίας μετά τη μετάγγιση, και (β) υπαινίσσονται αυξημένη 

24ωρη in vivo ανάκτηση των μεταγγισμένων ερυθροκυττάρων (μοναδική μετα-μεταγγισιακή μέτρηση επιτυχούς 

μετάγγισης σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας) στην περίπτωση των ετερόζυγων για βΜΑ. Μέσω της 

«τριγωνικής» ανάλυσης για τη σύνδεση των τριών κρίκων της αλυσίδας της μετάγγισης, χαρακτηριστικά των 

ετερόζυγων, όπως οι χαμηλοί δείκτες ευθραυστότητας και το μέγεθος των κυττάρων τους, καθώς και η ισχυρή 

εξωκυττάρια αντιοξειδωτική ικανότητα, βρέθηκαν να σχετίζονται με χαμηλή μετα-μεταγγισιακή αιμόλυση και 
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επιβίωση των ερυθροκυττάρων τους στην κυκλοφορία του δέκτη. Φαίνεται λοιπόν πως ορισμένες παράμετροι 

που διακρίνουν τους ετερόζυγους in vivo ή/και αποθηκευτικά, δεν είναι ουδέτερες ως προς τη μετα-μεταγγισιακή 

φυσιολογία/επάρκεια των ερυθροκυττάρων τους. 

Συμπερασματικά, τα ερυθροκύτταρα ατόμων με ετεροζυγωτία βΜΑ που είναι αποδεκτοί αιμοδότες  

κατέχουν εγγενή χαρακτηριστικά που τα καθιστούν πλεονεκτικά τόσο όσον αφορά στην αποθήκευσή τους σε 

μονάδες μετάγγισης όσο και μετά τη μετάγγισή τους σε ζωικά μοντέλα. Τα εν λόγω αποτελέσματα χαρτογραφούν 

με μεγάλη λεπτομέρεια τη φυσιολογία και το μεταβολισμό του αίματος των συγκεκριμένων αιμοδοτών 

παρέχοντας (α) το υπόβαθρο για το σχεδιασμό τελικών τυχαιοποιημένων κλινικών δοκιμών οι οποίες θα 

αποσαφηνίσουν πλήρως την εικόνα και (β) τις πληροφορίες για εναλλακτική διαχείριση ή αποθήκευση του 

αίματος διακριτών γενετικών ομάδων (π.χ. ερυθροκύτταρα ετερόζυγων αιμοδοτών ως κατεψυγμένο αίμα λόγω 

ανθεκτικότητας στη λύση κατά την απόψυξη). 
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Παράρτημα 

Πίνακας Παραρτήματος Π1. Αριθμητικός κώδικας που χρησιμοποιείται στην παρουσίαση των 

πρωτεωμικών και φυσιολογικών παραμέτρων των βιολογικών δικτύων στις Εικόνες Δ19 και Δ20. 

Παράμετρος Αύξων Αριθμός 

14-3-3 protein epsilon 1 

2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 2 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1  3 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11  4 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12 5 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 6 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14  7 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 8 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3  9 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5  10 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6  11 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7  12 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8 13 

26S proteasome regulatory subunit 10B 14 

26S proteasome regulatory subunit 4 15 

26S proteasome regulatory subunit 6A  16 

26S proteasome regulatory subunit 6B  17 

26S proteasome regulatory subunit 7  18 

26S proteasome regulatory subunit 8 19 

55 kDa erythrocyte membrane protein 20 

Acetylcholinesterase 21 

Actin, alpha skeletal muscle 22 

Actin, cytoplasmic 1 23 

Acylamino-acid-releasing enzyme 24 

Aldehyde dehydrogenase family 16 member A1 25 

Alpha-adducin 26 

Alpha-centractin 27 

Ammonium transporter Rh type A 28 

Ankyrin-1  29 

Annexin A4 30 

Annexin A7 31 
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AP-1 complex subunit beta-1 32 

AP-2 complex subunit alpha-1 33 

AP-2 complex subunit alpha-2 34 

AP-2 complex subunit beta 35 

AP-2 complex subunit mu 36 

Aquaporin-1 37 

Arginase-1 38 

Atlastin-3 39 

ATP-binding cassette sub-family B member 6 40 

ATP-binding cassette sub-family G member 2  41 

ATP-citrate synthase 42 

ATP-dependent 6-phosphofructokinase 43 

ATP-dependent 6-phosphofructokinase 44 

Band 3 anion transport protein 45 

Basal cell adhesion molecule 46 

Basigin 47 

Beta-2-glycoprotein 1  48 

Beta-actin-like protein 2 49 

Beta-adducin  50 

Blood group Rh(CE) polypeptide 51 

BMP-2-inducible protein kinase 52 

C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic 53 

Calmodulin-1 54 

Calnexin 55 

Calpain small subunit 1 56 

Calpain-1 catalytic subunit  57 

Calpain-5  58 

Calpastatin 59 

Calreticulin  60 

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha  61 

cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit  62 

Carbonic anhydrase 1 63 

Casein kinase I isoform alpha  64 

Caspase-like activity (cytosol) 65 

Caspase-like activity (membrane) 66 
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Caspase-like activity (supernatant) 67 

Catalase 68 

CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1 69 

CD44 antigen 70 

CD59 glycoprotein 71 

Cell division control protein 42 homolog 72 

Chymotrypsin-like activity (cytosol) 73 

Chymotrypsin-like activity (membrane) 74 

Chymotrypsin-like activity (supernatant) 75 

Clathrin heavy chain 1 76 

Coiled-coil and C2 domain-containing protein 1A  77 

Complement decay-accelerating factor  78 

Complement receptor type 1 79 

COP9 signalosome complex subunit 2 80 

COP9 signalosome complex subunit 3  81 

COP9 signalosome complex subunit 4 82 

COP9 signalosome complex subunit 6 83 

Copine-3 84 

Copper-transporting ATPase 1 85 

Cullin-1 86 

Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1  87 

Delta-aminolevulinic acid dehydratase 88 

Dematin 89 

Deoxyribose-phosphate aldolase 90 

Diamide-induced ROS generation 91 

Disheveled-associated activator of morphogenesis 1 92 

DnaJ homolog subfamily B member 1 93 

DnaJ homolog subfamily C member 13 94 

Dynactin subunit 1 95 

Dynactin subunit 2 96 

Dynamin-2 97 

E2 ubiquitin-conjugating enzyme 98 

E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 99 

E3 ubiquitin-protein ligase UBR4 100 

Elongation factor 1-alpha 101 
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Endonuclease domain-containing 1 protein 102 

Endoplasmic reticulum chaperone BiP 103 

Endoplasmic reticulum resident protein 44 104 

Endoplasmin 105 

Epoxide hydrolase 1 106 

Equilibrative nucleoside transporter 1 107 

Erythrocyte band 7 integral membrane protein 108 

Erythrocyte membrane protein band 4.2 109 

Erythroid membrane-associated protein 110 

Exportin-7 111 

Extracellular potassium levels 112 

Extracellular sodium levels 113 

Extracellular vesicles' procoagulant activity 114 

Ezrin 115 

F-actin-capping protein subunit alpha-1 116 

F-actin-capping protein subunit beta 117 

Fatty acid synthase 118 

Flavin reductase (NADPH) 119 

Flotillin-1 120 

Flotillin-2 121 

Fructose-bisphosphate aldolase A 122 

Fructose-bisphosphate aldolase C 123 

G protein-coupled receptor kinase 6  124 

Galectin-3  125 

Gamma-adducin 126 

Glutathione S-transferase LANCL1 127 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 128 

Glycophorin-A 129 

Glycophorin-C 130 

GMP reductase 1 131 

Golgi-associated plant pathogenesis-related protein 1 132 

GTPase KRas 133 

GTPase NRas  134 

GTPase-activating protein and VPS9 domain-containing protein 1 135 

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 136 
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Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 137 

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 138 

Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha 139 

Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha 140 

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short 141 

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 142 

Heat shock 70 kDa protein 1A 143 

Heat shock 70 kDa protein 4 144 

Heat shock cognate 71 kDa protein 145 

Heat shock protein HSP 90-alpha 146 

Heat shock protein HSP 90-beta 147 

Hematocrit 148 

Hemoglobin subunit alpha 149 

Hemoglobin subunit beta 150 

Hemoglobin subunit delta 151 

Hsc70-interacting protein 152 

Immunoglobulin gamma-1 heavy chain  153 

Immunoglobulin heavy constant gamma 2  154 

Immunoglobulin heavy constant gamma 3  155 

Immunoglobulin heavy constant mu 156 

Immunoglobulin kappa constant  157 

Immunoglobulin kappa light chain  158 

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 159 

Importin subunit beta-1 160 

Importin-5 161 

Importin-7 162 

Intercellular adhesion molecule 4  163 

Intermediate conductance calcium-activated potassium channel protein 4  164 

Intracellular calcium levels 165 

Intracellular hemoglobin 166 

Intrinsic ROS generation 167 

Irrevesible RBC shape transformation (percentage) 168 

Junctional adhesion molecule A 169 

Kell blood group glycoprotein 170 

Keratin, type I cytoskeletal 10 171 
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Keratin, type I cytoskeletal 9 172 

Keratin, type II cytoskeletal 1  173 

Keratin, type II cytoskeletal 2  174 

Keratin, type II cytoskeletal 6A 175 

LanC-like protein 2 176 

L-lactate dehydrogenase B chain  177 

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3 178 

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4  179 

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6  180 

Lymphocyte function-associated antigen 3 181 

Mean Cell Volume (MCV) 182 

Mean Corpuscular Fragility (MCF) 183 

Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH) 184 

Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (MCHC) 185 

Mechanical Fragility 186 

Membrane Lipid Peroxidation 187 

Methyltransferase-like protein 7A  188 

Moesin  189 

Monocarboxylate transporter 1 190 

Multidrug resistance-associated protein 1 191 

Multidrug resistance-associated protein 4 192 

Multidrug resistance-associated protein 5 193 

Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 194 

Myosin light chain 4  195 

Myosin regulatory light chain 12B 196 

Myosin-10 197 

Myosin-9 198 

NADH-cytochrome b5 reductase 3 199 

Neuropathy target esterase  200 

Neutral alpha-glucosidase AB 201 

Neutral cholesterol ester hydrolase 1 202 

Nucleosome assembly protein 1-like 1  203 

Nucleosome assembly protein 1-like 4 204 

Oxidative hemolysis 205 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  206 
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Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP3 207 

Peroxiredoxin-1 208 

Peroxiredoxin-2  209 

Phenylhydrazine-induced ROS generation 210 

Phosphatidylinositide phosphatase SAC1 211 

Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha  212 

Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 alpha  213 

Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein  214 

Phosphatidylserine exposure 215 

Phospholipid scramblase 1  216 

Phospholipid transfer protein C2CD2L 217 

Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 218 

Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1 219 

Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1  220 

Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4  221 

Polypyrimidine tract-binding protein 1 222 

Polyubiquitin-B 223 

Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X 224 

Proteasome activator complex subunit 1  225 

Proteasome activator complex subunit 2 226 

Proteasome adapter and scaffold protein ECM29 227 

Proteasome subunit alpha type-1  228 

Proteasome subunit alpha type-2  229 

Proteasome subunit alpha type-3  230 

Proteasome subunit alpha type-4  231 

Proteasome subunit alpha type-5 232 

Proteasome subunit alpha type-6 233 

Proteasome subunit alpha type-7 234 

Proteasome subunit beta type-1 235 

Proteasome subunit beta type-2 236 

Proteasome subunit beta type-3  237 

Proteasome subunit beta type-4 238 

Proteasome subunit beta type-5 239 

Proteasome subunit beta type-7  240 

Protein 4.1 241 



147 
 

Protein arginine N-methyltransferase 5  242 

Protein argonaute-2 243 

Protein carbonylation 244 

Protein DDI1 homolog 2 245 

Protein diaphanous homolog 1 246 

Protein disulfide-isomerase  247 

Protein disulfide-isomerase A3  248 

Protein disulfide-isomerase A6  249 

Protein XRP2 250 

Pyrroline-5-carboxylate reductase 3  251 

Radixin 252 

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1  253 

Ras-related protein Rab-10 254 

Ras-related protein Rab-18 255 

Ras-related protein Rab-21  256 

Ras-related protein Rab-2B  257 

Ras-related protein Rab-35 258 

Ras-related protein Rab-5C 259 

Ras-related protein Rab-7a 260 

Ras-related protein Rab-8A  261 

Ras-related protein Rab-8B  262 

Ras-related protein Ral-A  263 

Ras-related protein Rap-1A  264 

Ras-related protein Rap-1b 265 

Ras-related protein Rap-2a 266 

Ras-related protein Rap-2b 267 

Red blood cell count (RBC) 268 

Red cell distribution width (RDW) 269 

Retinal dehydrogenase 1  270 

Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1  271 

RuvB-like 1 272 

RuvB-like 2 273 

Semaphorin-7A 274 

Serum albumin  275 

SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 276 
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SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 2 277 

Small integral membrane protein 1 278 

Small membrane A-kinase anchor protein 279 

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 280 

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 281 

Solute carrier family 40 member 1 282 

Sorbitol dehydrogenase 283 

Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 284 

Spectrin beta chain, erythrocytic 285 

Storage hemolysis 286 

Stress-induced-phosphoprotein 1 287 

Syntaxin-7 288 

Syntaxin-binding protein 3 289 

TBC1 domain family member 24 290 

T-complex protein 1 subunit alpha 291 

T-complex protein 1 subunit beta 292 

T-complex protein 1 subunit delta 293 

T-complex protein 1 subunit epsilon  294 

T-complex protein 1 subunit eta 295 

T-complex protein 1 subunit gamma 296 

T-complex protein 1 subunit theta 297 

T-complex protein 1 subunit zeta 298 

Tensin-1 299 

tert-butyl-hydroperoxide induced ROS generation 300 

Total antioxidant capacity (supernatant) 301 

Transforming protein RhoA 302 

Transitional endoplasmic reticulum ATPase 303 

Transmembrane emp24 domain-containing protein 2 304 

Transmembrane protein 222 305 

Tripeptidyl-peptidase 2 306 

Tropomodulin-1 307 

Tropomyosin alpha-1 chain 308 

Tropomyosin alpha-3 chain 309 

Trypsin-like activity (cytosol) 310 

Trypsin-like activity (membrane) 311 
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Trypsin-like activity (supernatant) 312 

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 313 

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15 314 

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 315 

UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 316 

Unconventional myosin-XVIIIa  317 

Urea transporter 1 318 

Uric acid dependent antioxidant capacity (supernatant) 319 

Uric acid independent antioxidant capacity (supernatant) 320 

Vacuolar protein sorting-associated protein 13A 321 

Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase 322 

Vesicle-associated membrane protein 3 323 

Vesicle-associated membrane protein-associated protein A 324 

Vesicle-fusing ATPase 325 

Vesicle-trafficking protein SEC22b 326 

Vesicular integral-membrane protein VIP36  327 

V-type proton ATPase subunit B 328 

WD repeat-containing protein 81 329 

WD repeat-containing protein 91 330 

Zinc transporter 1 331 
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Innate Variability in Physiological and
Omics Aspects of the Beta
Thalassemia Trait-Specific Donor
Variation Effects
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of Biochemistry and Molecular Genetics, School of Medicine, University of Colorado, Aurora, CO, United States, 3Laboratory of
Reliability and Quality Control in Laboratory Hematology (HemQcR), Department of Biomedical Sciences, School of Health and
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The broad spectrum of beta-thalassemia (βThal) mutations may result in mild reduction
(β++), severe reduction (β+) or complete absence (β0) of beta-globin synthesis. βThal
heterozygotes eligible for blood donation are “good storers” in terms of red blood cell
(RBC) fragility, proteostasis and redox parameters of storage lesion. However, it has not
been examined if heterogeneity in genetic backgrounds among βThal-trait donors affects
their RBC storability profile. For this purpose, a paired analysis of physiological and omics
parameters was performed in freshly drawn blood and CPD/SAGM-stored RBCs donated
by eligible volunteers of β++ (N = 4), β+ (N = 9) and β0 (N = 2) mutation-based phenotypes.
Compared to β+, β++ RBCs were characterized by significantly lower RDW and HbA2 but
higher hematocrit, MCV and NADPH levels in vivo. Moreover, they had lower levels of
reactive oxygen species and markers of oxidative stress, already from baseline.
Interestingly, their lower myosin and arginase membrane levels were accompanied by
increased cellular fragility and arginine values. Proteostasis markers (proteasomal activity
and/or chaperoning-protein membrane-binding) seem to be also diminished in β++ as
opposed to the other two phenotypic groups. Overall, despite the low number of samples
in the sub-cohorts, it seems that the second level of genetic variability among the group of
βThal-trait donors is reflected not only in the physiological features of RBCs in vivo, but
almost equally in their storability profiles. Mutations that only slightly affect the globin chain
equilibrium direct RBCs towards phenotypes closer to the average control, at least in terms
of fragility indices and proteostatic dynamics.
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INTRODUCTION

The storability profile of red blood cells (RBCs) seems to be
highly dependent on intrinsic donor characteristics. Both
genetic and environmental factors have been studied during
the last decade in the context of donor variation effects upon
storage and transfusion therapy. Donor’s sex (Szczesny-
Malysiak et al., 2021), ethnicity (Kanias et al., 2017) and
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) activity
(Tzounakas et al., 2016; Francis et al., 2020), as well as
lifestyle aspects, such as smoking (Stefanoni et al., 2020) and
caffeine or alcohol consumption (D’Alessandro et al., 2020a;
D’Alessandro et al., 2020b) have been proven to affect
differentially the storage and/or post-transfusion efficacy of
donated RBCs. The same is true for RBCs with distinct
hemoglobin (Hb) variants. For instance, stored RBCs from
donors with elevated glycosylated Hb present increased
susceptibility to lysis, phosphatidylserine (PS) externalization
and non-reversible shape modifications (Li et al., 2022).
Moreover, polymorphisms in HbA2 gene are associated with
a reduced hemoglobin increment (Roubinian et al., 2022), and
sickle cell trait with increased storage hemolysis and removal in
animal models of transfusion (Osei-Hwedieh et al., 2016).

RBCs from beta-thalassemia minor (βThal+) eligible donors
have been extensively studied lately with respect to their
physiological, metabolic and proteomic profiles during storage.
These cells seem to possess an intrinsic resistance to both
spontaneous and induced lysis (Tzounakas et al., 2022), as
well as an array of metabolic and proteomic features indicative
of advantageous control of oxidative and proteotoxic stresses
(Anastasiadi et al., 2021b; Tzounakas et al., 2021; Tzounakas et al.,
2022). Regarding their post-transfusion aspects, stored βThal+
RBCs demonstrate resilience against lysis following exposure to
plasma at body temperature, along with a trend for increased
recovery post transfusion in mice recipients (Anastasiadi et al.,
2021a). These superior post-storage phenotypes have been found
linked to βThal+-specific variations in baseline or storage
parameters, such as cell fragilities, cytoskeleton composition,
or urate (Anastasiadi et al., 2021a; Anastasiadi et al., 2022).

Besides divergence of specific donor cohorts from the average
control, a range of within-group variation is also anticipated. In
the case of beta-thalassemia the highly heterogenous genetic
setting of mutations and related polymorphisms is translated
to a broad spectrum of clinical and cellular phenotypes (Giardine
et al., 2021) with variable prevalence within distinct national
settings. More specifically, in Greece, mutations leading to severe
reduction in ß-globin synthesis (β+) represent almost 50% of the
reported thalassemia alleles (Boussiou et al., 2008) followed by
mutations resulting in null synthesis or slight reduction of ß-
chains. Therefore, the cellular effects of each mutation might lead
to a different storability phenotype. Having this in mind, the aim
of the present study was to examine the innate variation of
hematological, physiological, metabolic and protein parameters
in freshly drawn and stored RBCs from a group of βThal+ donors
stratified by the degree of ß-globin synthesis imposed by the
affected allele.

MATERIALS AND METHODS

Biological Samples and Blood Unit
Preparation
Venous blood from fifteen regular βThal+ blood donors was
collected into EDTA and citrate vacutainer tubes. The same
subjects donated blood to prepare and store RBC units in
citrate-phosphate-dextrose (CPD)/saline-adenine-glucose-
mannitol (SAGM), for 42 days at 4°C. βThal+ trait was
confirmed by Hb electrophoresis and molecular identification
of mutations (IVS I-1, IVS I-6, IVS I-110, IVS II-1 and IVS II-
745). The samples were subsequently categorized as β++ (n = 4),
β+ (n = 9) and β0 (n = 2) according to the impact that the
mutations have upon the ß-globin synthesis (from slight -β++- to
severe -β0- reduction in ß-globin levels). The RBC units were
sampled every week under aseptic conditions. The study was
approved by the Ethics Committee of the Department of Biology,
School of Science, NKUA and investigations were carried out
upon donor consent, in accordance with the principles of the
Declaration of Helsinki.

Hematological and Biochemical
Measurements
BC-3000 PLUS, MINDRAY Celltac E, MEK-7222 Κ, NIHON
KOHDEN automatic blood cell counters were used for complete
blood count through double measurements to achieve maximum
reliability, while the automatic analysers Hitachi 902, AVL Series
Electrolyte Analyzer 9,180 and Elecsys Systems Analyzer (Roche
Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Switzerland) were used for the
biochemical analysis of triglycerides, lipoproteins, iron (Fe),
electrolytes and ferritin.

Hemolysis Parameters
Storage hemolysis was calculated via spectrophotometry using
Harboe’s method (Harboe, 1959) followed by Allen’s correction.
For assessment of osmotic hemolysis, the samples were exposed
to ascending concentrations of NaCl and then the mean
corpuscular fragility (MCF) index (i.e., %NaCl at 50%
hemolysis) was calculated. Mechanical hemolysis was
estimated following rocking of RBCs with stainless steel beads
for 1 h and measurement of the Hb released in the supernatant
compared to non-rocked counterparts (Tzounakas et al., 2022).

Reactive Oxygen Species Accumulation
and Proteasome Activity
The intracellular accumulation of reactive oxygen species (ROS)
was measured via fluorometry (BIORAD Hercules, CA,
United States) by using the membrane permeable and redox-
sensitive probe 5-(and-6)-chloromethyl-2′,7′-dichloro-dihydro-
fluoresceindiacetate, acetyl ester (CM-H2DCFDA; Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, OR, United States). This assay was
performed with or without prior oxidative stimulation of RBCs by
diamide (2 mM) or phenylhydrazine (PHZ; 100 μM) for 45 min
at 37°C. Fluorometry was also used for the determination of
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caspase-like (CASP-like), chymotrypsin-like (CH-like) and
trypsin-like (TR-like) proteasome activities in cytosol and
membrane fractions. For this purpose, 120–200 μg of protein
samples were incubated with the fluorogenic substrates Suc-Leu-
Leu-Val-Tyr-aminomethylcoumarin (AMC) (CH-like), z-Leu-
Leu-Glu-AMC (CASP-like), and Boc-Leu-Arg-Arg-AMC (TR-
like) for 1.30 h (CH-like) or 3 h (CASP- and TR-like) at 37°C in
the dark (Anastasiadi et al., 2021b). All substrates were produced
from Enzo Life Sciences (New York, NY, United States).
Fluorescent units were normalized to protein levels to reach a
quantitative result.

Metabolomics and Proteomics Analyses
For the metabolomics analysis, 100 μl of stored RBCs (or 20 μl of
plasma/supernatants) were collected on a weekly basis, extracted
at 1:6 (or 1:25) dilution in methanol:acetonitrile:water (5:3:2) and
analyzed by UHPLC-MS (Ultimate 3000 RSLC-Q Exactive,
Thermo Fisher), as previously described (D’Alessandro et al.,
2019; Nemkov et al., 2019). Sample extracts (10 μl) were loaded
onto a Kinetex XB-C18 column (150 mm × 2.1 mm ×
1.7 μm—Phenomenex, Torrance, CA, United States). A 5-min
gradient from 5 to 95% B (phase A: water +0.1% formic acid and
B: acetonitrile +0.1% formic acid) eluted metabolites into a Q
Exactive system (Thermo, Bremen, Germany), scanning in full
MS mode or performing acquisition independent fragmentation
(MS/MS analysis—5 min method) at 70,000 resolution in the
60–900 m/z range, 4 kV spray voltage, 15 sheath gas, and five
auxiliary gas, operated in negative and then positive ion mode
(separate runs). Metabolite assignment was performed against an
in-house standard library, as reported (Nemkov et al., 2017),
through the freely available software Maven (Princeton
University, United States). No data pre-processing (neither
normalization nor log-transformation) was performed.
Proteomics analysis was performed on isolated membranes of
early- and late-stored RBCs (n = 12 at each time point; n = 2 for
β++, n = 8 for β+, n = 2 for β0; obtained by hypotonic lysis).
Samples (200 ng) were loaded onto individual Evotips (desalting)
and were subsequently washed (20 μl 0.1% formic acid), followed
by the addition of 0.1% formic acid to keep the Evotips wet. The
Evosep One system was coupled to a timsTOF Pro mass
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Data were
collected over a m/z range of 100–1700 forMS andMS/MS on the
timsTOF Pro instrument using an accumulation and ramp time
of 100 ms. PEAKS studio (Version X+, Bioinformatics Solutions,
Waterloo, ON, United States) was used for post-processing. The
relative protein levels were normalized on the total amount of
proteins.

Statistical Analysis
All physiological experiments were performed in triplicate.
Statistical analysis was performed by using the statistical
package SPSS Version 22.0 (IBM Hellas, Athens, Greece,
administered by NKUA). Between-group differences in freshly
drawn blood (in vivo comparison) were assessed by independent
t-test. Repeated measures ANOVA with Bonferroni-like
adjustments for multiple comparisons was used for the
evaluation of time-course and between groups differences in

stored RBC units. Significance was accepted at p < 0.05. Due
to the low number of samples analyzed by proteomics methods
(distinguished by dashed boxes throughout the figures in order to
highlight their mostly qualitative assessment) or those falling into
the β0 category (Figure 4) all selected parameters satisfied the
criteria of both statistical significance (<0.05) and fold change
(>1.25), with the exception of Piezo-1 that satisfies only the first
criterion.

RESULTS

At first, we focused on probable differences between β++ (slight
reduction in ß-globin) and β+ (severe reduction but not null
synthesis of ß-globin chains) samples. In freshly drawn blood, β++

heterozygotes presented a trend toward higher hematocrit and
mean corpuscular volume (MCV), but significantly lower red cell
distribution width (RDW) and HbA2 (Figure 1A). Moving on to
storage, while similar levels of spontaneous hemolysis were
observed in β++ and β+ units (e.g., late storage: 7.42 ± 2.10 vs.
5.83 ± 2.81 mg Hb/dL, β++ vs. β+, p = 0.294), β++ RBCs presented
increased osmotic fragility and sporadically increased mechanical
fragility throughout storage, with both differences evident in
freshly drawn blood as well (Figure 1B). At the same time,
different levels of myosin-9 and piezo-1 proteins (that play a
role in RBC deformability and volume regulation) were also
detected in those groups (Figure 1B).

Concerning biochemical and proteomic features that vary as a
function of the oxidative burden of RBCs, β++ RBCs presented
lower intracellular levels of ROS when compared to β+, either
intrinsic or induced by thiol- and hemoglobin-oxidizing agents,
from the beginning until the middle of the storage period
(Figure 1C). Interestingly, intrinsic, and phenylhydrazine-
induced ROS already differed at baseline. The binding of redox-
related proteins on the membrane was also distinct: members of
the peroxiredoxin family, along with catalase and glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were less evident in the
isolated β++ membranes (Figure 1C). It should be noted that no
differences arose regarding membrane protein carbonylation (e.g.,
protein carbonylation index day 21: 36.73 ± 7.04 vs. 33.43 ± 9.12,
β++ vs. β+, p > 0.05) and extracellular antioxidant capacity (e.g.,
total antioxidant capacity day 35: 428 ± 93 vs. 354 ± 64 μM Fe2+,
β++ vs. β+, p > 0.05).

Proteostasis was also affected by the degree of ß-globin
synthesis. In the cytosol of β++, CASP- and TR-like (but not
CH-like) activities were significantly reduced before (for TR-like
activity at baseline p = 0.057) and during storage (Figure 2A)
compared to the β+ values. With regards to the membrane, all
three proteasomal activities presented lower levels in β++ vs. β+ at
both early and late storage. This finding was accompanied by a
trend for lower binding of the b5, b1 and b2 proteasome subunits
(where the three different proteolytic specificities of the
proteasome are located) in the membrane, especially at late
storage, in β++ RBCs (Figure 2A). In parallel, heat shock
proteins and components of the chaperoning T-complex also
exhibited lower levels in the membranes of β++ RBCs in
comparison to β+ (Figure 2B).
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Moreover, the RBCs of β++ donors demonstrated increased
levels of G6PD activity and of the relevant metabolites NADPH
and pyridoxal in vivo (Figure 3A). Both before and throughout
storage, L-arginine stood out by presenting elevated values in β++

vs. β+ RBCs, probably in agreement with the lower membrane
binding levels of arginase-1 (Figure 3B). Another metabolite that
was differentially affected by the mutation’s severity was
dihydrothymine. Either throughout storage (intracellularly) or
in the last 2 weeks of it (extracellularly) lower levels of
dihydrothymine were detected in the group of β++ versus β+

(Figure 3C). Finally, two metabolites implicated in the
biosynthesis of glycerophospholipids, namely choline and
sphingosine-1-phosphate (S1P), also showed lower levels in
the same subgroup throughout the storage period
(Figure 3D). All other metabolites tested presented similar
levels between the two groups (e.g., urate day 7: 17 × 106±6 ×
106 vs. 13 × 106±5 × 106 A.U., β++ vs. β+).

Despite the low number of β0 donors, that renders comparisons
with the other groups mainly qualitative, the β0 (null ß-globin
synthesis) subjects were characterized by higher levels of HbA2 but
lower levels of ferritin, transferrin and osmotic fragility compared
to β++ or β+ donors in vivo (Figure 4A). In terms of metabolism, β0

RBCs presented a downregulated amino acid metabolism
sporadically during storage, as in the case of L-arginine (lower
levels than in β+) and L-tryptophan (lower levels than in β++).
Nucleotides such as IMP, carboxylic acids and glutathione-related
metabolites were also decreased in β0, mainly throughout storage
and against both other donor groups. Additionally, molecules
related to fatty acid and carnitine metabolism were found
significantly lower in the same group, especially when compared
to β+ RBCs in specific storage periods (Figure 4A). Lastly, some
proteins also exhibited distinct profiles in the β0 RBC membrane
(Figure 4B), including several proteasome subunits that along with
GAPDHwere upregulated during late or early storage, respectively,
when compared to β++. On the other hand, the presence of annexin
A7 and peroxiredoxin-1 was minor in the membrane of late-stored
β0 in comparison to β+. Another protein that differed among the
three groups was carnitine O-palmitoyltransferase 1, the early
levels of which gradually declined from the β++ to the β0 status
(Figure 4B).

DISCUSSION

As previously shown, RBCs from βThal+ donors can effectively
cope with storage lesion, especially with regards to the storage-
related hemolysis stress, maintaining at the same time enhanced
proteostasis capacity and uric acid-related intracellular and
extracellular antioxidant power. Hereby, we report a variation
within the group of heterozygotes, with β++ donors exhibiting
worse RBC fragility indices but lower oxidative burden and
proteasome activity than β+. It was surprising to also find
some β0 subjects within the cohort of eligible donors, who
showed unique nucleotide and amino acid metabolism
features. A rather expected variation was found in
hematological and biochemical data among the three sub-
groups (β++, β+ and β0) in vivo.

Silent mutations, which lie behind the β++ phenotype, lead to
just a small imbalance of the α-/β-globin synthesis ratio (Cao
and Galanello, 2010), therefore, less excess of α-chains is present
in cells. It is established that the accumulation of unpaired α-
globin chains promotes the generation of ROS, thus, modifying
the redox equilibrium of the cell and leading to oxidative
damages (Olivieri, 1999). At the same time, RBCs in beta-
thalassemia trait seem to possess an advantageous genetic
regulation of antioxidant enzymes, leading to upregulated
expression of peroxiredoxin-2 and superoxide dismutase
(Teran et al., 2020). Our cohort of beta-thalassemia carriers,
in contrast to previously studied groups (Selek et al., 2007), also
exhibits higher than average extracellular antioxidant capacity,
as well as superior intracellular equilibrium of redox metabolites
(e.g., increased urate, decreased s-allantoin) (Tzounakas et al.,
2022), irrespectively to the variable degree of beta-globin
synthesis imposed by the heterozygous state of β++ and β+
underlying mutations. It is tempting to hypothesize that the
slight excess of α-globin chains in β++ vs. β+ subjects, along with
the boosted antioxidant system observed in both subgroups,
altogether provide the first with an advantage regarding the
control of ROS accumulation. The above hypothesis is also
supported by the susceptibility to PHZ- (and thus, to oxidized-
Hb) induced ROS production: while overall similar to the
control (when all mutations analyzed as a group), when
stratified in the currently examined subgroups β+ RBCs
present sporadically higher but β++ lower susceptibility to
ROS elevation (e.g., day 28: 20,079 ± 5,267 vs. 16,165 ± 4,529
vs. 12,058 ± 1,946 RFU/mg of protein, β+ vs. control vs. β++, p <
0.05). Moreover, while the storage levels of ROS in the β+

subgroup followed the general variation pattern observed in
heterozygous versus control samples, namely lower levels at
late-storage (Tzounakas et al., 2022), the levels of β++ RBCs were
inferior throughout the storage period (e.g., day 14: 2,321 ± 678
vs. 2,539 ± 789 vs. 1,584 ± 83 RFU/mg of protein, β+ vs. control
vs. β++, p > 0.05 only for β+ vs. control). In this context, it would
be very interesting to study the redox equilibrium of RBCs from
the minority group of β0 eligible donors during the storage
period.

Following binding to the RBC cytoskeletal network, the free α-
globin chains tend to autoxidize and cause massive membrane
oxidative damage (Ficarra et al., 2009). The enhanced proteostatic
system of β+ and β0 cells, observed through the elevated levels of
proteasomal activity and/or the increased binding of chaperone
and proteasome proteins to the membrane, seems capable to
ameliorate the detrimental effects of oxidative stress upon the
membrane. Indeed, we found no difference between the levels of
membrane protein carbonylation between the distinct sub-
groups. The proteasome machinery is abundant in the beta-
thalassemic precursor cells to decongest the cell from the free
α-globin chains (Khandros et al., 2012; Rivella, 2012), while in
mature RBCs the same supramolecular complex appears to be
involved in the degradation of oxidized Hb (Abi Habib et al.,
2020). Regarding the latter, it has been indicated that several
chaperones are also involved in α-globin detoxification
(Khandros et al., 2012). The simultaneous recruitment of
antioxidant cytosolic proteins such as peroxiredoxin-2 (Cho
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et al., 2014) in the membrane of β+ RBCs (which is considered a
response to local oxidative stress) (Rocha et al., 2009), might also
assist in the overall membrane protection, especially considering
the remarkable crosstalk between the redox and proteostasis
networks in βThal+ stored RBCs (Anastasiadi et al., 2021b). It
should not be omitted that peroxiredoxin-2 competes with
hemichromes for Band 3 binding and can prevent the latter’s
clustering and formation of senescence neo-antigen (Bayer et al.,
2016). Nonetheless, excess of hemichromes, as shown in RBCs of
βThal mice models can displace peroxiredoxin-2 from the
membrane, highlighting the excessive oxidative challenges
(Matte et al., 2010). Thus, there might be a fine line regarding

the recruitment of peroxiredoxin-2 to the membrane under
different levels of oxidative stress. In our case, the increased
oxidative stress of β+ RBCs, that is additionally burdened during
the stressful storage period, seems not to be translated to extreme
membrane damage and subsequent cell lysis, since the βThal+
sub-groups presented similar spontaneous hemolysis levels. In
striking contrast, in beta-thalassemia intermedia and major
RBCs, the severe defects of the membrane components, caused
by the precipitation of the unstable α-globin chains, contribute to
hemolysis (Romanello et al., 2018). The increased binding of the
cytosolic GAPDH to the membranes of β0 and β+ RBCs
further highlights the oxidative stress imposed by the

FIGURE 1 | RBC indices and physiology differences between β++ and β+ heterozygotes. (A) Hematological indices in freshly drawn blood. (B) Cellular fragility and
(C) redox parameters before and during storage. Values for average controls are shown by dashed lines. Proteomic parameters are shown in dashed boxes (n = 2 vs. 8,
β++ vs. β+). (*) p < 0.05. F: freshly drawn blood; A.U, arbitrary units; ROS: reactive oxygen species; RFU: relative fluorescence units; PHZ: phenylhydrazine; GAPDH:
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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unmatched α-globin chains, since the relocation of GAPDH is
observed under pro-oxidant conditions during storage and triggers
glucose consumption through the pentose phosphate pathway to
supply RBCs with reducing power (Reisz et al., 2016).

It has been previously shown that the α-globin related
oxidation of membrane and skeletal proteins in thalassemic
RBCs affects their mechanical stability (Schrier and Mohandas,
1992). The augmented proteostasis at the membrane level along

with the observed variation in the membrane association of
myosin proteoforms and piezo-1 protein could take the credit
for the superior fragility of β+ versus β++ RBCs. Indeed, non-
muscle myosin IIA plays a significant role in the control of RBC
shape and deformability (Smith et al., 2018), while piezo-1 is
involved in the regulation of cell volume (Svetina et al., 2019).
Moreover, it has been shown that the membrane localization of
peroxiredoxin-2 promotes K+ efflux through activation of the

FIGURE 2 | Proteostasis differences between β++ and β+ heterozygotes. (A) Proteasome activity in the cytosol and the membrane and binding of proteasome
activity subunits on themembrane. (B)Binding of chaperoning proteins on themembrane. Values for average controls are shown by dashed lines. Proteomic parameters
are shown in dashed boxes (n = 2 vs. 8, β++ vs. β+). (*) p < 0.05. F: freshly drawn blood; CH-like: chymotrypsin-like, CASP-like: caspase-like, TR-like: trypsin-like
proteasome activities; RFU: relative fluorescence units; A.U, arbitrary units; HSP: heat shock protein; TCP1: T-complex protein one; CCT: T-complex subunit.
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FIGURE 3 |Metabolism differences between β++ and β+ heterozygotes. (A) In vivo differences in reducing and antioxidant powers. Differences in freshly drawn and
stored red blood cells in (B) arginine, (C) dihydrothymine and (D) metabolites implicated in the biosynthesis of glycerophospholipids. Values for average controls are
shown by dashed lines. Proteomic parameters are shown in dashed boxes (n = 2 vs. 8, β++ vs. β+). (*) p < 0.05. F: freshly drawn blood; G6PDH: glucose-6-phosphate
dehydrogenase; IU: international units; NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; A.U. arbitrary units.
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Gardos channel (Low et al., 2008), benefitting the cell in terms of
osmotic stress tolerance. To further support this, elevated RBC
osmotic fragility has been previously shown in Gardos-knockout
mice (Grgic et al., 2009).

Only a few differences were detected in the levels of RBC
metabolites between the three βThal+ subgroups, revealing that
the metabolism of RBCs is rather compact in the thalassemia trait.
Freshly drawn RBCs from β++ subjects presented a redox
equilibrium advantage compared to the β+ counterparts, since
they were enriched in NADPH −the driving force of several
antioxidant pathways in RBCs− and the redox-related pyridoxal
(Jain and Lim, 2001), a finding that is in line with the lower levels
of ROS accumulation observed in this subgroup. Arginine was
found in gradually lower levels from the β++ towards the β0 stored
RBCs. It is known that arginine metabolism is dysregulated in
thalassemia (Jain and Lim, 2001), while increased arginase-1
expression (currently observed in β+ versus β++) and activity,
in parallel with low L-arginine levels have been linked to oxidative
stress and hemolysis (Morris et al., 2017; Contreras-Zentella et al.,
2019). In this context, the arginase-1 enriched β+ RBCs also
presented increased intrinsic oxidative burden when compared to
β++. During aging-related oxidative stress, arginase-1 is elevated

(at least in animal models (Pandya et al., 2019)), thus the
successively higher α-globin chain accumulation in the βThal+
subgroups might play a role in the differential arginine
metabolism. Another metabolite that distinguished β++ from
β+ was dihydrothymine. Interestingly, this pyrimidine
metabolite that has been associated with the beneficial osmotic
stability of βThal+ RBCs in previous studies (Anastasiadi et al.,
2022) is currently found increased in the least fragile group.
Nonetheless, the mechanistic basis (if any) underlying these
observations needs further examination. Of note, the elevated
levels of spingosine-1-phosphate in β+ compared to β++ stored
RBCs, a lysophospholipid related to RBC energy metabolism
regulation (Sun et al., 2016) and transfusion biology (Selim et al.,
2011), predispose for favorable storability profile under hypoxic
storage conditions. To support this, a previous study on G6PD
deficient donors demonstrated significant correlations between
baseline spingosine-1-phosphate levels and quality characteristics
of stored RBCs (Reisz et al., 2017). Finally, β0 RBCs presented
decreased metabolites of the carboxylic acid, nucleotide, fatty acid
and glutathione pathways when compared to the other two
subgroups. RBCs from beta-thalassemic patients are
characterized by decreased glutathione levels (Kalpravidh

FIGURE 4 | Statistically significant differences between β++ or β+ heterozygotes and β0. (A)Biochemical, physiological, metabolic and (B) proteomic differences. All
differences shown satisfy the criterion of 1.25 fold. n = 2 vs. 8 vs. 2, β++ vs. β+ vs. β0. GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HSP: heat shock protein;
PSM: proteasome subunit.
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et al., 2013) and, therefore, sustained oxidative stress that can be
ameliorated by inhibitors of glutathione efflux transporters
(Muanprasat et al., 2013). In the same context, serum from
beta-thalassemic subjects demonstrates down-regulated fatty
acid metabolism (Musharraf et al., 2017), whereas carboxylic
acids and metabolites of the arginine and glutathione routes were
found slightly or significantly downregulated in the lungs of
murine models of beta-thalassemia (Buehler et al., 2021).
According to these findings, it appears that the metabolism
features of β0 RBCs are closer to the thalassemia disease
profile, even though the currently studied β0 heterozygotes
were considered eligible blood donors. Again, the metabolic
profile of donated RBCs from the β0 subgroup deserves
further examination by studies in bigger cohorts.

Overall, while presenting some solid characteristics that
differentiate them from control RBCs, including the highly
important superior end-of-storage hemolysis and antioxidant
arsenal (such as urate), βThal+ stored RBCs also exhibit an
inside-group variation. It is plausible to suspect that this
variation is α-globin excess-dependent, since milder
mutations lead to phenotypes closer to the average control,
while severe mutations tend to phenotypic features that are
closer (at some level) to the disease state. One limitation of this
study that does not allow drawing of broad hypotheses is the low
number of donors enrolled, especially in the group of β0

subjects, and the small number of samples used for
proteomics analyses. However, this is the first time that the
special features of the βThal+ donor subgroups are reported in
the research field of RBC transfusion and donor variation
effects. In fact, it would be really interesting and helpful to
design large-scale studies, with βThal+ subgroups exhibiting
wider genetic heterogeneity. Such targeted research could give
us the ability to draw more sound conclusions regarding the
relation between the magnitude of the thalassemia imprint on
RBCs and their storage quality metrics.
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Abstract: The clarification of donor variation effects upon red blood cell (RBC) storage lesion and
transfusion efficacy may open new ways for donor–recipient matching optimization. We hereby
propose a “triangular” strategy for studying the links comprising the transfusion chain—donor, blood
product, recipient—as exemplified in two cohorts of control and beta-thalassemia minor (βThal+)
donors (n = 18 each). It was unraveled that RBC osmotic fragility and caspase-like proteasomal
activity can link both donor cohorts to post-storage states. In the case of heterozygotes, the geometry,
size and intrinsic low RBC fragility might be lying behind their higher post-storage resistance to
lysis and recovery in mice. Moreover, energy-related molecules (e.g., phosphocreatine) and purine
metabolism factors (IMP, hypoxanthine) were specifically linked to lower post-storage hemolysis
and phosphatidylserine exposure. The latter was also ameliorated by antioxidants, such as urate.
Finally, higher proteasomal conservation across the transfusion chain was observed in heterozygotes
compared to control donors. The proposed “triangularity model” can be (a) expanded to additional
donor/recipient backgrounds, (b) enriched by big data, especially in the post-transfusion state
and (c) fuel targeted experiments in order to discover new quality biomarkers and design more
personalized transfusion medicine schemes.

Keywords: transfusion; donor variation; biomarkers; red blood cells; fragility; purine metabolism;
energy metabolism

1. Introduction

While originally suggested by the middle of the 1960s [1], the concept of donor
variation effects, namely, that blood donors’ characteristics, both genetic and environmental,
may affect the storability and post-transfusion efficacy of red blood cells (RBCs) [2,3],
has only been established in the last decade. In terms of transfusion outcome, blood
units from female donors have been proposed to be better for same-sex recipients [4,5],
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whereas glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)-deficient individuals have proven to
be inadequate donors [6,7]. Moreover, recovery of RBCs from obese donors seems to be
lower in animal models [8], while there have also been concerns about administering blood
units from smokers to pediatric patients [9,10].

The unique physiology and RBC storability of these (and many additional) distinc-
tive donor groups may be linked to differential post-transfusion phenotypes. There is an
increasing number of studies discussing the importance of linking specific physiological
and metabolic characteristics of freshly drawn or stored RBCs with post-transfusion
parameters of individual events [11–13] to reveal possible biomarkers of good storability
or beneficial transfusion combinations and move towards more personalized transfusion
schemes. For instance, the osmotic fragility of RBCs in transfusion-mimicking conditions
is proportional to that of freshly drawn and stored counterparts [14]. Moreover, both
storage and osmotic types of hemolysis have been negatively associated with the recov-
ery of RBCs from obese subjects [8]. In the same context, the baseline levels of ribose
phosphate in RBCs from G6PD-deficient donors positively impact their post-transfusion
recovery, but storage levels of hypoxanthine have the opposite effect [7], a finding also
evident in G6PD-normal donors [15]. Finally, a recent retrospective study linked donor
polymorphisms in myosin IXB and hemoglobin alpha 2 with decreased hemoglobin
increment post transfusion [13]. Most of the studies either link (a) the donor with the
blood unit or the post-transfusion efficacy or (b) the blood unit with post-storage param-
eters. We hereby propose a more “complete” model to study the transfusion chain, by
performing paired donor-blood unit-recipient analyses and trying to link—directly or
indirectly—freshly drawn blood characteristics with transfusion outcomes. To better
clarify the proposed analysis method, we applied it to RBCs from average control and
beta-thalassemia minor donors pre-, during and post-storage, using in vitro and in vivo
models of transfusion.

Circulating RBCs from donors with beta-thalassemia traits (βThal+) differ from those of
the general population, especially regarding their osmotic fragility and energy metabolism [16].
When stored, βThal+ RBCs are resistant to lysis and to membrane/cytoskeleton disruptions
and are also able to counteract oxidative and proteotoxic insults [16–18]. In the final
step of the transfusion chain, βThal+ RBCs maintain their resilience against rupture and
augmented proteasome activity in an in vitro model of transfusion and they also exhibit
a slightly superior recovery in mouse recipients [19]. Since we have already found some
statistical links between storage and post-storage phenotypes, we proceeded to search
for links between in vivo and (a) storage or (b) post-storage variables. Thus, the aim
of the present study was the investigation of any direct or indirect connection between
in vivo and post-storage/post-transfusion variables of donated control and βThal+ RBCs
by bypassing the blood unit or passing through it (Figure 1). Such an analysis will help
(a) discover easily accessible candidate biomarkers of post-storage performance and (b)
reveal the links between the baseline physiology of βThal+ RBCs and their superior post-
storage characteristics.
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Figure 1. Study design. Proposed routes for the linkage between donor parameters and post-
storage/post-transfusion variables.

2. Materials and Methods
2.1. Biological Samples

Freshly drawn blood in citrate vacutainers and leukoreduced units of RBCs stored
in citrate–phosphate–dextrose (CPD)/saline–adenine–glucose–mannitol (SAGM) from 18
control and 18 beta-thalassemia heterozygotes were analyzed as previously reported [16–19]
for a significant number (approximately 300 or 700 variables in freshly drawn or stored
samples, respectively) of quantitative hematological, biochemical, hemolysis (storage,
osmotic, mechanical, oxidative), redox (extracellular antioxidant capacity), metabolome
and proteome parameters. Heterozygosity was confirmed by Hb electrophoresis and
molecular identification of mutations (including the common Mediterranean mutations IVS
I-1, IVS I-6, IVS I-110, IVS II-1 and IVS II-745) [16]. All studies were approved by the Ethics
Committee of the Department of Biology, School of Science, NKUA and investigations
were carried out with donor consent, in accordance with the principles of the Declaration
of Helsinki.

2.2. Post-Storage Experiments

Stored RBCs from 10 units per group were reconstituted in plasma from healthy and
transfusion-dependent beta-thalassemia major subjects (n = 10 per group) in a RBC/plasma
volume ratio corresponding to transfusion of two RBC units. Then, the reconstituted
samples were incubated for 24 h at body temperature before measuring several hemolysis
and redox parameters, as previously reported [19]. Freshly drawn and stored RBCs from
the remaining eight donors per group were transfused to immunosufficient (C57BL/6J)
and immunodeficient (NOD.CB17-Prkdcscid/J) mice to assess their 24 h recovery [19].
The study was approved by the Department of Agriculture and Veterinary Service of the
Prefecture of Athens (Permit Number: 534915, 23 July 2020).

2.3. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the statistical package SPSS Version 22.0 (IBM
Hellas, Athens, Greece, administered by NKUA) and significance was accepted at p < 0.05
according to the following rationale, graphically presented in Figure 1. Considering that
the aim of the present study is to reveal potential linkages between the pre- and post-
storage states of RBCs, there are two possible paths to follow, which in combination
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produce a “transfusion triangle”: (a) the direct one, namely, “pre-storage to post-storage”
that bypasses the storage itself and (b) the indirect one, which links freshly drawn blood
to storage and subsequently storage to post-storage variables. In the second case, the
parameters connecting pre- and post-storage states via the storage bridge had to satisfy
the Bonferroni-like adjustment for multiple comparisons. In this context, we examined,
for the first time, possible connections between freshly drawn blood and either stored or
reconstituted/transfused RBCs. Moreover, we evaluated which of the previously reported
storage/post-storage connections [19] satisfy the new statistical criteria. Correlations
between freshly drawn, stored and post-storage parameters (including recovery in animal
models) were evaluated by the Pearson’s test following examination of the variables for
normal distribution and the presence of outliers (Shapiro–Wilk, Kolmogorov–Smirnov
tests and detrended normal Q–Q plots). Since Pearson’s test is highly sensitive to outliers,
such values were excluded, and the analysis was performed again to minimize the false
discovery rate associated with the small size of our groups. If the outcome was not
modified, the outlier was included back in the subgroup. In addition, all correlations were
also validated by Spearman’s test. Regarding links between non-stored and stored samples,
only correlations that were evident at every time-point of storage (weekly measurements)
were accepted as reliable. This was also the case for the links between non-stored/stored
and post-storage variables, where both time-points (early and late storage) and plasma
environments (healthy and beta-thalassemic) were considered, unless otherwise stated.

3. Results
3.1. Transfusion Triangles Evident in Both Donor Cohorts

In order to determine whether the currently proposed model can provide new in-
formation, we applied it to control and βThal+ donor groups. The triangularity analysis
highlighted two physiological parameters in both cohorts studied: osmotic fragility and
caspase-like (CASP-like) proteasomal activity. Regarding osmotic hemolysis, the pre-
storage levels were proportional to those of storage and post-storage in vitro states, with
an interesting strong intra-correlation linkage present between the stored and reconstituted
samples (Figures 2 and 3A). In addition, CASP-like activity during storage was proportional
to the one before, and furthermore positively correlated with the post-storage levels in vitro
(Figures 2 and 4B).
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Figure 2. Statistically significant correlations between freshly drawn blood, stored, and reconstituted
RBCs from control donors. The correlation triangles focus on osmotic fragility (MCF) and caspase-like
(CASP-like) proteasomal activity. All connections represent repeatable (at every recipient plasma
and storage time-point measured) significant correlations. The R-values concern late storage and
thalassemic plasma.
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Figure 3. Statistically significant hemolysis correlations between freshly drawn blood, stored, and
reconstituted RBCs from beta-thalassemia trait (βThal+) donors. The correlation triangles focus on
(A) osmotic, (B) mechanical and (C) spontaneous hemolysis of reconstituted samples. All connec-
tions represent repeatable (at every recipient plasma and storage time-point measured) significant
correlations. The R-values concern late storage and thalassemic plasma. * SPTA1 was used as an
example of an array of structural components that correlate with MFI (e.g., ankyrin-1, glycophorin C
and 4.2 protein).

Besides these two parameters, which formed “complete” (three connections) or “par-
tial” (two connections) transfusion triangles in both the average control and βThal+ donors,
there were additional variables that satisfied the triangularity criteria in the case of het-
erozygotes, as described in the following paragraphs.
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Figure 4. Statistically significant redox-related correlations between freshly drawn blood, stored,
and reconstituted RBCs from beta-thalassemia trait (βThal+) donors. The correlation triangles focus
on (A) PS-exposing RBCs and extracellular vesicles (EVs), (B) proteasome activity and (C) diamide-
induced intracellular ROS of reconstituted samples. All connections represent repeatable (at every
recipient plasma and storage time-point measured) significant correlations. The R-values concern
late storage and thalassemic plasma. Antioxidant capacities of (A) are extracellular, while urate is the
intracellular metabolite.

3.2. Hemolysis-Related Transfusion Triangles in βThal+

Initially, we focused on transfusion triangles targeting post-storage hemolysis profiles
(Figure 3).

The osmotically induced hemolysis of freshly drawn βThal+ RBCs positively corre-
lated with the mechanically induced one in the unit, which was in turn linked to osmotic
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fragility post storage (Figure 3A). The first link was also observed vice versa, i.e., the
mechanical fragility pre-storage was associated with the osmotic fragility during storage.
Moving on to negative correlations, the red cell distribution width (RDW) index of freshly
drawn RBCs was inversely associated with the osmotic hemolysis of both stored and re-
constituted samples, as was the case for dihydrothymine, too. This metabolite presented
stored levels proportional to the in vivo ones and inversely proportional to the osmotic
fragility post reconstitution (Figure 3A).

The mechanical hemolysis of reconstituted samples positively correlated with both the
mechanical and osmotic fragility of stored RBCs, as well as with their mean corpuscular
volume (MCV), which varied proportionally to the in vivo levels (Figure 3B). An interesting
finding was the direct negative link between the baseline levels of intracellular calcium and
mechanical hemolysis under in vitro recipient-mimicking conditions. This link was broken
in the other two sides of the triangle by (a) a positive correlation of calcium with integral
membrane/cytoskeletal proteins of stored RBCs and (b) a subsequent negative correlation
of the latter with the mechanical fragility index post storage (Figure 3B).

The levels of spontaneous hemolysis post storage in the same donor group were
positively related to the oxidatively induced hemolysis levels of both freshly drawn and
stored RBCs (Figure 3C). A “complete triangle” was formed for the following parameter
as well: the in vivo and storage levels of phosphocreatine were correlated with each other,
and both of them seemed to negatively affect post-storage hemolysis (Figure 3C).

3.3. Redox- and Proteostasis-Related Transfusion Triangles in βThal+

Concerning the antioxidant power of the RBC units, the levels of total (TAC) and uric
acid-dependent antioxidant capacities (UAdAC) of fresh βThal+ plasma intra- and inter-
correlated with the respective levels in the supernatant, as well as with the intracellular
levels of urate in stored RBCs. Moreover, all three storage parameters were negatively
associated with the externalization of phosphatidylserine (PS) and the production of PS+

extracellular vesicles (EVs) under recipient-mimicking conditions (Figure 4A). Urate also
presented an intra-correlation between fresh and stored RBCs. Remarkably, two “complete
triangles” were formed since the in vivo levels of both TAC and urate were also directly
inversely linked to the PS+ RBCs and EVs post storage (Figure 4A).

In the case of proteasome, the (mainly cytosolic) levels of chymotrypsin-like (CH-
like) activity were linked with each other in a “complete transfusion triangle” (Figure 4B).
Notably, the storage levels of CASP-like and CH-like activities positively correlated with
their levels post storage (Figure 4B).

The accumulation of reactive oxygen species (ROS) post stimulation of reconstituted
βThal+ RBCs with thiol-oxidizing agents (in our case, diamide), was proportional to the
in vivo and storage levels (Figure 4C). On the contrary, the levels of L-tyrosine either
in freshly drawn RBCs or their stored counterparts seem to be inversely linked to the
production of diamide-induced ROS in both stored and reconstituted RBCs (Figure 4C).

3.4. Direct Linkages of Freshly Drawn βThal+ RBCs to Transfusion Variables In Vitro and In Vivo

Finally, some interesting correlations were evident between freshly drawn and recon-
stituted/transfused βThal+ RBCs, as shown in Figure 5.

The levels of spontaneous hemolysis in the reconstituted samples were negatively
associated with those of ATP, pyridoxamine and phosphoethanolamine of freshly drawn
RBCs (Figure 5A). Regarding the two RBC fragilities post storage, the mechanical and the
osmotic, they were positively or negatively related to the in vivo levels of IMP and mal-
tose/sucrose, respectively. Interestingly, there was a positive correlation of the pre-storage
erythrocytic hypoxanthine with the post-storage exposure of PS, along with an inverse
linkage between ATP and PS+ EVs of the same RBC states. Of note, the in vivo levels of
2,3-bisphosphoglycerate negatively correlated with the magnitude of lipid peroxidation in
the reconstituted samples’ membrane (Figure 5A). Some of the above-mentioned correla-
tions (e.g., in vivo levels of ATP and hemolysis post storage (R2 = 0.568, p = 0.141), in vivo
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levels of 2,3-BPG and lipid peroxidation post storage (R2 = 0.528, p = 0.165)) presented
the same trend in the control group, too. However, the smaller number of paired control
samples compared to the βThal+ pairs rendered the statistical analysis highly unsound in
this cohort. Last but not least, osmotic and mechanical fragilities of freshly drawn βThal+

RBCs exhibited an inverse link with their 24 h recovery in mouse recipients (Figure 5B). In
this case, the linkage is strongly related to the physiology of the βThal+ RBCs, since it did
not emerge in the control cohort which consisted of in vivo vs. transfused RBC pairs equal
to βThal+ (R2 = 0.355 for osmotic and R2 = 0.298 for mechanical fragility, p > 0.05).
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Figure 5. Statistically significant correlations of parameters of freshly drawn blood with the post-
reconstitution physiology and 24 h recovery of beta-thalassemia trait (βThal+) donated RBCs.
(A) Baseline levels of metabolites correlating with physiological parameters of reconstituted RBCs.
(B) Baseline fragility indices correlating with post-transfusion recovery in mice. The selected scat-
terplots concern late storage, thalassemic plasma (A) and C57BL/6J mice (B), but significant con-
nections (with slightly different R2 values) were evident at every condition tested (i.e., early/late
storage, control/thalassemic plasma, immunodeficient/sufficient mice), with the exception of ATP
and hemolysis, a correlation evident only in early storage. PE: phosphoethanolamine; 2,3-BPG:
2,3-bisphosphoglycerate; PS: phosphatidylserine; EVs: extracellular vesicles.
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4. Discussion

We hereby propose a paired “triangular” model for studying the transfusion chain,
presenting it through a correlation analysis of paired donor–storage–post-storage data.
Interestingly, out of hundreds of variables tested in freshly drawn blood and stored RBCs,
two parameters stood out, fulfilling the triangularity criteria in both the average and genet-
ically distinct βThal+ donor groups: osmotic fragility and CASP-like proteasome activity,
which have the potential to link donors to post-storage RBC features, at least in vitro. Fur-
thermore, we provide evidence regarding a well-characterized and homogeneous (in terms
of RBC geometry, proteostasis and metabolism) donor group, in which a variety of fragility
and redox parameters, along with metabolites of purine and energy pathways, seem to be
linked directly or indirectly to their overall superior post-storage phenotypes.

The currently proposed triangular approach of transfusion research has the potential
to provide reliable and statistically solid links between donors, blood units and post-
storage/post-transfusion metrics (probably recipient factors, too). It also highlights the
significance of (a) cellular indices that may affect RBC performance, as with the case of
sub-lethal storage lesions in βThal+ RBCs and (b) direct linking between donor attributes
and transfusion outcomes, which presuppose analyses in freshly drawn blood. Regarding
the first point, the correlation profile of sublethal defects versus the typical hemolysis metric
stands as a representative example. It seems that the multiparametric nature of spontaneous
hemolysis [20] does not allow for the completion of a transfusion triangle, while at the
same time both osmotic and mechanical fragilities arise as candidate biomarkers of RBC
physiology and 24 h post-transfusion recovery in mice. As for the second observation,
notable potential links of donor characteristics (including RBC metabolism) with the post-
transfusion performance have been lately reported in obese and G6PD-deficient donor
groups [7,8]. However, the need for such paired studies cannot a priori bypass the storage
factor since the blood unit represents a dynamic rather than a static state (i.e., aging
pathways related to both storage and metabolic time) that links donors to recipients in time
and space; therefore, it is important to consider both the links between freshly drawn and
stored blood [21,22], as well as those between stored and transfused blood [7,19].

Paired analyses, like the one presented in our study, can serve as the first step in
elucidating biomarkers of storage and transfusion quality out of a large number of metrics
that arise through the implementation of high- or low-throughput techniques. Such studies
can feed more targeted experimental approaches in larger cohorts and different donor
groups to validate, expand or reject hypotheses that lean on initial observations. Whatever
the result of the latter approaches might be, the search for donor/recipient signatures
in specific transfusion events will narrow, step by step, the distance between where we
currently stand and the much-anticipated future of precise transfusion medicine. Such
information can also guide blood logistics strategies in periods of inventory shortage, such
as the one imposed worldwide by the COVID-19 pandemic.

The application of the proposed model expanded the previously reported [14] biomarker
potential of osmotic fragility since the direct connection between the pre-donation and
post-storage levels completed the transfusion triangle in both donor cohorts. However,
in terms of post-transfusion performance, it seems plausible that the low susceptibility
of βThal+ RBCs to both osmotic and mechanical lysis benefits them in the circulation of
transfused mice mainly due to their unique geometry and membrane/cytoskeleton pro-
teome [18,23] in comparison to controls. The contribution of cell size and geometry to the
mechanical and osmotic stability of stored/reconstituted βThal+ RBCs is also hinted at by
the presence of hematological indices, such as MCV and RDW in the respective transfusion
triangles. The lower volume (MCV: 70.4 ± 5.8 vs. 85.2 ± 4.6 fL, βThal+ vs. control in vivo),
expressed (directly or indirectly) by the above-mentioned variables, probably protects the
cells from stress-induced rupture, a hypothesis consistent with the previously observed
positive correlation between RDW and osmotic stability in diabetic samples [24]. The size
and shape of these cells might also be one of the reasons behind the special interplay be-
tween mechanical and osmotic fragility. It should be noted that the effect of both fragilities
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(in vivo and during storage [19]) upon recovery emphasizes the importance of sublethal
storage lesions in the efficacy of transfusion therapy.

The metabolism of βThal+ cells was found to be tightly related to several physiological
features. Breakdown intermediates of pyrimidines and purines were found to be “con-
nected” positively or negatively, respectively, to cell fragility and the exposure of removal
signals. Focusing on purine metabolism, the negative association between in vivo levels of
IMP and mechanical hemolysis post storage came as no surprise in the light of the formerly
revealed positive correlations between IMP and storage hemolysis in control samples [25].
In the same context, the observed positive correlation between hypoxanthine and PS exter-
nalization, either in cells or vesicles, comes to support the previously shown negative effect
of this metabolite upon post-transfusion recovery [15]. Of note, both parameters present
lower baseline levels in heterozygotes when compared to controls [16]. High-energy com-
pounds, such as ATP, along with glycolysis intermediates, constitute frequently occurring
beneficial biomarkers in transfusion medicine [20,25–27], hence their currently observed
protective properties with regards to lysis (e.g., in vivo ATP and spontaneous post-storage
hemolysis) and oxidative stress-related (e.g., in vivo 2,3-bisphosphoglycerate and post-
storage lipid peroxidation) variables in both βThal+ and control (though as a trend). This
regular emergence of energy-related molecules in such analyses, both ex vivo and in vivo,
is consistent with the abundance of volume-regulating channels, membrane-asymmetry
maintaining molecules and antioxidants that rely on the energy reservoir of the cells [28].
An interesting observation was the linkage of post-reconstitution βThal+ osmotic hemolysis
with maltose/sucrose, oligosaccharides known to decrease the membrane lesions on frozen
RBCs [29]. Another energy-related molecule, phosphocreatine, was found to anticorrelate
with spontaneous hemolysis post-storage, forming another “complete transfusion triangle”
in heterozygotes. Apart from providing energy-based support, this molecule is also known
to interact with the membrane in a protective manner [30], as previously supported by its
negative association with hemolysis in early storage [25].

As in the case of phosphocreatine, the donor levels of antioxidant pyridoxamine—
the storage levels of which also anticorrelate with post-storage hemolysis [19]—similarly
possesses biomarker potential in βThal+ RBCs. Pyridoxamine, which has been found to
be elevated in these RBCs [16], plays a significant cytoprotective role by eliminating free
radicals and maintaining Na+/K+-ATPase activity [31]. On the other hand, susceptibility
to oxidative lysis, either before or during storage, seems to increase the propensity to
spontaneous lysis after exposure of βThal+ RBCs to plasma and body temperature. Indeed,
hemoglobin oxidation is associated with cellular aging, loss of integrity and, consequently,
hemolysis during cryopreservation [32]. In the same context, the interplay between the
redox active amino acid L-tyrosine, known for its radical scavenging properties [33], and
the generation of ROS with thiol-targeting reagents was rather anticipated.

The most integrated transfusion triangle in our study was the one connecting the
antioxidant powers (extra- and intra-cellular) with the post-storage exposure of PS in
βThal+ RBCs. The mitigation of oxidative stress inside and outside the cell, mediated by
non-enzymatic antioxidants, such as urate, appears to be associated with a decrease in
PS exposure. The slightly elevated, though within normal range, baseline levels of Ca2+

in βThal+ cells [16] seemed to affect neither the lipid bilayer asymmetry [34] nor calpain
recruitment to the membrane [18] but, on the contrary, they positively correlated to a
superior cytoskeleton preservation, “protecting”—directly or not—the mechanical integrity
of the cell. Calcium cations participate in a huge variety of intracellular metabolic and
signaling networks in RBCs [35], including the reversible loosening of the cytoskeleton
during passage through low-diameter capillaries [35] and the tyrosine phosphorylation of
Band 3 (increased in stored βThal+ membranes [18]) that may energetically support the
RBC through unbinding of glycolytic enzymes [36]. Interestingly, a part of the proteostasis
of RBCs, the CH-like and CASP-like proteasome activities, is highly preserved both in bag
and post storage, highlighting the proteasome as a strong βThal+-specific feature in RBCs
previously reported to exhibit unique proteo-vigilance abilities during storage [17].
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Overall, the application of the currently proposed approach to our donor cohorts
provided interesting (either anticipated or biologically reasonable) information and unrav-
eled variables as potential biomarkers of RBC performance. The abundance of transfusion
triangles in the group of βThal minor donors reflects the “compactness” of this cohort in
regard to several of the currently measured parameters. It may also be associated with the
fact that a significant part of the freshly drawn blood variables (e.g., cellular fragilities, intra-
cellular Ca2+, pyridoxamine, extracellular antioxidant capacity) that are linked—directly or
indirectly—to post-storage physiology or performance differ between βThal+ and control
donors from the time of donation or during storage, too [16]. On the other hand, there are
also parameters, such as proteasome activities, dihydrothymine or phosphocreatine, with
control range variation which satisfy the “triangularity criterion” only in βThal+ donors,
indicating a unique, βThal+-related variability. Although it is tempting to hypothesize
the presence of thresholds producing differential correlation profiles in distinct genetic
subgroups (in our case, βThal+ carriers with Hb levels > 13.5 g/dL) the small size of our
cohort cannot allow us to draw strict conclusions for such cut-off values.

In conclusion, we strongly believe that the application of the triangularity approach to
wide cohorts of average donors and to different donor/recipient backgrounds, as well as its
enrichment by omics data (genomics, lipidomics, metabolomics, proteomics, modifomics,
etc.) corresponding to RBCs, plasma and extracellular vesicles may lead to the discovery of
a significant number of candidate biomarkers for assessing the transfusion quality of RBCs.
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Blood donor genetics and lifestyle affect the quality of red blood 
cell (RBC) storage. Heterozygotes for beta thalassemia (bThal+) 
constitute a non-negligible proportion of blood donors in the 

Mediterranean and other geographical areas. The unique hematological 
profile of bThal+ could affect the capacity of enduring storage stress, 
however, the storability of bThal+ RBC is largely unknown. In this 
study, RBC from 18 bThal+ donors were stored in the cold and profiled 
for primary (hemolysis) and secondary (phosphatidylserine exposure, 
potassium leakage, oxidative stress) quality measures, and 
metabolomics, versus sex- and age-matched controls. The bThal+ units 
exhibited better levels of storage hemolysis and susceptibility to lysis 
following osmotic, oxidative and mechanical insults. Moreover, bThal+ 
RBC had a lower percentage of surface removal signaling, reactive oxy-
gen species and oxidative defects to membrane components at late 
stages of storage. Lower potassium accumulation and higher urate-
dependent antioxidant capacity were noted in the bThal+ supernatant. 
Full metabolomics analyses revealed alterations in purine and arginine 
pathways at baseline, along with activation of the pentose phosphate 
pathway and glycolysis upstream to pyruvate kinase in bThal+ RBC. 
Upon storage, substantial changes were observed in arginine, purine 
and vitamin B6 metabolism, as well as in the hexosamine pathway. A 
high degree of glutamate generation in bThal+ RBC was accompanied 
by low levels of purine oxidation products (IMP, hypoxanthine, allan-
toin). The bThal mutations impact the metabolism and the susceptibil-
ity to hemolysis of stored RBC, suggesting good post-transfusion recov-
ery. However, hemoglobin increment and other clinical outcomes of 
bThal+ RBC transfusion deserve elucidation by future studies.
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ABSTRACT

Introduction 

Inter-donor heterogeneity significantly impacts the two “gold standards” of red 
blood cell (RBC) storage quality, namely end of storage hemolysis and in vivo 24-
hour post-transfusion recovery.1 Donor age, sex, ethnicity2 and lifestyle (smoking, 
drinking, caffeine consumption3) all impact stored RBC energy and redox metab-
olism, and thereby RBC capacity to cope with oxidant and other insults. These 
factors ultimately affect transfusion efficacy, as gleaned by outcomes like hemo-
globin (Hb) increments upon transfusion.4 Genetic factors impacting RBC redox 
status and antioxidant capacity have been linked to alteration of the metabolic age 



of stored RBC,5 such as deficiency in the activity of glu-
cose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) resulting both 
in increased oxidant stress6 and lower recovery in healthy 
blood donors.7 Like G6PD deficiency, genetic polymor-
phisms associated with non-canonical hemoglobin traits 
are enriched in certain donor populations. Carrier state 
for beta thalassemia (bThal+) is characterized by mild 
effects on globin synthesis and RBC survival, and as such, 
many bThal+ subjects are eligible blood donors.8 Despite 
their unique hematological profile, that could affect the 
capacity of enduring storage stress in either a negative or 
a positive way, little is known about the storability and 
recovery of bThal+ RBC.  

Apart from RBC indices and minor Hb variants,9 bThal+ 
RBC may exhibit differences in membrane structure,10 
deformability and ion exchange,11 among others. Free 
heme and iron reactions bring about  mild but sustained 
oxidative stress that when combined with decreased plas-
ma antioxidant capacity,12 may lead to oxidative defects 
in skeletal proteins13 and membrane lipids. Augmented 
protein phosphorylation14 and proteolytic cleavage of 
band 315 have been also observed as a probable result of 
caspase-3 activation. Since the N-terminus of band 3 can 
regulate metabolic fluxes through glycolysis by means of 
inhibitory binding to glycolytic enzymes, the aforemen-
tioned alterations could trigger excessive consumption of 
glucose through the glycolytic pathway at the expense of 
NADPH production by the pentose phosphate pathway 
(PPP),11 with a consequent deficit in the capacity to fuel 
several antioxidant systems that rely on this cofactor. 
Many of these bThal+ RBC distortions are typical storage 
lesion aspects and some of them have already been linked 
to poor recovery or adverse transfusion effects. 

On the other hand, the geometry16 and membrane 
cation permeability of bThal+ RBC render them osmoti-
cally resistant, a probably advantageous feature for RBC 
at storage conditions.17 Of note, baseline adult hemoglo-
bin A2 (HbA2) and fetal hemoglobin (HbF) levels in the 
general donor population have been found to be positive-
ly associated with resistance of stored RBC to stress 
hemolysis.18 Moreover, bThal+ RBC exhibit low aggrega-
bility,19 probably rendering them less susceptible to the 
storage-induced tendency to cell aggregation. Improved 
metabolic20 and total cardiovascular risk profiles,21 along 
with survival following malaria infection22 have been also 
reported thalassemia traits. The aim of the present study 
was to clarify whether the homeostasis of these unique 
RBC acts positively or negatively towards the challenges 
of blood banking.  

 
 

Methods 

Biological samples and blood unit preparation 
Venous blood from n=204 regular blood donors was collected 

into EDTA, citrate and serum vacutainer tubes (in vivo study). 
Thirty-eight donors (18 bThal+ and 20 controls) were selected to 
evaluate RBC storability in citrate-phosphate-dextrose (CPD)/ 
saline-adenine-glucose-mannitol (SAGM) for 42 days at 4°C. 
The two donor groups exhibited typical hematological differ-
ences between them but minimal baseline variation in sex, age, 
donation frequency and other demographics (Online 
Supplementary Table S1). bThal+ trait was confirmed by Hb elec-
trophoresis and molecular identification of mutations. The study 
was approved by the Ethics Committee of the Department of 

Biology, School of Science, NKUA. Investigations were carried 
out upon donor consent, in accordance with the principles of the 
Declaration of Helsinki. 

Physiological parameters  
Free Hb levels were measured in plasma/supernatant through 

spectrophotometry,23 followed by the Allen correction. In order 
to examine the osmotically induced hemolysis, RBC were 
exposed to solutions of increasing saline (NaCl) concentration 
and the mean corpuscular fragility (MCF, concentration of NaCl 
at 50% hemolysis) was calculated. The mechanical fragility 
index (MFI) was determined by measuring the amount of Hb 
released in the supernatant of RBC rocked with stainless steel 
beads for 1 hour (h). Oxidative hemolysis levels were evaluated 
following treatment of RBC with 17 mM phenylhydrazine 
(PHZ) for 1 h at 37°C. Reactive oxygen species (ROS) and calci-
um accumulation were measured by fluorometry; the extracel-
lular antioxidant activity and lipid peroxidation were deter-
mined spectrophotometrically; phosphatidylserine (PS) expo-
sure and RBC membrane protein carbonylation were estimated 
by multicolor flow cytometry and western blotting, respectively 
(see the Online Supplementary Methods for details). 

Omics analyses  
Preliminary proteomics analyses were performed in stored 

samples of RBC membranes through a filter-aided sample prepa-
ration  digestion prior to analysis via nano-ultra performance liq-
uid chromatography - tandem mass spectrometer (nano-
UHPLC-MS/MS) (Evosep One system coupled to timsTOF Pro 
mass spectrometer - Bruker Daltonics, Bremen, Germany), as 
extensively described in prior technical notes.24 Metabolomics 
analyses were performed as previously reported.25 100 mL of 
stored RBC were collected on a weekly basis, extracted at 1:6 
dilution in methanol:acetonitrile:water (5:3:2) and analyzed by 
UHPLC-MS (Ultimate 3000 RSLC-Q Exactive, Thermo Fisher) 
(see the Online Supplementary Methods for details). Metabolite 
assignment was performed against an in house standard library, 
as reported,26 through the freely available software Maven 
(Princeton University, USA). No data pre-processing (neither 
normalization nor log-transformation) was performed. 

Statistical analysis  
For statistical analysis (SPSS Version 22.0, IBM Corp, NKUA) 

Shapiro-Wilk test and detrended normal Q–Q plots (for testing 
normal distribution and outliers), independent t-test or repeated 
measures analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni-like 
adjustment (for intergroup differences) and Pearson's or 
Spearman's tests (for correlation analysis) were used. Variables 
that exhibited repeatable correlations between each individual 
storage day (six time points) and fresh blood were used for the 
construction of in vivo/ex vivo biological networks (Cytoscape 
3.7.2). Receiver operating characteristic (ROC) curves were used 
to find out parameters strongly indicative of bThal+ status in 
stored RBC. Significance was accepted at P<0.05. 

 
 

Results 

Baseline features and storability of beta thalassemia 
red blood cells 

In a cohort of 204 eligible blood donors the bThal+ sub-
group was approximately 9%. As expected, lower Hb 
concentration and RBC indices but higher RBC count and 
HbA2 concentration were measured in bThal+ donors 
(ROC curve: area under the curve [AUC] for mean cor-
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puscular volume [MCV] =0.965, for HbA2 = 1,000), who 
carried an array of b-Hb mutations commonly found in 
Greece (IVS I-1, IVS I-6, IVS I-110, IVS II-1 and IVS II-
745). While osmotic fragility was significantly lower in 
bThal+ RBC, free Hb levels were similar to control. A 
trend for high total antioxidant capacity (TAC) and low 
plasma protein carbonylation was also observed in bThal+ 
(Table 1).  

For RBC storability analysis, the subgroup of bThal+ 
donors (n=18) was compared to an equivalent group of 
average controls (n=20). The bThal+ units exhibited lower 
levels of free Hb (storage, oxidative, mechanical and 
osmotic hemolysis) either throughout the storage period 
(mechanically and osmotically induced hemolysis) or for 
the last 2 weeks of it (storage and oxidative hemolysis) 
(Figure 1A). According to ROC curve analysis, the osmot-
ic, mechanical and storage hemolysis have very good 
potential to predict the bThal+ status at every time point 
of storage (Online Supplementary Figure S1A). Of note, 
only osmotic fragility (which follows a logarithmic 
increase during storage) was lower in the bThal+ versus 
control RBC in vivo. Apart from hemolysis, the extracellu-
lar K+ was also lower in bThal+ plasma and day 42-super-
natant (Figure 1B). Preliminary proteomics analysis 
revealed differences between the two groups in the abun-
dance of membrane proteins physiologically related to 
the RBC volume control/cation homeostasis, including 
piezo-1, Na+/K+ ATPase and aquaporin-1 (Figure 1C).  

Higher TAC and uric acid-dependent antioxidant 
capacities (UAdAC) were measured in the plasma/super-
natant of the bThal+ samples compared to control (Figure 
2A). ROC curve analysis revealed variations in both TAC 
and UAdAC, strongly indicative of the bThal+ status in 
stored RBC (Online Supplementary Figure S1B), in contrast 
to the uric acid-independent antioxidant capacity 
(UAiAC) levels that were very similar to control (Figure 
2A). Membrane lipid peroxidation and protein carbonyla-
tion were significantly lower in the bThal+ versus control 
RBC throughout the storage period or from middle stor-
age onwards, respectively (Figure 2B). Spontaneous intra-
cellular ROS levels were quite similar between the two 
donor groups at early storage, but lower levels were 
detected in bThal+ versus control RBC in the late period 
(Figure 2C). Stress-induced (e.g., by tBHP, diamide, 

phenylhydrazine) ROS generation basically resulted in no 
between-group differences. Although significantly higher 
at baseline, the intracellular Ca2+ of bThal+ RBC exhibited 
only a trend toward higher levels during storage com-
pared to controls (Figure 2D). In contrast, while similar at 
baseline (and for the first weeks of storage), PS external-
ization was significantly lower in bThal+ RBC for the last 
2 weeks (Figure 2E). According to a preliminary pro-
teomics analysis, the membrane expression of calcium 
related proteins (such as calmodulin, calpain and annexin 
A7/synexin) and of the lipid remodeling protein scram-
blase differed significantly between the two groups of 
stored RBC (Figure 2F).  

Metabolic profile of beta thalassemia red blood cells 
in vivo and during storage in CPD-SAGM 

Full metabolomics analyses were performed in paired 
fresh and stored samples from the control and bThal+ 
groups (n=15, Online Supplementary Figures S2 to S11). In 
the case of fresh RBC (Figure 3A) partial least square-dis-
criminant analysis (PLS-DA) separated the two groups 
across principal component 1 (PC1), explaining approxi-
mately 11% of the total variance (Figure 3B). The top 25 
metabolic changes between the two groups – as deter-
mined by t-test – are highlighted in the heat map in Figure 
3C. Increases were observed in bThal+ RBC with respect 
to metabolites derived from glycolysis or branching path-
ways (2,3-diphosphoglycerate, phosphoglycerate iso-
mers, phosphoenolpyruvate) and PPP (6-phosphoglu-
conate, ribose mono and diphosphate, NADPH) (Figure 
3C). Overall, these steady state analyses are suggestive of 
activation of PPP and glycolysis upstream to pyruvate 
kinase in fresh bThal+ RBC, in the absence of significant 
alterations of glutathione pools and turn-over (Figure 4A 
to C, respectively). Indeed, bThal+ RBC were character-
ized by decreases in pyruvate, arginine, creatine, glycine, 
inosine and monophosphate (Figure 3C), suggestive of 
alterations in purine deamination/oxidation and argi-
nine/polyamine metabolism (Figure 4D to E). 

Metabolomics analyses were thus performed on stored 
RBC units from the same donors on a weekly basis 
(Figure 3D). Unsupervised principal component analysis 
(PCA) and hierarchical clustering analysis of significant 
metabolites by repeated measures ANOVA are shown in 
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Table 1. Selected characteristics of beta thalassemia blood minor in vivo compared to control. 
                                                                                                            Control (n=186)                                         bThal+  (n=18) 

 Red blood cells (x106/mL)                                                                                         4.94 ± 0.33                                                            5.88 ± 0.34* 
 Hematocrit (%)                                                                                                          44.07 ± 2.58                                                          39.84 ± 2.20$ 
 Total Hemoglobin (g/dL)                                                                                          15.00 ± 1.07                                                          13.36 ± 0.71* 
 Mean corpuscular volume (fL)                                                                               89.38 ± 4.17                                                          67.07 ± 6.72* 
 Mean corpuscular hemoglobin (pg)                                                                      30.44 ± 2.08                                                          22.51 ± 2.42* 
 Mean corpuscular hemoglobin concentration (g/dL)                                       34.00 ± 1.09                                                          32.69 ± 0.67$ 
 Red cell distribution width (%)                                                                              12.48 ± 0.57                                                           13.64 ± 0.88 
 Mean platelet volume (fL)                                                                                        7.47 ± 1.57                                                            9.24 ± 2.17$ 
 Mean corpuscular fragility (% [NaCl])                                                                0.438 ± 0.025                                                        0.389 ± 0.028* 
 Free hemoglobin (mg/dL)                                                                                        3.61 ± 1.83                                                             2.73 ± 1.24 
 Total antioxidant capacity of plasma (TAC) (mM Fe2+)                                       622 ± 94.2                                                              735 ± 142$ 
 Carbonylated proteins of plasma (nmol/mg)                                                     0.350 ± 0.107                                                        0.296 ± 0.111$ 
 Total plasma proteins (g/dL)                                                                                    7.19 ± 0.46                                                            6.78 ± 0.56$ 
Data are presented as mean ± standard deviation. *P<0.05; ($) marginal significance. bThal+: beta thalassemia minor.



Figure 3E and F, respectively. Of note, several of the 
metabolic differences between the two groups at base-
line were further exacerbated during storage, with signif-
icantly lower levels of IMP, hypoxanthine and adenosine 
monophosphate (AMP) in the stored bThal+ RBC (Figure 
5A). On the other hand, the bThal+ RBC had higher lev-
els of urate throughout storage. Since human RBC lack a 
functional uricase, chemical oxidation of urate promotes 
further catabolism to allantoin and allantoate, that were 
found significantly lower and higher in the bThal+ RBC, 
respectively, throughout storage (Figure 5A). These 

observations were accompanied by a higher degree of 
glutamine consumption and glutamate generation in 
bThal+ RBC after storage day 7 (Figure 5A; Online 
Supplementary Figure S8, respectively), suggestive of 
ongoing glutaminolysis. Interestingly, metabolites of 
purine metabolism such as urate, allantoate and gluta-
mine represent very good predictors of bThal+ status in 
stored RBC (ROC curve analysis, Online Supplementary 
Figure S1C). Intertwined with purine (especially adeno-
sine) metabolism, S-adenosylmethionine (SAM) synthe-
sis and consumption were not significantly altered in 
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Figure 1. Variation in hemolysis variables of fresh and stored red blood cells in beta thalassemia minor and control donors. (A) Time course evaluation of storage, 
osmotic, mechanical and oxidative hemolysis. Dashed lines represent trend lines of exponential or logarithmic models for storage and osmotic hemolysis, respec-
tively. (B) Potassium leakage. (C) Storage levels of selected proteins related to osmotic/mechanical hemolysis. Data are presented as mean ± standard deviation. 
*P<0.05; F: fresh blood; A.U.: arbitrary units; bThal+: beta thalassemia minor. 
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Figure 2. Redox status and calcium signaling of red blood cells from beta thalassemia minor and control donors. (A) Time course variation of total (TAC), uric acid-
independent (UAiAC) and uric acid- dependent (UAdAC) antioxidant capacity. (B) Membrane lipid peroxidation and protein carbonylation (n=8 per group; 4.1R protein 
was used for internal control). (C) Variation of endogenous/exogenously induced (tert-butyl-hyperoxide; tBHP, diamide and phenylhydrazine; PHZ) reactive oxygen 
species (ROS) levels. (D) Intracellular calcium accumulation. (E) Phosphatidylserine (PS) exposure. (F) Storage levels of selected proteins related to calcium home-
ostasis and lipid remodeling. Dashed lines represent trendlines of logarithmic models. Data are presented as mean ± standard deviation. *P<0.05; F: fresh blood; 
TBA: thiobarbituric acid; bThal+: beta thalassemia minor.
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RBC from the bThal+ group (Figure 5B). Cysteine levels 
were higher and cysteate levels lower in the bThal+ 
group, especially past storage day 28 and at the end of 
storage (Figure 5B). Significantly higher levels of sphin-
gosine 1-phosphate (S1P) – a marker of systemic hypox-
emia27 - were observed in RBC from the bThal+ group on 
day 0 and throughout storage (Figure 5C). 

Like in fresh RBC, changes were observed in arginine 
metabolism between the two groups as a result of storage 
duration – with RBC from the bThal+ group being charac-

terized by significantly lower arginine and creatine and 
higher asymmetric dimethyl-arginine and acetyl-spermi-
dine levels throughout storage (Figure 6A). Of all the path-
ways assessed in this study, the most notable between-
group changes were unexpectedly found in vitamin B6 
metabolism (Figure 6B) and in the hexosamine pathway 
(Figure 6C). bThal+ RBC were characterized by lower pyri-
doxate and pyridoxal and higher pyridoxamine levels 
throughout storage. On the other hand, all intermediates 
of the hexosamine pathway (uridine monophosphate - 
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Figure 3. Metabolomics analyses of fresh and stored red blood cells from control and beta thalassemia minor donors. (A) Fresh blood analysis of eligible blood 
donors (n=13 for controls and n=12 for beta thalassemia minor [bthal+] donors). (B) Principal component and discriminant analysis in fresh blood. (C) Heat map of 
top 25 metabolites differing between bthal+ and control fresh red blood cells (RBC). (D) Metabolomics analysis was performed in RBC stored in leukoreduced 
CPD/SAGM units (n=15 per group). (E) Principal component and discriminant analysis in stored RBC. (F) Heat map of variation in RBC metabolites throughout stor-
age. CPD/SAGM: citrate-phosphate-dextrose/saline-adenine-glucose-mannitol.
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UMP, acetyl-glucosamine, acetyl-glucosamine phosphate) 
were significantly higher in bThal+ RBC at all storage time 
points, while the final product of this pathway – uridine 
diphosphate (UDP) N-acetyl-glucosamine was significant-
ly lower in bThal+  RBC (Figure 6C), suggestive of either a 

blockade at the metabolic step catalyzed by UDP-N-
acetylglucosamine phosphorylase or an increased con-
sumption of its product for protein O-GlcNAcylation 
(post-translational attachment of O-linked N-acetylglu-
cosamine moieties to serine and threonine residues). 
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Figure 4. Main metabolic differences between control and beta thalassemia minor donors in circulating red blood cells. (A) Glycolysis. (B) Pentose phosphate pathway 
(PPP) metabolites. (C) Glutathione oxidation. (D) Purine metabolism. (E) Arginine metabolism. SAM: S-adenosyl methionine. *P<0.05, **P<0.01, #P<0.001, †P<0.0001.
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Again, ROC curve analysis highlighted the potential of 
glucosamines to distinguish stored bThal+ RBC from their 
control counterparts (Online Supplementary Figure S1D). 
Finally, RBC from bThal+ donors were characterized by 
higher levels of carnosine and indole-acetate – metabolites 

with either antioxidant activity or associated microbial 
metabolism, respectively, from baseline throughout stor-
age, with no storage-dependent fluctuations, suggestive of 
differences in the circulating blood metabolome between 
the two groups at the time of donation (Figure 6D). 
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Figure 5. Distinct metabolic pathways in beta thalassemia minor donors during storage I. (A) Purine metabolism. (B) Methionine metabolism. (C) Hypoxia modulated 
hemoglobin loading via a sphingosine-1-phosphate effect. SAM: S-adenosyl methionine; SAH: S-adenosyl homocysteine; RibP: ribose phosphate. *P<0.05, 
**P<0.01, #P<0.001, †P<0.0001.
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Intertwining biological networks in stored red blood 
cells and supernatants  

In order to find out major aspects of bThal+ RBC phys-
iology, able to interconnect the in vivo/ex vivo states, and 
thus, to reveal the “effect” (if any) of baseline variables 

upon storage, we proceeded to comparative bThal+ versus 
control in vivo/ex vivo network analysis.  

Our findings highlighted osmotic hemolysis as a “hub” 
parameter in bThal+ networks, with significant differ-
ences in the type and the amount of connections between 
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Figure 6. Distinct metabolic pathways in beta thalassemia minor donors during storage II. (A) Arginine metabolism. (B) Vitamin B6 metabolism. (C) Hexosamine 
pathway. (D) Carnosine and indole-acetate. SAM: S-adenosyl methionine; ADMA: asymmetric dimethylarginine; *P<0.05, **P<0.01, #P<0.001, †P<0.0001.
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Figure 7. Network analysis of statistically significant repeated correlations between parameters of fresh blood and stored red blood cells. (A) Osmotic fragility hub. 
(B) Plasma/supernatant antioxidant activity hub. Solid black lines: positive correlation; dashed red lines: negative correlation. MCF: mean corpuscular fragility; 
TAC/UAdAC/UAiAC: total, uric acid dependent and uric acid independent antioxidant capacities. Numbers correspond to the definitions provided in the Online 
Supplementary Table S2.
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the groups. The osmotic fragility of stored bThal+ RBC 
exhibited strong correlations with several biochemical 
(e.g., transferrin, r=0.560, P<0.01), cellular (e.g., RBC 
mechanical hemolysis, r=0.771, P<0.01), protein and 
metabolic (e.g., L-arginine, r=0.697, sphingosine-1-phos-
phate, r=-0.636, P<0.01) parameters of bThal+ RBC and 
plasma, in striking contrast to the controls (Figure 7A). 
Notably, in the case of bThal+ RBC, fragility variation dur-
ing storage was less correlated to the in vivo levels of fatty 
acids but more correlated to those of carboxylic acids, 
compared to control. Despite the above-mentioned dif-
ferences, osmotic hemolysis during storage was found 
interrelated with the in vivo levels of RBC aging markers 
and energy metabolism in both donor groups.  

In similarity to the MCF network, the extracellular 
antioxidant capacity of the bThal+ units presented higher 
connectivity with baseline parameters compared to con-
trol (twice the number of connections) including several 
metabolites of energy metabolism (e.g., D-
glucose/UAdAC, r=-0.705, P<0.01), purine oxidation 
(e.g., TAC/5-hydroxyisourate, r=0.756, P<0.01), urea 
cycle (e.g., ornithine/UAdAC, r=-0.769, P<0.01) and car-
nitines (Figure 7B). Those findings suggested that that the 
basic physiology of bThal+ is strongly and intrinsically 
related with the unique resistance to osmotic hemolysis 
and the high antioxidant capacity of the RBC units 
throughout storage.  

 
 

Discussion 

According to an increasing number of studies, genetic 
diversity among donors substantially affects RBC storage 
stability. Results of the REDS-III-Omics study showed 
that female sex and African American or Asian race-eth-
nicity2 predispose to low susceptibility to storage and 
stress hemolysis. RBC from G6PD-deficient donors 
exhibit control levels of storage hemolysis, opposite to 
sickle cell trait RBC that are more susceptible to sponta-
neous hemolysis during storage.28 Our study reports for 
the first time that bThal+ RBC are superior to those of the 
general population in terms of all hemolysis measures 
(including the less studied mechanical one), either 
throughout the storage period or for the more susceptible 
last 2 weeks of it. Superior secondary metrics of storage 
quality (including removal signaling and extracellular 
potassium) were also detected in bThal+. As expected, the 
unique storage capacity of bThal+ RBC was found mech-
anistically linked to changes in specific metabolic flows 
and membrane protein expression profiles. 

A tentative explanation for resistance to hemolysis lies 
in the appreciation of decreased HCT, MCH and Hb lev-
els in bThal+. Similar findings in high frequency blood 
donors have been associated with decreases in ferritin 
and total iron pools and improved hemolytic parame-
ters,29 in keeping with a negative role of iron levels and 
metabolism with RBC storage quality and post-transfu-
sion efficacy.30 Moreover, bThal+ RBC are intrinsically dif-
ferent from control, with reduced cellular volume and 
increased surface:volume ratio.31 Altered ion transport 
homeostasis leading to efflux of osmotically active com-
ponents32 underlies to great extent this phenotype. In sup-
port, serum levels of osmotically active ions in bThal+ 
exhibit significant correlation with RBC osmotic fragili-
ty.33 Under normal membrane and skeletal networks 

(manuscript in preparation) these features contribute to 
increased resistance to osmotic (and probably to mechan-
ical) stress.  

The biological networks suggested that the resistance 
of stored RBC to osmotic stress is a multifactorial pheno-
type exhibiting numerous correlations with the baseline 
RBC physiology (such as the energy metabolism) espe-
cially in the case of bThal+ RBC. Indeed, the levels of sev-
eral biochemical and metabolic features of bThal+ RBC in 
vivo exhibited strong correlations with those of osmotic 
hemolysis throughout storage, including L-arginine34 and 
sphingosine-1-phosphate, which significantly differed 
between the two groups under examination at baseline. 
Of note, similar correlations were also detected in G6PD-
defficient donors.35 This observation suggests a genetical-
ly determined aspect of osmotic hemolysis phenotype in 
stored RBC that deserves further examination. Since 
osmotic fragility is strongly donor-specific (storage levels 
are proportional to baseline levels in vivo),17 the superior 
osmotic hemolysis (and consequently part of storage 
hemolysis) of bThal+ RBC was rather anticipated. 
Resistance to oxidative hemolysis at late storage seemed 
to follow the fluctuation in ROS levels at the same period, 
as well as the modulation of purine and arginine metabo-
lism, previously reported in control donor groups.36 
Osmotic stress and additional hemolysis triggers may be 
further associated with the specific protein composition 
of RBC membrane in bThal+, since our preliminary analy-
sis revealed variations in proteins critically involved in 
cell volume regulation and transmembrane water/cation 
flows responsive to osmotic and mechanical stimuli, 
including aquaporin and piezo. Variation in some of these 
transporters has already been reported in thalassaemic or 
other anemic subjects.37 Our study (Online Supplementary 
Figure S1A) showed for the first time that resistance to 
both spontaneous and induced hemolysis is a distinctive 
feature of bThal+ RBC storability. However, diversity in 
bThal+ mutations worldwide should be also taken into 
consideration. Indeed, certain bThal+ donors exhibited 
control baseline levels of RBC osmotic fragility (Table 1). 
The effects of such genetic variation on bThal+ RBC stor-
ability and performance deserve further evaluation by 
future studies in various ethnic groups.  

Apart from hemolysis, PS exposure (a potent signal for 
RBC clearance in vivo) was also lower in bThal+ RBC at 
late storage, when ROS accumulation and membrane 
expression of phospholipid scramblase38 were also low. In 
contrast, Ca2+ concentration was higher in bThal+ RBC at 
baseline (and slightly higher during storage) compared to 
controls, consistent with the distorted divalent cation 
homeostasis reported in bThal+.39 This finding deserves 
further attention in the light of bThal+-specific variation 
in Ca2+-dependent membrane proteins that are involved 
in critical signaling events in RBC. Finally, alterations in 
the hexosamine pathway in bThal+ RBC are suggestive of 
either up-regulation of UDP-N-acetyl-glucosamine usage 
for O-GlcNAcylation or decreased synthesis through 
blockade of the late steps in this biosynthetic pathway. 
To the best of our knowledge, this is the first report of 
this pathway being affected in bThal+. Interestingly, O-
GlcNAcylation is a common post-translational modifica-
tion in Plasmodium falciparum proteins following malaria 
infection, to the extent that therapeutic blockade of this 
pathway has been proposed as an intervention to shorten 
the life cycle of the Plasmodium.40 As such, our observa-
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tions may contribute to explain one of the molecular 
mechanisms through which bThal+ protects from malaria 
infection.22 

Reports on the oxidative profile of bThal+ RBC and on 
the plasma antioxidant capacity in vivo are quite contra-
dicting.12 Many studies, however, pointed to increased 
activity and/or upregulation of several antioxidant 
enzymes and proteins41 in bThal+ RBC as a possible adap-
tation to mild sustained oxidative stress. Metabolism 
exhibits a similar adaptive response according to the cur-
rently reported data showing lower baseline levels of oxi-
dant stress-induced purine deamination, higher levels of 
sulfur-containing metabolites (methionine and cysteine), 
increase in glycolysis upstream of pyruvate kinase and an 
apparent increase in fluxes through the PPP in bThal+ 
RBC. Combined with increases in PPP-derived reducing 
equivalents (NADPH), in the absence of significant alter-
ations of total glutathione pools and ratios of 
oxidized/reduced forms, these data are suggestive of an 
overall higher antioxidant armamentarium in bThal+ 
RBC. “Training” to mild oxidative stress in vivo may mod-
ulate bThal+ RBC storability,41 as evidenced by ROS accu-
mulation, oxidative hemolysis, and oxidative defects to 
membrane components. In the same context, the mem-
brane profile of stress markers and the low intracellular 
allantoin42 are suggestive of the protective action of 
molecular chaperones and other antioxidant molecules, 
such as urate, present in excess in bThal+ RBC. Despite 
the fact that urate can act as a pro- or anti-oxidant factor, 
its minimal oxidation to allantoin at the same period of 
low ROS generation in bThal+ RBC points towards its 
antioxidant effect during storage. Moreover, it mostly 
accounted for the elevated antioxidant capacity of bThal+ 
plasma/supernatant. Network paired analysis of fresh ver-
sus stored samples confirmed that the extracellular 
antioxidant capacity (like osmotic fragility) is an almost 
“heritable” feature of RBC units in both donor groups,43 
and further “signs” bThal+ status in stored RBC (Online 
Supplementary Figure S1). Of note, the levels of TAC and 
UAdAC in bThal+ units exhibited inverse correlations 
with acyl-carnitine RBC metabolites, such as the redox 
related acetyl-carnitine. These metabolites have been 
suggested as markers of osmotic fragility in blood donors 
undergoing testosterone-replacement therapy,44 consis-
tent with a role of this pathway in the Lands cycle-depen-
dent remodeling of oxidized membrane lipids. 

Genetic variation among donors may have a positive or 
negative impact on transfusion performance. G6PD-defi-
cient RBC, for instance, are susceptible to hemolysis and 
oxidative stress post-transfusion,6 and exhibit lower 24-
hour recovery in autologous transfusion recipients.7 
Similarly, sickle cell trait RBC were shown to have 
reduced recovery in animal models.28 Quite to the con-
trary, the unique storability of bThal+ RBC is suggestive 
of good post-transfusion recovery. Apart from the low 
intracellular levels of hypoxanthine, a metabolic marker 
of storage lesion exhibiting negative correlation with 
recovery in vivo,45 the low extracellular Hb/potassium and 
RBC removal signaling are in favor of therapeutic out-
comes mainly through preservation of nitric oxide 
bioavailability and alleviation of hemolysis/iron-associat-
ed toxicity, including inflammatory responses and bacte-
rial infections.46 In addition, the advantageous redox phe-
notype of stored bThal+ is expected to promote their 
functionality in vivo and to ameliorate oxidative stress-

associated adverse clinical outcomes in susceptible 
patients with G6PD-deficiency and sickle cell disease.47 
Finally, the modified arginine/nitric oxide metabolism 
(involved in the induction of HbF48) in bThal+ RBC during 
storage may be relevant to their transfusion in susceptible 
recipients, including hemoglobinopathies, cancer, lung 
and cardiovascular disease patients. In the light of those 
results, we have initiated a study on post-transfusion per-
formance of bThal+ RBC.  

Heterozygotes for bThal+ constitute a non-negligible 
proportion of blood donors not only in the 
Mediterranean, but also in Africa, Asia and in under-rep-
resented minorities of US.49 Their typical profile of low 
Hb concentration, and thus, of lower dose of Hb per unit 
of RBC, would predispose to reduced Hb increment and 
lower efficacy of the transfusion therapy compared to 
control. However, the currently presented data show that 
bThal+ RBC are unique in terms of susceptibility to 
hemolysis, redox homeostasis and nitrogen/hexosamine-
related metabolism during storage. This favorable stora-
bility and thereof improved quality of stored bThal+ RBC 
may counterpoise the negative effects of lower Hb dose 
on the recipient. Despite the fact that further studies are 
needed to clarify the post-transfusion performance of 
bThal+ RBC in the context of intra-group genetic hetero-
geneity and recipient variation, the currently reported 
data may allow considering bThal+ individuals as a novel, 
high quality, “good storer” group. Indeed, bThal+ RBC 
may be safely stored for long time periods before transfu-
sion, highlighting the notion of molecular versus storage 
age of blood.5 Moreover, bThal+ RBC are probably ideal 
candidates for alternative storage strategies, like cryop-
reservation, which involves a deglycerolization step dur-
ing which RBC are highly susceptible to hypo-osmotic 
lysis.50 These promising data and potentials highlight the 
emergence of bThal+ donors for a distinct and potentially 
valuable role in blood transfusions.  
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Abstract: Blood donors with beta-thalassemia traits (βThal+) have proven to be good “storers”, since
their stored RBCs are resistant to lysis and resilient against oxidative/proteotoxic stress. To examine
the performance of these RBCs post-storage, stored βThal+ and control RBCs were reconstituted in
plasma donated from transfusion-dependent beta-thalassemic patients and healthy controls, and
incubated for 24 h at body temperature. Several physiological parameters, including hemolysis,
were evaluated. Moreover, labeled fresh/stored RBCs from the two groups were transfused in
mice to assess 24 h recovery. All hemolysis metrics were better in the group of heterozygotes and
distinguished them against controls in the plasma environment. The reconstituted βThal+ samples
also presented higher proteasome activity and fewer procoagulant extracellular vesicles. Transfusion
to mice demonstrated that βThal+ RBCs present a marginal trend for higher recovery, regardless
of the recipient’s immune background and the RBC storage age. According to correlation analysis,
several of these advantageous post-storage characteristics are related to storage phenotypes, like
the cytoskeleton composition, low cellular fragility, and enhanced membrane proteostasis that
characterize stored βThal+ RBCs. Overall, it seems that the intrinsic physiology of βThal+ RBCs
benefits them in conditions mimicking a recipient environment, and in the circulation of animal
models; findings that warrant validation in clinical trials.

Keywords: red blood cells; blood transfusion; beta-thalassemia; biomarkers; donor variation; post-
transfusion recovery; mouse model

1. Introduction

Heterozygotes for beta-thalassemia mutations (βThal+) constitute a significant per-
centage of the general population in several Mediterranean, Sub-Saharan African, and
Southeast Asian areas, and also represent a non-negligible proportion of eligible blood
donors [1–3]. The unique physiology of their red blood cells (RBCs) regarding geometry
and cation permeability [4], and the slightly elevated oxidative stress these cells encounter
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due to imbalanced globin chain synthesis [5], have unexpectedly proven to be advanta-
geous for withstanding the storage lesion under blood bank conditions. Stored RBCs from
βThal+ donors are exceptional in terms of spontaneous hemolysis, osmotic, and mechan-
ical fragility [1], probably owing to the differential expression of several membrane and
cytoskeleton proteins [6] that may provide resistance to lysis [7]. Moreover, the levels of
diverse metabolic (e.g., allantoin) [1], protein (membrane-bound antioxidant enzymes) [6],
and physiological (membrane protein carbonylation and end-of-storage reactive oxygen
species (ROS) accumulation) [1] variables suggest the existence of a superior antioxidant
defense system in stored βThal+ RBCs. The abovementioned redox parameters seem to be
strongly connected to an equally remarkable proteostasis network working mainly at the
membrane in situ [8].

In the last years, many studies have shown that donors’ genetic and non-genetic
features may not only impact the storability of the donated RBCs but also their post-
transfusion efficacy [9]. For instance, blood units from females appear to be superior in
terms of hemolysis [10] and redox [11] variables during storage but can be life-threatening
in sex miss-matched transfusions [12]. Another example are glucose-6-phosphate dehydro-
genase (G6PD) deficient individuals, who while being adequate “storers” [13–15], are quite
poor “donors” according to both in vitro and in vivo studies [13,16]. In the same context,
the RBCs from obese donors are prone to storage lesions and exhibit a trend towards lower
recovery in mice [17]. The ever-growing list of donor-related effects on storage capacity
and recovery highlighted the need to identify potential biomarkers of transfusion efficacy
in fresh and stored blood [18–21]. Since RBCs from βThal+ present a superior storability
profile, the aim of this study was to unravel (a) their physiological features when exposed
to a potential recipient’s environment in vitro and their recovery when transfused to animal
models; as well as (b) potential links between their storage and post-storage states.

2. Results
2.1. Exposure of Stored RBCs to Plasma at Body Temperature

To study the effects of plasma and body temperature upon stored βThal+ RBCs, we
used an in vitro model (Figures 1A and 2A) that mimics part of the recipient’s environment.
In comparison to controls, βThal+ stored RBCs exhibited lower levels of spontaneous,
mechanical, osmotic, and oxidative hemolysis when exposed to either healthy (Figure 1B)
or beta-thalassemic (Figure 2B) plasma, following both early and late storage. According to
receiver operating characteristic (ROC) curve analysis, the osmotic, mechanical, storage and
oxidative (in late-stored RBCs) types of hemolysis have very good potential to predict the
βThal+ status regardless of the plasma environment (Figure S1). Concerning redox-related
parameters, while intracellular ROS were equal between the two groups in healthy plasma
(Figure 1C), membrane lipid peroxidation was minor in the group of βThal+ (Figure 1E).
The pattern was slightly different in the disease environment, where intrinsic intracellular
ROS presented lower values in late stored βThal+ RBCs, along with a trend (p > 0.05)
in diamide-induced ROS (Figure 2C), but lipid peroxidation did not differ from controls
(Figure 2E). All three proteasome activities were greater in the same group, regardless of
plasma background (Figures 1D and 2D). Lastly, while phosphatidylserine (PS) exposure
was equal between the two groups, PS+ extracellular vesicles (EVs) were fewer in the
heterozygous reconstituted RBCs in both plasma conditions (Figures 1F and 2F).
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Figure 1. Physiological aspects of beta-thalassemia trait (βThal+) RBCs upon exposure to healthy plasma at body tempera-
ture. (A) Experimental design. (B) Hemolysis parameters, (C) intracellular reactive oxygen species (ROS), (D) proteasome
activity, (E) membrane lipid peroxidation and (F) phosphatidylserine (PS) exposure on RBCs and extracellular vesicles
(EVs), between control and βThal+ reconstituted RBCs (n = 10 per group). (*) p < 0.05, βThal+ vs. control reconstituted
RBCs. Dashed lines: average levels of stored RBCs at 4 ◦C. tBHP: tert-butyl hydroperoxide; PHZ: phenylhydrazine; CH:
chymotrypsin; CASP: caspase; TR: trypsin; TBA: thiobarbituric acid.
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Figure 2. Physiological aspects of beta-thalassemia trait (βThal+) RBCs upon exposure to beta-thalassemic plasma at body
temperature. (A) Experimental design. (B) Hemolysis parameters, (C) intracellular reactive oxygen species (ROS), (D)
proteasome activity, (E) membrane lipid peroxidation and (F) phosphatidylserine (PS) exposure on RBCs and extracellular
vesicles (EVs), between control and βThal+ reconstituted RBCs (n = 10 per group). (*) p < 0.05, βThal+ vs. control reconsti-
tuted RBCs. Dashed lines: average levels of stored RBCs at 4 ◦C. tBHP: tert-butyl hydroperoxide; PHZ: phenylhydrazine;
CH: chymotrypsin; CASP: caspase; TR: trypsin; TBA: thiobarbituric acid.
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2.2. Correlations between Storage and Post-Storage Metrics

We then sought to search for links between the storage and post-reconstitution pro-
files of βThal+ and control RBCs. Interestingly, components of the cytoskeleton, such as
spectrin, as well as a variety of carnitines and albumin negatively correlated with post-
reconstitution hemolysis in both groups (Figure 3A). This was also the case for antioxidant
molecules and intracellular ATP, while the opposite pattern was observed for NADP+

and several stress markers, like lactate (in βThal+) and membrane-bound peroxiredoxin-2
(Figure 3A). Osmotic hemolysis of reconstituted RBCs was proportional to that of stor-
age in both donor-groups, and further related to mechanical hemolysis in heterozygotes
(Figure 3B). Once again, correlation with membrane and cytoskeletal parameters, along
with raft components, was universally evident. While the storage levels of intracellu-
lar ROS and ADP (in βThal+) presented a positive correlation with osmotic hemolysis,
the presence of proteostatic molecules in the membrane resulted in negative correlations
(Figure 3B). Moving on, both osmotic and mechanical fragilities of stored βThal+ RBCs
positively correlated with mechanical hemolysis post-mixing, while many members of the
cytoskeleton, such as myosin-9, and the mechanosensitive channel piezo-1 presented nega-
tive or positive correlations, respectively, in both groups (Figure 3C). Stress markers (e.g.,
lactate) and energy depletion (e.g., AMP) had further positive correlations with mechanical
fragility, while the presence of metabolites of glycolysis, like glyceraldehyde 3-phosphate
demonstrated the opposite link (Figure 3C). Finally, even though storage ROS levels were
positively associated with oxidative hemolysis post-reconstitution, regardless of the donor,
the oxidative hemolysis storage and post-mixing levels were intra-correlated only in the
group of controls (Figure 3D). Antioxidant molecules, like catalase, and an abundance of
proteostasis-related proteins (e.g., proteasome subunits, HSPs) were inversely associated
with oxidative hemolysis, while AMP levels offered a positive association (Figure 3D).

Regarding ROS accumulation post-mixing, a general interconnection between in-
trinsic/induced ROS of stored samples and intrinsic/phenylhydrazine (PHZ)-induced
ROS of reconstituted samples was observed, accompanied by a reverse correlation with
antioxidant molecules, like ascorbate or glutathione (Figure 4A,B). Metabolites of energy
reserve, like ATP and phosphate, and protein-control parameters, such as proteasome and
T-complex subunits, also inversely correlated with intrinsic and PHZ-induced ROS. Of
note, correlations with proteasomic activities exceeded the statistical threshold only in the
case of βThal+ RBCs (Figure 4A,B). Tert-butyl hydroperoxide (tBHP)- and diamide-induced
ROS post-mixing presented analogous connections (e.g., diamide-induced with diamide-
induced, r = 0.837 vs. r = 0.914; T-complex protein 1 with tBHP-induced: r = −0.746 vs.
r = −0.732, βThal+ vs. controls). Concerning caspase (CASP)-like proteasome activity, posi-
tive correlations with stored RBCs’ proteasome components and activities, chaperones, and
antioxidant molecules (mainly in βThal+) were observed in both groups, while oxidative
stress markers showed a different pattern in early versus late storage: positive correlations
in the beginning (e.g., with allantoate), and negative later on (e.g., with intrinsic ROS)
(Figure 4C). Similar correlations were observed in the other two activities (e.g., HSP90
with chymotrypsin (CH)-like activity, r = 0.812 vs. r = 0.875; PSMB5 with trypsin (TR)-like
activity, r = 0.780 vs. r = 0.833, βThal+ vs. controls). Lipid peroxidation in the recipient en-
vironment was negatively associated with the levels of energy potential (e.g., adenine) and
raft-related stomatin in both groups, as well as with pyridoxamine and sphingosine in the
group of heterozygotes (Figure 4D). Intrinsic ROS and membrane-bound immunoglobin
levels provided positive links (Figure 4D). Notably, PS exposure post-mixing, both in RBCs
and EVs, was associated with RBC redox status (e.g., positive with intrinsic ROS), along
with flipping-related parameters (e.g., negative with flippase) during storage. As expected,
calcium homeostasis was present in the analysis of RBC PS externalization (e.g., positive
with calpain), whereas energy equilibrium was reflected in the one of PS+ EVs (e.g., positive
with lactate).
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Figure 3. Correlations of storage variables (horizontal axis) with hemolysis parameters post-mixing with plasma. Parameters
correlating with (A) spontaneous, (B) osmotic, (C) mechanical, and (D) oxidative hemolysis of late-stored control and
beta-thalassemia trait (βThal+) reconstituted RBCs in thalassemic plasma (n = 10 per group) are shown. Similar correlations
with slightly different r values emerged in all conditions tested. Dashed line: statistical threshold (p < 0.05). 6PG: 6-
phosphogluconate, CASP: caspase, CCT: T-complex subunit, CH: chymotrypsin, COPS: COP9 signalosome subunit, DHA:
dehydroascorbate, FBP: D-fructose 1 6-bisphosphate, G3P: glyceraldehyde 3-phosphate, GPX4: glutathione peroxidase
4, MCF: mean corpuscular fragility, MFI: mechanical fragility index, ox. hemolysis: oxidative, PSM: proteasome subunit,
TCP1: T-complex protein 1, TR: trypsin.
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Figure 4. Correlations of storage variables (horizontal axis) with parameters regarding oxidative stress, proteosta-
sis, and phosphatidylserine (PS) exposure post-mixing with plasma. Parameters correlating with (A) intrinsic and
(B) phenylhydrazine-induced ROS, (C) caspase-like proteasome activity, (D) lipid peroxidation, (E) phosphatidylser-
ine (PS) exposure, and (F) PS-positive EVs of late-stored control and beta-thalassemia trait (βThal+) reconstituted RBCs
in thalassemic plasma (n = 10 per group) are shown. Similar correlations with slightly different r values emerged in all
conditions tested. Dashed line: statistical threshold (p < 0.05). CASP: caspase, CCT: T-complex subunit, CH: chymotrypsin,
COPS: COP9 signalosome subunit, G3P: glyceraldehyde 3-phosphate, GPX4: glutathione peroxidase 4, PSM: proteasome
subunit, tBHP: tert-butyl hydroperoxide, TR: trypsin, UAdAC: uric-acid-dependent and UAiAC: uric-acid-independent
antioxidant capacity.
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2.3. Transfusion to Animal Models

To examine the post-transfusion recovery of stored βThal+ RBCs, the newly derived
RBC units were studied throughout storage to confirm that they were representative of
the βThal+-related storage lesion profile. As expected [1], the βThal+ RBC units presented
lower levels of storage, osmotic, mechanical, and oxidative hemolysis, either throughout
storage or at mid-storage onwards, as well as increased extracellular antioxidant capacity,
especially uric acid (UA)-dependent (Table S1). There was also a lower accumulation of
intrinsic ROS and minor lipid peroxidation already from day 21 (Table S1).

Following transfusion of a mixture of differentially labeled βThal+ and control RBCs
to NOD.CB17-Prkdcscid/J and C57BL/6J mice (Figure 5A), there was no obvious alter-
ation in their behavior. Specifically, animals were not lethargic but with normal mobility,
showing normal food and water consumption and visible behavioral patterns concerning
sociality like grooming, sniffing, and climbing. Weekly weighing showed no difference be-
tween transfused and non-transfused mice (Figure 5B), while there was an increase in free
hemoglobin (Hb) in both plasma (Figure 5C) and urine (Figure 5D) 20-min post-transfusion
in both immunosufficient and immunodeficient mice, but not 24 h later.

Figure 5. Wellbeing and hemolysis parameters of recipient mice post-transfusion with human RBCs stored under blood
bank conditions. (A) Experimental design. (B) Weight changes of mice by weekly measurements post-transfusion, against
non-transfused controls. Free hemoglobin in (C) plasma and (D) urine of mice before and after transfusion (*) p < 0.05 20
min post- versus pre- and 24 h post-transfusion. n = 16 per group for all measurements.
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To be sure that the observed hemolysis did not differ between the two donor groups
(and hence did not influence the results of post-transfusion recovery), we infused animals of
the two genetic backgrounds with RBCs from controls and heterozygotes separately. No dif-
ference was observed neither in plasma (e.g., late-stored, 20 min in C57BL/6J: 81.37 ± 38.55
vs. 85.62 ± 31.57; in NOD.CB17-Prkdcscid/J: 92.55 ± 32.12 vs. 87.32 ± 28.48, βThal+ vs.
controls) nor in urine free Hb (e.g., late-stored, 20 min in C57BL/6J: 48.52 ± 19.35 vs. 42.86
± 21.7; in NOD.CB17-Prkdcscid/J: 40.32 ± 26.70 vs. 51.28 ± 32.52, βThal+ vs. controls).

Moving on to post-transfusion recovery, there was a universal trend for higher levels in
the RBCs of βThal+ in both C57BL/6J (Figure 6A) and NOD.CB17-Prkdcscid/J (Figure 6B)
mouse recipients.

Figure 6. Recovery of human RBCs 24 h post transfusion in recipient-mice. Indicative flow cytometry dot plot images
and the levels of post-transfusion recovery are shown in (A) C57BL/6J and (B) NOD.CB17-Prkdcscid/J mice. (*) p < 0.05,
beta-thalassemia trait (βThal+) vs. control transfused RBCs (n = 8 per group).

While it has been previously shown that the two dyes used do not label differently
cells of distinct donor groups and do not alter the transfusion outcome (as evidenced by
transfusion of unstained RBCs to mice expressing the green fluorescent protein—GFP [22]),
since βThal+ RBCs have not been tested in post-transfusion recovery experiments yet, we
wanted to check for this feature in our samples. Indeed, comparable trends for higher
recovery in heterozygotes were observed when βThal+ and control RBCs were reversely
labeled (Table S2). It should be noted that if the two labeling experiments (which provide
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equivalent results) are taken together (n = 16 transfusion events), the trends and sporadic
significant differences, observed in Figure 6 and Table S2, universally surpass the threshold
of statistical significance (e.g., early-stored RBCs in NOD.CB17-Prkdcscid/J: 7.57 ± 1.07 vs.
6.54 ± 1.16, p = 0.016; late-stored RBCs in C57BL/6J: 4.83 ± 1.19 vs. 3.89 ± 0.75, p = 0.012,
βThal+ vs. controls).

2.4. Correlations of Recovery with Storage Physiology

Our next and final step was to search for possible correlations between the storage
physiology and the post-transfusion recovery of βThal+ and control RBCs. Interestingly,
storage (Figure 7A), osmotic (Figure 7B), and mechanical (Figure 7C) hemolysis demon-
strated significant negative correlations with 24 h recovery of βThal+ RBCs, in both early
and late storage, whereas only spontaneous hemolysis of late storage exceeded the sig-
nificance threshold in the control group (Figure 7A). Among the oxidative-stress-related
variables, while end-of-storage oxidative hemolysis was inversely associated with the re-
covery of both groups’ transfused RBCs (Figure 7D), intrinsic (Figure 7E) and tBHP-induced
(Figure 7F) ROS exhibited the same link only in the case of heterozygotes.

Figure 7. Correlations between physiological parameters of stored RBCs and post-transfusion recovery in C57BL/6J mice.
Correlations of recovery with (A) storage, (B) osmotic, (C) mechanical, and (D) oxidative hemolysis, as well as with (E)
intrinsic and (F) tBHP-induced ROS are shown for beta-thalassemia trait (βThal+) and control RBCs (n = 8 per group).
R2 > 0.5 for p < 0.05. Similar results, with slightly different R2 values emerged in NOD.CB17-Prkdcscid/J recipient mice.
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3. Discussion

Previous works from our team have demonstrated that stored RBCs from blood donors
with beta-thalassemia traits are superior to the average control regarding (a) hemolysis
(spontaneous or stress-induced); (b) removal signaling; (c) redox equilibrium [1]; (d)
preservation of membrane and cytoskeleton components [6]; and (e) membrane proteo-
vigilance served by a complex network of active proteasomes and recruited “protect, repair,
destroy or sacrifice” proteins [8,23]. We hereby validate and expand on these findings
from βThal+ stored RBCs, by reporting for the first time maintenance of their outstanding
resistance to lysis in a recipient-mimicking environment in vitro, as well as the potential for
higher post-transfusion recovery in xenobiotic animal models of transfusion. Furthermore,
our results give hints about aspects of RBC physiology, such as hemolysis, energy/redox
equilibrium, membrane/cytoskeleton properties, and proteostatic elements, that link the
storage and post-storage/post-transfusion behaviors of RBCs.

3.1. Stored RBC Features in Recipient Plasma and Temperature

The current results support that βThal+ RBCs are characterized by favorable hemolysis
from the time of donation (mainly fragility indices), throughout storage [1] and even within
a potential recipient’s environment (Figure S1). The fact that these profiles are evident
in both plasma conditions indicates that βThal+ RBCs’ resistance to lysis is an intrinsic
characteristic, not affected by common soluble plasma factors and ambient temperature. A
plausible explanation for this resistance to rupture [24] is the reduced cellular volume and
increased surface:volume ratio of βThal+ RBCs [25]. Moreover, it might be connected to
their unique cytoskeleton [6], as evidenced by the massive correlation outcomes between
fragility indices and several cytoskeletal components. A recent genome-wide associa-
tion study of the REDS-III program reinforces our findings, especially regarding osmotic
fragility: genes known to modulate RBC membrane organization, like band-3, myosin
and spectrin, have been found associated with the osmotic hemolysis of stored RBCs [7].
The same was also true for donors carrying common single nucleotide polymorphisms
in the N-terminus of band-3 [26]. The specialized spectrin-based RBC cytoskeleton and
its numerous linkages to membrane proteins allow the cell to reversibly deform while
passing through the narrow capillaries, while a variety of mutations in the genes of the
proteins involved lead to hemolytic anemias in humans [27]. Non-muscle myosin II has
been also associated with the control of the curvature and deformability—a biophysical
marker of RBC fragility [28]—of cells with either actin- or spectrin/actin-based cytoskele-
tons [29,30]. Altogether; (a) the higher levels and/or stability of several structural proteins
in βThal+ RBCs throughout storage [6], (b) the lower levels of post-mixing hemolysis,
fragility indices and microvesiculation (indirectly measured) in the same cells, and (c) the
mutual—amongst the two groups—negative correlation between (a) and (b), tempt us
to assume that the construction of βThal+ RBCs is one of the main reasons behind their
resistance to lysis. In addition, piezo-1, a mechanosensor that regulates RBC shape through
ion-related volume reduction, was found to be decreased in the same donors [6], in close
correlation with mechanical (in both controls and heterozygotes) and in association with
osmotic hemolysis [7]. It is very enticing to hypothesize that the microcytic βThal+ RBCs
are less susceptible to shear stress in the circulation, and thus minimal signal transduction
through piezo-1 molecules is required. Whether decreased levels of piezo-1 molecules are
genetically determined in these cells remains unclear, however, association/correlation
with osmotic and mechanical fragilities might be the reason behind the observed preferen-
tial crosstalk between the two fragility indices only in stored/reconstituted heterozygous
erythrocytes.

In the same context, reconstituted βThal+ RBCs possess enhanced proteasome activity,
which nonetheless presents a universal correlation with the increased storage levels of pro-
teasome (components and activities) and chaperones compared to controls [6,8]. Moreover,
antioxidant defense molecules were found to be tightly connected to βThal+ proteasome
activity post-mixing, highlighting once again the closer connection between redox balance
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and proteostasis in these subjects [8]. It appears that the storage levels of “protect, repair or
destroy” components are not neutral to post-storage proteasome activities; a finding that
may be relevant to transfusion outcomes. The interesting change in the correlation sign ob-
served between the storage levels of oxidative stress and post-mixing proteasome activity
in early versus late storage further supports—and expands to a post-storage environment—
the hypothesis that proteasome machinery is both effective against [31] and affected by [32]
the oxidative burden [8]. This interplay between redox equilibrium and protein quality
control was anticipated. It has been shown before by protein–protein interactomes and
bioinformatics analyses [33,34], and it is currently observed in both directions: proteostasis
is not only affected by oxidative stress, but it seems to protect the reconstituted cells from
oxidative lysis and ROS accumulation. Interestingly, lower oxidative RBC lysis, after treat-
ment with the Hb-targeting phenylhydrazine, was observed in the proteasome enriched
βThal+ samples, implying a role for the proteasome in the degradation of oxidized Hb [35].

Naturally, the redox and energy equilibrium of stored RBCs affected all tested post-
mixing parameters in both groups. It is widely established that oxidative stress lies behind
storage lesion phenotypes [36], while antioxidant molecules of stored RBCs have been
found to correlate with the 24 h post-transfusion recovery in mice [37]. In accordance, our
in vitro experiments revealed interesting correlations of redox factors with RBC physiology.
The oxidative burden of the cells, mainly shown through ROS accumulation, leads to fragile
cells that are more prone to oxidative damage and surface exposure of removal signals in
both groups post reconstitution, while ROS and oxidative hemolysis levels post-storage
are proportional to those before reconstitution. The first observations were expected, since
the oxidative stress generated under storage conditions insults key structural and func-
tional RBC components leading to PS exposure [36] and reduction of deformability [28,38].
However, to our knowledge, this is the first time that measures of oxidative stress in
stored RBCs have been shown to be conserved in a post-storage state. On the contrary,
several antioxidant molecules of stored RBCs counteract to protect them post-storage. For
instance, glutathione peroxidase 4 (GPX4) levels anticorrelate with hemolysis, and extra-
cellular antioxidant capacity with ROS accumulation and concentration of procoagulant
EVs. Both findings have been previously observed during storage [39,40], so it seems that
these antioxidants continue to protect stored RBCs after “re-addition” of plasma. Finally,
pyridoxamine, previously shown to (a) ameliorate oxidative and ion transport defects in
RBCs [41], and (b) be more abundant in βThal+ stored erythrocytes [1], showed many
negative correlations with an array of parameters, a great part of which were favorable in
the group of heterozygotes post-mixing (e.g., hemolysis and lipid peroxidation). Stored
RBCs are characterized by rapid depletion of energy, even under hypothermic conditions.
Lactate, a biomarker of stored RBC age [42], accumulates during storage leading to pH
alteration and metabolism inhibition, hence its positive correlation with a variety of lesions.
When found in an environment closer to “normal”, like the one of our model, RBC en-
zymes can restart working at their natural pace, as evidenced by the rapid replenishment
of 2,3-diphosphoglycerate [43] and ATP [44] post-transfusion. Nonetheless, the correla-
tions between storage energy metabolism/equilibrium and almost every parameter tested
post-reconstitution indicate that better preservation of energy reservoirs benefits even more
the cell physiology post-mixing. To support this, stored erythrocytes with greater ATP
levels present a higher viability post-transfusion [45,46]. Energy metabolites have been
also shown to be beneficial for RBC integrity during storage [47]. The other side of the
coin, AMP, a low energy signal also present in our correlation outcomes, is a precursor of
hypoxanthine, a metabolite shown to anticorrelate with post-transfusion recovery in both
mice and men [48].

3.2. Transfusion to Animal Models

The discrete physiology of βThal+ RBCs that has been proven to be beneficial during
storage and post reconstitution, might be the underlying force for the observed trend—
or statistical significance if all transfusion replicates/events are taken into account—for
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superior post-transfusion recovery in vivo. This strong trend, which was not attributed to
acute clearance due to hemolytic reactions (evidenced by similar between-groups levels of
plasma and urine Hb), arose in both immunosufficient and immunodeficient mice, with
the levels of 24 h recovery being higher in the latter case, as previously reported [49].
Correlations that predominated in βThal+ subjects, mainly between hemolysis (with or
without additional stresses) and post-transfusion recovery, further support our claim.
Interestingly, a recent study investigating obese blood donors also revealed an inverse
association of storage and osmotic hemolysis with post-transfusion recovery [17]. The
preferential linkage of fragility indices with RBC survival in the group of heterozygotes
is extremely fascinating. It is known that poorly deformable RBCs are retained in the
spleen [50], while replication of the inter-endothelial slits in vitro via microfluid devices
suggested that the mechanically aged RBCs are susceptible to phagocytosis, showing in
parallel loss of proteins involved in cytoskeleton architecture, cell metabolism, antioxidant
protection, and microvesiculation of the membrane [51]. Of note, rapid clearance of non-
reversible micro-erythrocytes decreases transfusion recovery [52]; a finding consistent with
the higher levels of circulating βThal+ RBCs in the blood stream of our transfused mice,
since these cells are reported to resist non-reversible transformation during middle/late
storage [6]. In this context, it should not be omitted that the size of transfused RBCs (lower
in the case of βThal+) has been found to be reversibly associated with recovery in xenobiotic
models of transfusion. Nevertheless, (a) our study design involved selection of eligible
βThal+ blood donors without extremely low MCV values (73.3 ± 6.8 vs. 82.6 ± 2.1 fL,
βThal+ vs. controls) in order to ameliorate the size effect upon RBC clearance; (b) the
tendency remained in favor of heterozygotes even in transfused pairs of βThal+-control
RBCs with minimal MCV variation between each other; and (c) it’s worth remembering
that RBCs experience excessive mechanical stress during their passage through the human
spleen slits of very small diameter (0.5–1.0 µm [53]). The forces deforming RBCs in a mouse
environment are more intense. However, our results have the potential to be expanded in
a human setting, since βThal+ erythrocytes will still experience less mechanical pressure
compared to control: they have both lower size and lower levels of sublethal lesions,
including susceptibility to lysis and oxidative insults. What can be argued is that survival
in the mouse circulation may not simulate the one in transfused humans, and that absolute
values of xenobiotic 24 h RBC recovery cannot be normalized to the gold-standard of
transfusion in humans, namely >75%. Nevertheless, these animal models have provided
valuable evidence, though not definite conclusions, in studies of other donor backgrounds,
such as sickle cell trait [22] and the REDS-III obese cohort [17]. Even though concrete
evidence of RBC recovery “success” can be only provided in vivo (in animal models and
mainly, in human) our findings further highlight the usefulness of the currently used
in vitro models in the field: several correlations between storage and post-storage states
were found in common. To support this, G6PD deficient donors were at first characterized
as “bad donors” by using a very alike in vitro model [13], and subsequently validated as
such in a clinical trial setting [16].

4. Materials and Methods
4.1. Biological Samples and Blood Unit Preparation

Twenty leukoreduced units of packed RBCs in citrate-phosphate-dextrose (CPD)/saline-
adenine-glucose-mannitol (SAGM) (10 βThal+ and 10 controls), the storage physiology,
metabolism and proteome of which have been analyzed in previous studies of this
project [1,6,8], were selected to evaluate the physiological parameters of stored RBCs
in recipient plasma at body temperature in vitro. Plasma was isolated from freshly drawn
blood donated by 10 healthy volunteers and 10 transfusion-dependent beta-thalassemia
major patients (shortly before transfusion), in citrate vacutainers. Sixteen (eight per group)
additional RBC units (leukoreduced; CPD/SAGM) were used for the evaluation of RBC
recovery in vivo by using animal models of transfusion, following validation of the storage
profile of βThal+ RBCs. The study was approved by the Ethics Committees of the Depart-
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ment of Biology, School of Science, NKUA and of the Biomedical Research Foundation of
the Academy of Athens (BRFAA). Investigations were carried out upon donor consent, in
accordance with the principles of the Declaration of Helsinki.

4.2. Exposure of Stored RBCs to Human Plasma at Body Temperature

For the simulation of the effects of body temperature and recipient plasma components
upon stored RBCs, an in vitro model was used, as extensively described in the past [13].
Briefly, early (storage day <4) and late (storage day >39) stored RBCs from heterozygotes
and controls were incubated for 24 h at 37 ◦C and in 5% CO2-air, following reconstitution
in freshly drawn plasma from potential recipients (controls and beta-thalassemia major
patients) mixed with the same unit’s supernatant, in a ratio respective to transfusion of two
blood units. To avoid settling, the samples were under constant gentle agitation throughout
the incubation period. Measurements of hemolysis, ROS concentration, phosphatidylserine
exposure, membrane lipid peroxidation, and proteasome activity were performed in the
reconstituted samples.

4.3. Animal Model of Transfusion

All experiments were performed in the Biomedical Research Foundation of the
Academy of Athens (BRFAA), and the study protocol was approved by the Department of
Agriculture and Veterinary Service of the Prefecture of Athens (Permit Number: 534915, 23
July 2020). A total of 32 immunodeficient NOD.CB17-Prkdcscid/J and wild type C57BL/6J
male mice, 8–12 weeks old (16 per genetic group), were used as a xenobiotic model of
transfusion to evaluate the 24 h RBC recovery, as previously described [22,49,54] and
extensively analyzed in the Supplementary File. Freshly drawn, early- (<4 days) and
late-stored (>39 days) RBCs were labeled with the lipophilic dyes D-383 (1,1’-Didodecyl-
3,3,3’,3’-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate; for βThal+) and D-307 (1,1’-Dioctadecyl-
3,3,3’,3’-Tetramethylindodicarbocyanine Perchlorate; for controls), as per manufacturer’s
instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), prior to their infusion as a 1:1 mixture (~55%
hematocrit with sterile PBS 310mOsm) into 16 recipient-mice (8 per genetic group) by
intravenous injection in the tail vein. The same procedure was performed in another set of
16 mice, with the opposite RBC labeling. Blood sampling via the facial vein was performed
one day before, 20 min (100% recovery) and 24 h (24 h RBC recovery) post-infusion to
evaluate (a) the post-transfusion recovery through flow cytometry (FACSAria IIu/Diva
software, BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), and (b) the levels of intravascular hemolysis
through spectrophotometry. The initial measurement was made 20 min post-transfusion
in order to effectively handle the large number of animals and provide reliability in the
comparative measurements. Urine was also collected at the same time points to evaluate
the hemoglobin (Hb) levels.

4.4. Hemolysis Parameters

Spontaneous hemolysis was evaluated in the supernatant of stored units and reconsti-
tuted samples through spectrophotometry [55], followed by the Allen correction. Osmotic
hemolysis was assayed by exposing the samples in ascending concentrations of NaCl and
calculating the mean corpuscular fragility (MCF) index (i.e., % NaCl at 50% hemolysis).
Rocking with stainless steel beads for 1 h was used to implement a mechanical stimulus.
The released Hb was measured in the supernatant of rocked and non-rocked samples to
infer only the mechanically induced hemolysis. Lastly, oxidative hemolysis levels were
evaluated after treatment of RBCs with phenylhydrazine (PHZ; 17 mM) for 1 h at 37 ◦C [1].

4.5. Oxidative Stress-Related Parameters

ROS accumulation was detected with and without additional oxidative stimuli (tert-
butyl hydroperoxide -tBHP, diamide and PHZ) through fluorometry (VersaFluor, BIO-RAD,
Hercules, CA, USA), by using the redox-sensitive and membrane permeable 5-(and-6)-
chloromethyl-2′,7′-dichloro-dihydro-fluorescein diacetate, acetyl ester (CM-H2DCFDA,
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Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, USA), as thoroughly reported before [1]. The
ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay [56] was performed in the supernatant
of the units, in the absence or presence of uricase treatment, to determine the total (TAC),
uric-acid-dependent (UAdAC) and uric-acid-independent (UAiAC) antioxidant capacity.
For membrane lipid peroxidation assessment, RBCs were mixed with 20% trichloroacetic
acid, and the supernatant (lipid part) of these samples was then treated with 0.67% thiobar-
bituric acid (TBA, 50 min at 90 ◦C). TBA and malondialdehyde (MDA; biomarker of lipid
peroxidation) form a chromogenic complex that was measured at 532 nm [1]. All oxidative
reagents, uricase, TCA and TBA were purchased from Sigma Aldrich (Munich, Germany).

4.6. Proteasome Activity

Caspase (CASP)-like, trypsin (TR)-like and chymotrypsin (CH)-like proteasome activi-
ties were determined in stored red blood cells through fluorometry [57]. Briefly, 120–200 µg
of packed RBCs in 20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5–8.0) were incubated for 1.5 h to 3 h at
37 ◦C with the substrates: Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-aminomethylcoumarin (AMC) for CH-like,
z-Leu-Leu-Glu-AMC for CASP-like and Boc-Leu-Arg-Arg-AMC for TR-like activity. The
experiment was also performed in the presence of proteasome inhibitors (10–20 µM borte-
zomib for the CH- and CASP-like activities, 200 µM MG-132 for the CH-like activity, and
100 µM lactacystin for the TR-like activity) to subtract the unspecific proportion (4–8%) of
the total fluorescence levels. All substrates and inhibitors were procured from Enzo Life
Sciences (New York, NY, USA).

4.7. Phosphatidylserine Exposure on RBCs and Extracellular Vesicles (EVs)

Phosphatidylserine (PS) exposure was estimated by multicolor flow cytometry follow-
ing labeling of RBCs with phycoerythrin (PE)-Annexin V and fluorescein isothiocyanate
(FITC)-conjugated anti-CD235 antibody (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), while an
ELISA kit (Zymuphen MP-activity, Hyphen BioMed, Neuvillesur-Oise, France) was used
to measure the PS-positive (procoagulant) EVs, per the manufacturer’s specifications and
as previously described [58].

4.8. Statistical Analysis

All physiological experiments were performed in triplicate. For statistical analysis,
SPSS (Version 22.0, IBM Hellas, Athens, Greece, administered by NKUA) computer soft-
ware was used. After testing for normal distribution profile and presence of outliers
(Shapiro–Wilk test and detrended normal Q-Q plots), intergroup differences were evalu-
ated by repeated measures analysis of variance (ANOVA). Differences in post-transfusion
recovery levels were analyzed by using independent t-test. Pearson’s and Spearman’s tests
were performed to assess correlations between parameters. Regarding correlation analy-
sis of the in vitro model data, we considered only the repeatable significant correlations
between stored and reconstituted RBCs reliable, i.e., the ones evident at both time points
and “recipient plasma” backgrounds. Receiver operating characteristic (ROC) curves were
used to identify parameters strongly indicative of βThal+ status in reconstituted RBCs.
The proteomic, metabolomic, and physiological data of blood units used for the corre-
lation analysis of Figures 3 and 4 originate from previous works of the βThal+ donors
project [1,6,8]. p < 0.05 was considered statistically significant.

5. Conclusions

Heterozygotes for mutations in the beta-globin gene are eligible donors whose RBCs
are less susceptible to storage lesions and less fragile after re-addition of plasma at body
temperature. Their discrete physiology, characterized by a notable cytoskeleton, membrane
proteo-vigilance and resistance to lysis, seems to underlie these observed superiorities
and probably the currently reported better post-storage performance, both in vitro and
in vivo. It appears as if βThal+ RBCs “check” both gold standards of transfusion, namely
end-of-storage hemolysis and 24 h post-transfusion recovery (at least in a xenobiotic mouse
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model). No doubt, these results need to be expanded and validated in a human setting
through clinical trials, to also assess the Hb increment. Although it is feared that carriers
of Hb mutations might show a drawback in this parameter, we strongly believe that this
would not be the case. Many βThal+ subjects eligible for blood donation (including those
reported in the current study) have slightly (rather than significantly) lower than average
intracellular Hb levels, and at the same time their stored RBCs show significantly lower
hemolysis, surface removal signaling, and sublethal lesions. Consequently, Hb increment
post transfusion with βThal+ RBC units is expected to be at least equal, if not superior, to
that observed following transfusion with control units. We are looking forward to future
studies that will focus on this hypothesis.
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Abstract: Proteasomes are multi-catalytic complexes with important roles in protein control. Their
activity in stored red blood cells (RBCs) is affected by both storage time and the donor’s charac-
teristics. However, apart from their abundancy in the membrane proteome, not much is known
about their topology, activity, and networking during the storage of RBCs from beta-thalassemia trait
donors (βThal+). For this purpose, RBC units from fourteen βThal+ donors were fractionated and
studied for proteasome activity distribution and interactome through fluorometric and correlation
analyses against units of sex- and aged-matched controls. In all the samples examined, we observed
a time-dependent translocation and/or activation of the proteasome in the membrane and a tight
connection of activity with the oxidative burden of cells. Proteasomes were more active in the βThal+

membranes and supernatants, while the early storage networking of 20S core particles and activities
showed a higher degree of connectivity with chaperones, calpains, and peroxiredoxins, which were
nonetheless present in all interactomes. Moreover, the βThal+ interactomes were specially enriched
in kinases, metabolic enzymes, and proteins differentially expressed in βThal+ membrane, including
arginase-1, piezo-1, and phospholipid scramblase. Overall, it seems that βThal+ erythrocytes main-
tain a considerable “proteo-vigilance” during storage, which is closely connected to their distinct
antioxidant dynamics and membrane protein profile.

Keywords: red blood cell; proteostasis; proteasome; activity; regulation; membrane localization;
interactome; storage; beta thalassemia trait

1. Introduction

Proteasomes are supramolecular, multi-catalytic complexes tasked with the degrada-
tion of aberrant and damaged proteins, which is needed to ensure cell homeostasis [1]. As
such, their proteolytic core, the 20S complex, is equipped with three proteolytic activities:
caspase (CASP)-like, trypsin (TR)-like, and chymotrypsin (CH)-like, the active centers of
which are located at the β1, β2, and β5 subunits of the catalytic chamber, respectively.
Misfolded proteins are transferred in the 20S cylinder after being selected by 19S regulatory
complexes that recognize ubiquitinated molecules [2]. Of note, while the function of 26S
holoenzymes is ATP- and ubiquitin-dependent, the 20S proteasome requires neither [3,4].
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The importance of these molecules becomes apparent through their involvement in a num-
ber of processes, from post-translational processing [5] to regulation of cell cycle [6], signal
transduction, and response to oxidative stress [7,8]. Deregulation of the proteasome results
in defects in both proliferation or apoptotic processes and consequently the development
of pathologies [9].

In red blood cells (RBCs), particularly, proteasomes are of great interest given the
finite nature of the RBCs’ proteome. These multi-catalytic machines (“near-organelles”)
are retained in mature erythrocytes, while the typical organelles are expelled during late
erythropoiesis. Their presence and functionality in the RBC cytosol and membrane has
been confirmed by several studies [10,11], while an intriguing relative excess of the 20S
core over the 26S holoenzyme has been reported at ≈20×-fold. Given that oxidative stress
is a significant challenge for erythrocytes, this abundance could be attributed to the fact
that 20S proteasomes are both more efficient in degrading oxidized proteins [12] but also
more resilient against oxidative damage themselves [13]. RBC’s proteasomal content and
activity are responsive to changes in physiological conditions or to diseases, including
anemia [14,15]. Proteasomal subunits have been found upregulated in the RBC cytosol of
sickle cell disease patients [16].

In the context of the proteasome’s presence and role during RBC storage under blood
bank conditions, little is known [17]. However, recent findings show that proteasomal
activities demonstrate a decrease in cytosol and an increase in membrane during storage,
suggesting a recruitment of proteasomes along with other components of the “repair or
destroy” system to the membrane [18]. Moreover, proteasomal activities were detected
in extracellular vesicles [17,18] and the unit’s supernatant [19], hinting at the release of
complexes during late storage. By studying the donor variation effect upon the storage
profile of RBCs, the genetically discrete G6PD-deficient RBCs have been shown to exhibit
higher levels of proteasomal activity and release during storage [18], whereas membranes
from post-menopausal women demonstrate a trend for slightly lower activity levels [20]
compared to controls and pre-menopausal women, respectively.

RBCs from heterozygotes for beta-thalassemia (βThal+) face oxidative challenges
due to their genetic background [21]. Nevertheless, during storage—a period strongly
associated with oxidative and proteotoxic stresses—they seem to employ a number of
protective mechanisms to mitigate this predisposition. In our previous works, we observed
lower reactive oxygen species (ROS) levels in late storage and a shift of the metabolism
toward the Pentose Phosphate Pathway (PPP), suggesting a higher antioxidant potential
compared to controls [22]. Furthermore, a recent comparison of the proteome of βThal+ and
control membranes revealed enrichment of the former in a number of “repair or destroy”
molecules during storage, such as chaperone HSP70 and proteasomal subunits, among
others [23]. The effectiveness of these compiled protective pathways is also supported by
reports of lower levels of protein carbonylation, lipid peroxidation, and other oxidative
stress indices, such as the metabolite allantoin during storage in this group [22]. Altogether,
(a) the effect of genetic background upon proteasome activity during storage, (b) the
multiple hints towards a superior redox and proteostatic profile in βThal+ stored RBCs,
and especially, the differential binding of proteasome subunits in their membrane, and (c)
the importance of protein control for the structural and functional integrity of erythrocytes
during the stressful period of storage (and probably, later on, in the recipient of transfusion)
motivated us to examine the proteasome activity, sub-cellular/extracellular distribution,
and networking in stored RBCs donated from healthy, eligible βThal+ volunteers, to further
evaluate their storability compared to control.

2. Materials and Methods
2.1. Biological Samples

Freshly drawn blood in citrate vacutainers and packed RBCs in citrate-phosphate-
dextrose (CPD)/saline-adenine-glucose-mannitol (SAGM) leukoreduced units were do-
nated by twenty-eight (14 βThal+ and 14 control) healthy volunteers, as previously re-
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ported [22]. The blood units were stored for 42 days at 4 ◦C and were sampled every
week under aseptic conditions. The beta-thalassemia trait was confirmed by both Hb
electrophoresis and molecular identification of mutations. The study was approved by the
Ethics Committee of the Department of Biology, School of Science, NKUA. Investigations
were carried out upon donor consent in accordance with the principles of the Declaration
of Helsinki.

2.2. Sample Fractionation

RBCs and plasma/supernatant were separated by centrifugation at 1000× g for 10 min
at 4 ◦C. Then, a volume of RBCs was used for fractionation into membrane and cytosol
fractions by centrifugation (19,000× g) following osmotic lysis in hypotonic sodium phos-
phate buffer (pH 8.0) containing 0.3 mM phenyl-methyl-sulfonyl fluoride as a protease
inhibitor at 4 ◦C. Cytosol fractions were stored for further analysis, and the pellets of RBC
membranes, along with the submembrane cytoskeleton, were repeatedly washed under
the same conditions to remove the excess of bound hemoglobin. Extracellular vesicles
(EVs, mostly microvesicles) were isolated by the cell-free supernatant of the RBC units by
centrifugation at 37,000× g (n = 5 per group), post filtering through sterile 0.8 µm nitrocel-
lulose filters (Millipore, Carrigtwohill, County Cork, Ireland), at late storage (day 42) [24].
Proteasome activity was measured in all fractions.

2.3. Proteasome Activities

Proteasome activity in cytosol, membrane, plasma/supernatant, and EV samples was
determined by using fluorogenic substrates in a fluorometry approach [18,25]. Briefly,
120–200 µg of protein samples in 20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5 for chymotrypsin-like or
8.0 for the other two activities) were incubated with the peptide substrates Suc-Leu-Leu-
Val-Tyr-aminomethylcoumarin (AMC) (for chymotrypsin-like activity), z-Leu-Leu-Glu-
AMC (for caspase-like activity), and Boc-Leu-Arg-Arg-AMC (for trypsin-like activity) for
1.30 h (chymotrypsin-like) or 3 h (caspase-like and trypsin-like) at 37 ◦C in the dark. The
relative fluorescence units (excitation filter: 365 nm; emission filter: 460-VersaFluor, BIO-
RAD Hercules, CA, USA) were thereafter normalized to protein concentration (Bradford
protein assay, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The experiments were also performed in
the presence of inhibitors (10–20 µM bortezomib for the chymotrypsin and caspase-like
activities, 200 µM MG-132 for the chymotrypsin-like activity, and 100 µM lactacystin for
the tryspin-like activity) to discriminate between the generic proteolytic activity and that of
proteasome machinery. All proteasome data reported are the final values resulting from the
subtraction of the unspecific portion of activity measured by the use of inhibitors (92–96%
inhibition of proteasome activities). All substrates and inhibitors were procured from Enzo
Life Sciences (New York, NY, USA).

2.4. Physiological and Proteomic Parameters

The hematological (MCV, MCH etc.), physiological (e.g., hemolysis, osmotic fragility,
antioxidant capacity, reactive oxygen species (ROS)), and protein (e.g., carbonylation)
parameters used for the correlation analyses (scatterplots and biological networks) originate
from specific experiments that were performed in the same cohorts of donors as thoroughly
analyzed and reported in recent publications related to this project [22,23]. Intracellular
levels of reactive oxygen species (ROS) were assayed with the help of the redox-sensitive
and membrane-permeable probe 5-(and-6)-chloromethyl-2′,7′-dichloro-dihydro-fluorescein
diacetate, acetyl ester (CM-H2DCFDA, Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, USA),
as extensively described before [26]. ROS accumulation was also determined following
stimulation of the cells with the oxidants tert-butyl-hydroperoxide (tBHP), diamide, and
phenylhydrazine. Proteomic analysis was performed in 12 membrane samples of each
group in early (day 7) and late (day 42) storage, as well as in 5 EV samples of each
group, through a FASP digestion prior to analysis via nano-UHPLC-MS/MS (Evosep One
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system coupled to timsTOF Pro mass spectrometer-Bruker Daltonics, Bremen, Germany),
as extensively described before [23].

2.5. Statistical and Network Analysis

All experiments were performed in triplicate. Statistical analysis was performed by
using the statistical package SPSS Version 22.0 (IBM Hellas, Athens, Greece, administered
by NKUA). Repeated measures ANOVA with Bonferroni-like adjustment for multiple
comparisons was used for the evaluation of time-course and between groups differences.
Correlation between physiological and proteomic parameters of stored RBCs was assessed
with Pearson’s or Spearman’s tests after testing for normal distribution and the presence of
outliers (Shapiro-Wilk test and detrended normal Q–Q plots). The R values were used for
the construction of biological networks (Cytoscape 3.7.2, San Diego, CA, USA). Significance
was accepted at p < 0.05 or p < 0.01 (in the case of network analysis).

3. Results
3.1. Time-Course Evaluation of Proteasome Activity during RBC Storage

The three catalytic activities of the proteasome presented cytosol-, membrane-, and
supernatant-specific time-course profiles in the total set of donor samples (Table 1). In the
cytosol, there was a decrease in all activities in middle storage when compared to day 7,
which further declined later (CH-like and CASP-like activities). An opposite pattern was
observed in the membrane: both CASP-like and TR-like activities reached maximum values
in the middle of the storage period (peaked at day 21) before a subsequent reduction to
early storage levels. Likewise, CH-like activity presented an upward trend from early to
middle storage before a statistically significant decrease toward day 42. Moving out of
the cell, the activities of the proteasome in the supernatant were characterized by a steady
trend for increase during storage, which reached statistical significance either in the middle
(CASP-like) or the later periods of it (TR-like and CH-like) (Table 1).

Table 1. Time course evaluation of proteasome activity during red blood cell storage stratified by topology.

Days of Storage

Activities 7 14 21 28 42

Cytosol
CH-like 34 ± 8 29 ± 7 * 24 ± 5 * 24 ± 6 *,§ 21 ± 5 *,§

CASP-like 21 ± 5 18 ± 5 * 15 ± 5 *,§ 14 ± 4 *,§ 14 ± 4 *,§

TR-like 44 ± 12 40 ± 10 31 ± 10 *,§ 29 ± 8 *,§ 30 ± 11 *,§

Membrane
CH-like 42 ± 19 48 ± 21 55 ± 21 46 ± 21 39 ± 20 #

CASP-like 40 ± 13 52 ± 16 81 ± 35 *,§ 81 ± 29 *,§ 63 ± 34 #

TR-like 29 ± 11 34 ± 9 50 ± 22 *,§ 36 ± 18 # 29 ± 14 #

Supernatant
CH-like 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.2 0.5 ± 0.3 0.5 ± 0.3 0.7 ± 0.3 *,#

CASP-like 1.3 ± 0.5 1.7 ± 0.7 1.8 ± 0.5 * 1.7 ± 0.7 * 1.9 ± 0.6 *
TR-like 3.4 ± 1.0 3.6 ± 0.8 3.9 ± 1.2 4.0 ± 0.9 *,# 4.5 ± 1.3 *

CH: chymotrypsin, CASP: caspase, TR: trypsin; (*) p < 0.05 vs. day 7, (§) p < 0.05 vs. day 14, (#) p < 0.05 vs. day 21. Data are shown as mean
± SD in ×103 RFU/mg of protein.

3.2. Proteasome Activity in βThal+ versus Control RBCs

Despite having a similar variance profile over storage time inside and outside RBCs,
the levels of the proteasome activity differed between the two donor groups in both mem-
brane and supernatant fractions. While the βThal+ RBCs had control levels of proteasome
activities in the cytosol (Figure 1A), they showed a marginal trend for higher CH-like and
CASP-like values in the membrane from mid-storage onwards (e.g., CASP-like day 21:
95,742 ± 38,444 vs. 70,122 ± 29,524 RFU/mg of protein, βThal+ vs. control, p = 0.052)
(Figure 1B). Of note, while in the overall sum of the samples, CH-like activity did not
present a statistical zenith in the membrane on day 21 of storage (as observed in the other
two activities; see Table 1), when the analysis was performed for the two groups separately,
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this pattern was revealed in the βThal+ but not in the control membrane samples (day 7 vs.
day 21, p = 0.001). Apart from the membrane, the CH-like and CASP-like activities were
higher in the supernatant of the βThal+ units as well, starting from the second (CASP-like)
or the fourth week of storage (CH-like) (Figure 1C). Finally, the proteasome activities
presented statistical trends for elevated levels in the βThal+ vs. control EVs isolated by the
supernatant on day 42 of storage (Figure 1D).

Figure 1. Proteasome activities in red blood cells of beta-thalassemia minor and control donors. Chymotrypsin (CH)-,
caspase (CASP)-, and trypsin (TR)-like activities in (A) RBC cytosol, (B) RBC membrane, (C) RBC units’ supernatant, and
(D) RBC-derived extracellular vesicles on day 42. Horizontal axis: days of storage; F: freshly drawn blood; (*) p < 0.05
between βThal+ and controls. Created with BioRender.com.
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3.3. Correlations between Proteasome Activities and Reactive Oxygen Species in βThal+ and
Control RBCs

Since the proteasome activities in RBCs are responsive to oxidative stress, we next
sought to look for statistically significant correlations between them and ROS accumulation
in βThal+ and control RBCs as a function of topology and storage time. Interestingly, the
cytosolic CASP-like and TR-like activities correlated positively with the intrinsic ROS levels
during early and middle storage but negatively at late storage in the βThal+ (but not in
control) samples (Figure 2A).

Figure 2. Correlation analysis between reactive oxygen species (ROS) generation and proteasome
activities. Indicative scatter plots between (A) intrinsic ROS levels and cytosolic proteasome activities,
(B) tert-butyl-hydroperoxide (tBHP)-induced ROS levels and cytosolic proteasome activities, and
(C) intrinsic ROS levels and membrane proteasome activities. CASP: caspase, TR: trypsin, CH:
chymotrypsin. R 2 values > 0.284 are statistically significant at p < 0.05.
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The same pattern was observed for ROS accumulation in stored RBCs challenged with
tBHP (Figure 2B) or diamide (e.g., TR-like middle storage, βThal+: R2 = 0.635, p = 0.013;
control: R2 = 0.110, p > 0.05). Notably, only the CASP-like cytosolic activity correlated (posi-
tively or negatively in early/middle or late storage, respectively) with ROS levels following
treatment of RBCs with the Hb-targeting phenylhydrazine, and again, this correlation was
only observed in βThal+ RBCs (e.g., middle storage, βThal+: R2 = 0.574, p = 0.001; control:
R2 = 0.024, p > 0.05). Regarding the proteasome activities in the membrane of βThal+

RBCs, they showed no correlations with the ROS levels (throughout the storage period) in
contrast to controls, which exhibited strong positive or negative correlations during middle
or late storage, respectively (Figure 2C).

3.4. Biological Networks
3.4.1. Biological Networking of Proteomic and Physiological Parameters of RBCs

Network analysis was performed for the topological visualization of the statistically
significant correlations between a great variety (>300 nodes) of omics (RBC membrane
proteome) and physiological (e.g., cellular fragility, redox equilibrium) parameters of
the βThal+ and control RBC units [22,23], including the proteasome (components and
activities). This approach helps to elucidate the possible associations between parameters
of stored RBCs that may fuel future more targeted research concerning the regulation
of proteasome activity, interactions, recruitment to the membrane, and release during
storage. Those complex biological interactomes revealed the centrality and compactness
of proteasome-related factors in both groups during the early and late periods of storage
(Figure 3). Despite having a similar number of nodes and degree of centralization, the
βThal+ network contained almost 1.5-fold the connections of the control network in early
storage, as evidenced by the average number of neighbors per node. However, the number
of connections of the βThal+ network did not increase in late storage as opposed to the
control, leading to quantitatively equal networks at the end of the storage period.

3.4.2. Biological Networking of 20S Proteasome

Due to the great excess and the critical role of the 20S core proteasome in RBCs, we
then focused on the core 20S interactomes in βThal+ and control RBCs in early (Figure 4)
and late (Figure 5) storage. Those subnetworks represented as much as 25% of the parental
ones. In both donor groups, the membrane-bound 20S proteasome subunits presented
positive correlations with: (a) the proteasome activities, (b) several regulatory subunits of
the 19S particles, proteasome partners (e.g., ECPAS), and ubiquitin-related proteins (e.g.,
E3 ubiquitin ligase complexes, COP9 signalosome), (c) molecular chaperones (heat shock
proteins and components of the chaperonin-containing T-complex), (d) lipid biosynthesis
and metabolism (e.g., fatty acid synthase), (e) calcium-dependent proteins (e.g., calpain and
calpastatin), (f) energy and redox homeostasis (peroxiredoxins, catalase etc.), (g) proteins
involved in nucleoside metabolism (e.g., GMP reductase, ribose-phosphate pyrophosphok-
inase 1), as well as (h) arginine methyltransferase (Figures 4 and 5). The far fewer inverse
correlations were principally found in late storage and concerned structural proteins of the
membrane (e.g., glycophorins), raft residents (e.g., CD44, flotillins), small GTPases, and
immunoglobins (Figure 5).
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Figure 3. Network analysis of proteomic and physiological parameters in beta-thalassemia minor and
control stored red blood cells during early (A) or late (B) storage. The connections represent statisti-
cally significant correlations (p < 0.01) between RBC proteins found on the membrane/cytoskeleton
and physiological parameters. Solid lines: positive correlation; dashed lines: negative correlation.
Node numbers correspond to the definitions provided in Table S1.
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Figure 4. Network analysis for core 20S proteasome proteins in beta-thalassemia minor and control stored red blood cells
during early storage. Interactomes showing statistically significant correlations (p < 0.01) between RBC parameters and 20S
proteasome proteins. Solid lines: positive correlation; dashed lines: negative correlation. Node numbers correspond to the
definitions provided in Table S1.
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Figure 5. Network analysis for core 20S proteasome proteins in beta-thalassemia minor and control stored red blood cells
during late storage. Interactomes showing statistically significant correlations (p < 0.01) between RBC parameters and 20S
proteasome proteins. Solid lines: positive correlation; dashed lines: negative correlation. Node numbers correspond to the
definitions provided in Table S1.

As in the case of the total networks (Figure 3), the βThal+ network of the 20S core
proteasome started with significantly more connections when compared to the control
(Figure 4) and ended up with a similar connectivity profile at late storage (Figure 5). Indeed,
in early storage, the 20S core proteasome subunits were far more interconnected with
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chaperones (141 vs. 85 connections), calpains (19 vs. 3 connections), energy metabolism
components, and peroxiredoxins (26 vs. 12 connections) in βThal+ compared to control
(Figure 4), which was a difference that was either lost or reversed in late storage (e.g.,
peroxiredoxins connections: 14 vs. 25 in βThal+ vs. control) (Figure 5). In the last day
of storage, the βThal+ 20S proteasome exhibited a higher degree of negative correlations
with immunoglobulins (21 vs. 7 connections in control) and with a different array of key
structural or raft membrane components (flotillin-1 in both groups; CD59, piezo-1, calpain,
and ICAM-4 in βThal+; glucose transporter and RhCE in control).

Concerning the EV fractions, alpha-5 was the only 20S proteasome subunit with high
connectivity (n = 6) in both groups. In βThal+, its levels positively correlated with protein
methyltransferase PCMT1 and alpha synuclein—a typical load of extracellular vesicles—
and negatively with immunoglobins and prothrombin. In control EVs, it exhibited positive
correlations with the vesicular superoxide dismutase but inverse correlations with the
raft-located acetylcholinesterase.

3.4.3. Biological Networks of Proteasome Activities

In a second focal plane, we visualized the interactomes of proteasome activities. Those
subnetworks revealed an interesting spatial pattern in both donor groups: most of the
connections (>70–90%) referred to the proteasome activities in the membrane, followed
by those in the cytosol (≈6%) and the supernatant (<3%) (Figures 6 and 7). Only in the
early control interactome, there was significant connectivity to proteasome activities of the
supernatant (20% of total) and the cytosol (10% of total) (Figure 6).

In both groups, the membrane levels of proteasome activities exhibited positive
correlations with components of the 20S and 19S particles, the ubiquitin–conjugation
pathway, several molecular chaperones, calpain/calpastatin, peroxiredoxins, catalase, and
arginine N-methyltransferase. Interestingly, in all networks, there were also positive
correlations with the fatty acid synthase (Figures 6 and 7). Metabolic enzymes were
more evident in the βThal+ networks, along with an array of kinases. On the other
side, the membrane activity of the proteasome showed negative correlations with C-1-
tetrahydrofolate synthase in βThal+ during early storage (Figure 6) and with several
membrane proteins in both βThal+ (CD59, 4.1R protein, flotillin-1, Piezo-1) and control
(4.1R protein, glucose transporter, calnexin) interactomes in the end of it. Lipid raft proteins
and immunoglobins were only present in the βThal+ network of day 42 (Figure 7).

Apart from the correlations with intracellular ROS thoroughly analyzed in this study
(Figure 2), the levels of proteasome activities in the βThal+ cytosol were positively con-
nected to additional redox-related variables (e.g., glutathione S-transferase, protein car-
bonylation; see Figures 6 and 7). Of note, some cellular and membrane protein features of
βThal+ stored RBCs [22,23] were also present in their activity interactomes in contrast to
controls: band 3, phospholipid scramblase-1, osmotic fragility (Figure 6), calpain, arginase-
1, RHAG, ATPase Na+/K+ (Figure 7). On the other hand, the control networks of cytosolic
activities were dominated by calcium-related (cytosolic calcium concentration, calreticulin)
and internal or membrane-associated components (e.g., day 42: positive with stomatin
and myosin; negative with glycophorin A, CD44), the cytosolic concentration of Hb, and
several enzymes. Small GTPases were inversely connected to the cytosolic activities in
both groups.

Even though the extracellular levels of the proteasome activity were significantly
lower compared to those of the RBCs, they showed correlations with both membrane
and cytosolic parameters, especially in the control group at early storage. Extracellular
activities displayed negative association with intracellular ROS levels in the beginning
(βThal+) or throughout storage (controls). In the group of heterozygotes, extracellular
proteasome activity was further associated with skeletal components positively at early
storage (Figure 6) but negatively at the later period of it (Figure 7). Some interesting
correlations arose in the control networks: There were positive connections with the levels
of membrane-bound 20S and 19S subunits, ubiquitin–protein ligases, chaperones, glycolytic
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enzymes, kinases, and their regulators during early storage, as well as with the hematocrit
of the unit, the mean volume, and the osmotic fragility of stored RBCs at the end of
it. On the contrary, inverse correlations with complement receptor-1, membrane-bound
immunoglobins (day 7), heat shock proteins, and lipid peroxidation (day 42) were also
observed (Figures 6 and 7).

Figure 6. Network analysis for proteasomic activities in beta-thalassemia minor and control stored red blood cells during
early storage. Interactomes showing statistically significant correlations (p < 0.01) between RBC parameters and proteasome
activities. Solid lines: positive correlation; dashed lines: negative correlation. Node numbers correspond to the definitions
provided in Table S1. Prdx2: peroxiredoxin-2; tBHP: tert-butyl-hydroperoxide.
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Figure 7. Network analysis for proteasomic activities in beta-thalassemia minor and control stored red blood cells during
late storage. Interactomes showing statistically significant correlations (p < 0.01) between RBC parameters and proteasome
activities. Solid lines: positive correlation; dashed lines: negative correlation. Node numbers correspond to the definitions
provided in Table S1. Prdx2: peroxiredoxin-2; GLUT1: glucose transporter-1; PHZ: phenylhydrazine.

4. Discussion

Recent studies of our team revealed that RBCs from βThal+ donors possess (a) superior
storage lesion profile in terms of hemolysis (storage, osmotic, mechanical, oxidative)
and secondary quality metrics such as removal signaling, (b) resistance to the storage-
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related oxidative stress in comparison to the average RBCs [22], and (c) unique proteomic
signatures at the membrane, which is consistent with their metabolic and physiological
features [23]. The present study expands our work in βThal+ donors by reporting for the
first-time different levels of activity and networking of the proteasome in the freshly drawn
and stored βThal+ RBCs. These findings are in line with the recently observed abundancy
of proteasome proteins in βThal+ membranes [23] as well as with the effects of the donor’s
genetic background and storage time upon proteasome topology and activity [18].

4.1. The Discrete Spatiotemporal Proteasome Activity Profile in Stored RBCs

Based on our results, storage is associated with a tendency for decreasing proteasome
activity in the cytosol and a temporal increase in the membrane activity levels around
day 21, implying the translocation of active proteasome subunits to the membrane or
activation of inactive membrane proteasomes in situ in both donor groups. Similar dis-
tributions were detected in stored RBCs from G6PD-deficient donors [18], establishing
a storage-driven spatiotemporal proteasome activity profile in RBCs. It is known that
storage in the cold promotes ROS generation, oxidative defects to membrane components,
and modifications in energy and redox metabolism [27]. Having in mind that middle
storage represents a key time-point for the above-mentioned RBC insults, it came as no
surprise that this is when all proteasome activities reach their maximum membrane levels.
Indeed, ROS [20] and calcium accumulation, carbonylation of membrane proteins, lipid
peroxidation [22], as well as the rewiring of the metabolism [28] occur mainly between the
second and the third week of storage in CPD-SAGM. In G6PD-deficient RBCs, proteasome
subunits seem to co-translocate to the membrane, hand in hand with a variety of members
of the “Repair or Destroy” proteins [18], including antioxidant enzymes and chaperones. In
a similar way, the 20S core particle (total and activity) interactomes (Figures 4–7) exhibited
numerous linkages with heat shock proteins, peroxiredoxins, T-complex components, etc.

4.2. Time-Dependent Cross-Talk between Proteasome Activities and ROS Levels

The repeatable correlation between the proteasome activities and the intracellular
ROS further supports the responsiveness of the 20S proteasome toward oxidative-driven
defects [29]. It is tempting to hypothesize that ROS levels positively correlate with pro-
teasome activity until the middle of the storage period because the proteasome is still
capable of counteracting the accelerated storage-driven oxidative stress. However, since
the machinery itself is also a target of oxidation [30], leading to inactivation or other func-
tional defects, it cannot probably cope with the overwhelming redox imbalance of RBCs
at the end of storage, resulting in the inverse correlation profile evident in the cytosol of
βThal+ RBCs and the membrane of control RBCs. The previously detected accumulation
of inactive proteasomes in the supernatant of blood units in late-storage [19] reinforces
this claim.

The discrete correlation profile between ROS and proteasome activities in the cytosol
for βThal+ RBCs and the membrane for control RBCs might be indicative of (a) a higher
need for protein control in the cytosol of βThal+ RBCs, since their membrane seems to
be more “protected” (as evidenced by the minor levels of lipid peroxidation or protein
carbonylation [22] and the excess of membrane-bound chaperones and redox enzymes [23]),
or (b) a different (likely more complex) regulation of membrane proteostasis in βThal+

RBCs, which is not dependent on variations in ROS levels in the cytosol. This finding
probably reflects the redox behavior of βThal+ RBCs as imprinted upon the metabolism,
proteome, and resistance to storage lesion. After all, proteasome activity can be regulated
by many factors, including post-translational modifications of subunits, such as phospho-
rylation [31]. Indeed, the discrete expression of kinases and phosphatases in the membrane
of βThal+ RBCs [23] and their higher connectivity with the proteasome activity in the
respective biological networks (Figures 6 and 7) when compared to the controls further
support this more complex proteostatis regulation.
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4.3. Storage Induces Higher Levels of Proteasome Activity in the Membrane of βThal+ RBCs

Despite having baseline levels and a storage time-course profile similar to the control,
CASP-like and CH-like activities presented higher values in the membrane of βThal+ from
mid-storage onwards. In the same context, EVs released from the βThal+ membrane—
where abundant working proteasomes are attached—contain more active proteasome
subunits. This is in line with recent proteomic studies showing a higher abundance of
several proteasome subunits and molecular chaperones, which is known to preserve the
proteolytic activity of the proteasome [32], in the membrane of stored βThal+ RBCs versus
control [23], as well as in old or sickle cell disease RBCs in vivo [33]. The same trend for
high proteasome activity has been reported in G6PD-deficient stored RBCs [18], which is
another distinct genetic group characterized by sustained levels of oxidative stress. Conse-
quently, the elevated proteasome activity in the membrane could represent an adaptation of
RBCs to redox imbalance in vivo [29], which might be recalled by them to better preserve
the proteome stability and overall functionality when exposed to additional oxidative
challenges, including those imposed by the storage-induced accelerated aging. Although
the specific activity of the proteasome in the membrane of RBCs has not been studied so far,
high proteasome activities have been reported in the ROS-enriched cytosol of RBCs from
sickle cell disease patients [34], which further increased following treatment with hydrox-
ycarbamide [35]. Interestingly, even though βThal+ RBCs are less susceptible to storage
hemolysis [22], the βThal+ supernatant was characterized by higher proteasome activity.
Previous studies have shown that release of hemoglobin and 20S proteasome particles
happen in a parallel manner in the supernatant of control RBC units, though the activity
of free proteasomes reaches a plateau upon day 28 [19]. It is possible for the activity to be
better preserved in βThal+ RBCs either through a more effective molecular chaperoning
of the 20S subunits [23,32] or due to their physical endurance of the sustained oxidative
stress they experience in vivo. It should not be omitted that within beta-thalassemic pre-
cursor cells, proteasome subunits are upregulated in order to decongest the α-globin-filled
cells [36].

4.4. Biological Networking of Proteasome and Proteasome Activities

During maturation, RBCs lose their organelles along with their ability to synthesize
proteins. Moreover, upon refrigerated storage, the RBCs undergo an accelerated aging
process characterized by redox imbalance, metabolic rewiring, and physiological dysfunc-
tions, including proteotoxic stress. Taken together, these facts highlight the important
role of proteostasis in the RBC life cycle. Goodman et al. [10] have shown that the pro-
teostasis machinery is localized in the “heart” of the RBC interactome, as evidenced by
protein–protein interaction analysis and further confirmed by larger-scale pathway and
network analyses [37]. Our bioinformatic analysis validates and expands these findings
by showing the same core position not only of proteasome subunits but also of their indi-
vidual activities in RBC interactomes enriched with several omics and physiological data.
However, it has been suggested that proteasome pools of different subcellular location,
subunit composition, and activities may exert distinct functions in cell homeostasis [38].
Generally considered as cytoplasmic in location, the currently reported biological networks
highlight several associations of 20S membrane activity with parameters never shown
before in RBCs. The numerous correlations with cytosolic components of the 20S and 19S
particles, molecular chaperones, ubiquitinylation and redox enzymes, and the proteolytic
system of calpain/calpastatin in both groups signify the membrane activity of proteasome
as part of a membrane proteostasis macromolecular system in stored RBCs that is sub-
jected to a concerted spatiotemporal regulation: it might be membrane-bound en block. It
seems that in the absence of lysosomes, the RBC proteasomes team up with the cytosolic
calpain system to regulate degradative processes at the membrane level during storage.
Co-variations of proteasome and calpain activities have been reported in several stressful
or pathological conditions [39]. Nonetheless, βThal+ stored RBCs seem to possess a more
complex proteostatic network compared to controls, given the fact that their early-storage
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interactome involves almost 25% more connections between the 20S core particles and
peroxiredoxins, HSPs, T-complex components, etc. The complete loss of this difference
until the end of the storage period supports the above-mentioned hypothesis that βThal+

RBCs are “primed” to cope with additional levels of oxidative, energy, and proteotoxic
stresses, such as the ones that come hand in hand with storage conditions. Similar results
have emerged from interactome analyses in sickle cell RBCs [10].

The activity of membrane proteasomes also co-varied with the levels of membrane
lipids and proteins in situ. Co-variation with proteins participating in lipid composition,
such as the fatty acid synthase, suggests interactions at either structural (e.g., lipid composi-
tion of the membrane domain) or regulatory levels. Similar cross-talks have been detected
in other cells and animal models. The N-myristoylation-driven membrane localization
of the proteasome controls its phosphorylation [40], and in turn, the proteasome activity
controls the abundance and activity of enzymes participating in lipid biosynthesis and
metabolism [41,42].

Apart from lipids per se, several membrane proteins exhibited negative correlations
with the membrane expression and activity of proteasomes, especially at late storage, when
the membrane was disorganized by accumulated storage lesion. Several of them (e.g.,
4.1R, glycophorin C, myosins, CD44) were components of the updated “repair or destroy”
box of the RBC interactome [37]. Of particular importance were the raft-resident flotillins,
which are currently correlated not only with the membrane levels of 20S proteins but
also with their activity in βThal+ membranes, suggesting a regulatory role for the lateral
compartmentalization of the membrane, similar to the one reported in LPS-stimulated
macrophages [43]. Of note, fatty acid synthase is also recruited to the macrophage lipid
rafts upon LPS treatment [43]. Moreover, the proteasome-enriched membrane of sickle cell
disease RBCs has been characterized by decreased levels of RBC raft-resident flotillins and
stomatin [10].

The βThal+ proteasome networks did not only differ from controls in terms of degree
of connectivity but also in their specificity. Heterozygotes’ proteostasis is intertwined with
a great variety of βThal+ specific membrane proteome features in stored RBCs [22,23],
producing an interesting subnetwork that seems to characterize these donors. For instance,
the connections of proteasome activities with piezo-1 and Na+/K+ ATPase molecules might
prove to be of great importance, since earlier studies have implicated proteasome pathways
in modulating the surface expression of several ion channels [44]. In this context, the
improved resistance of stored βThal+ RBCs to mechanical stress could be partly related
to the higher proteasome maintenance and activity in the membrane and the lower levels
of piezo-1. Indeed, it has been found that mechanical stretch triggers piezo-1 degradation
via the proteasome in endothelial cells [45]. Another molecule that is more abundant in
βThal+ membranes is arginase-1, which is known to compete nitric oxide synthase for
their common substrate L-arginine. Its eclectic presence in the βThal+ networks might
be indirect, since it is known that the proteasome’s activity is related to the function of
endothelial nitric oxide synthase [46]. Finally, the observed dialogue between energy
metabolism and the proteasome has already been hinted at in the past, in both RBCs [10,37]
and nucleated cells. Interestingly, in the latter ones, energy homeostasis seems to be partly
regulated by a ubiquitin-independent proteasome system [47]. The pre-storage differences
(increase in glycolysis) observed in the energy metabolism of βThal+ RBCs [22] and the
higher expression of both metabolic enzymes and proteasome subunits on their stored
membranes [23] might be the reason behind the higher connectivity between energy-related
proteins and the proteasome in this group.

5. Conclusions

Membrane proteostasis in stored RBCs is based not only on cytosolic but also on
membrane regulatory mechanisms, including proteasomes, working in situ. Intracellular
and extracellular proteasome activities vary as a function of the cytosolic ROS levels, the
storage age of RBCs, and the presence of βThal+ mutations. Storage is associated with
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decreased proteasome activity in the cytosol but increased activity in the membrane and the
extracellular supernatant. Furthermore, while β-globin mutations in the heterozygous state
do not seem to impact the proteasome activity in vivo, storage stress promotes the elevation
of proteasome activity in the membrane of βThal+ RBCs. According to the interactome
analyses, variation in membrane activity in stored cells seems to be connected to the lipid
composition, the lateral compartmentalization, the structural disorganization, and the
binding of the “repair-or-destroy” group of proteins. The highly enriched 20S interactome
of stored βThal+ RBCs is indicative of an impressive and primed “proteo-vigilance”, which
is likely related to their redox metabolism and distinct membrane protein profile. In the
light of recent findings showing the modulation of old-stored RBCs’ proteasome activities
by transfusion-mimicking conditions in vitro [18], along with evidence for physiologically
important functions of proteasome-containing platelet-derived EVs [48], the currently
reported data deserve further investigation in potential RBC transfusion settings in vivo,
including patients treated with proteasome inhibitors.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/membranes11090716/s1. Table S1. Numerical code used for the presentation of proteomic and
physiological parameters in the biological networks shown in Figures 3–7.
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Abstract: Genetic characteristics of blood donors may impact the storability of blood products.
Despite higher basal stress, red blood cells (RBCs) from eligible donors that are heterozygous for
beta-thalassemia traits (βThal+) possess a differential nitrogen-related metabolism, and cope better
with storage stress compared to the control. Nevertheless, not much is known about how storage
impacts the proteome of membrane and extracellular vesicles (EVs) in βThal+. For this purpose,
RBC units from twelve βThal+ donors were studied through proteomics, immunoblotting, electron
microscopy, and functional ELISA assays, versus units from sex- and aged-matched controls. βThal+

RBCs exhibited less irreversible shape modifications. Their membrane proteome was characterized
by different levels of structural, lipid raft, transport, chaperoning, redox, and enzyme components.
The most prominent findings include the upregulation of myosin proteoforms, arginase-1, heat shock
proteins, and protein kinases, but the downregulation of nitrogen-related transporters. The unique
membrane proteome was also mirrored, in part, to that of βThal+ EVs. Network analysis revealed
interesting connections of membrane vesiculation with storage and stress hemolysis, along with
proteome control modulators of the RBC membrane. Our findings, which are in line with the mild
but consistent oxidative stress these cells experience in vivo, provide insight into the physiology and
aging of stored βThal+ RBCs.

Keywords: RBC storage lesion; RBC membrane proteome; RBC shape modifications; extracellular
vesicles proteome; beta thalassemia trait donors; donor variation effect; network analysis

1. Introduction

The intrinsic characteristics of blood donors might impact the storage capacity of
red blood cells (RBCs). Both environmental (alcohol consumption [1], smoking [2]) and
genetic (sex [3], ethnicity [4], hemoglobin (Hb) mutation [5]) factors have been shown to
affect hemolysis, redox, and metabolic parameters of stored RBCs, as well as their post-
transfusion recovery. Beta-thalassemia trait (βThal+) is a heterogeneous group of genetic
defects in the beta-globin gene, leading to decreased beta-globin synthesis, ineffective
erythropoiesis, excess and precipitation of alpha-globin chains, and oxidative stress.

Individuals with beta thalassemia traits consist a non-negligible proportion of blood
donors in several geographical areas, including the Mediterranean. It was recently shown
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that stored RBCs from these subjects cope better with storage stress with respect to hemoly-
sis and redox variables, and have a differentiated metabolism, especially with respect to
purine oxidation, arginine metabolism, and the hexosamine pathway [5].

Despite a lack of information regarding the storability of βThal+ RBCs, a significant
amount of studies have reported differences in the protein composition of the RBC mem-
brane between thalassemic subjects (minor or major) and controls in vivo. The genetic
regulation of redox balance in βThal+ subjects consists of interesting modifications in
the transcript levels of several redox regulators that could be associated with changes in
the erythrocyte proteome [6]. It has been shown that an excess of Hb chains can bind
to spectrin, generating a spectrin-globin complex that increases the rigidity of the RBC
membrane [7]. Moreover, several structural and functional alterations have been observed
in the most abundant membrane protein with a critical role in gas transport and RBC
structure and metabolism, band 3: extensive phosphorylation [8], cleavage by caspase-3 [9],
and increased anion exchange [10]. The latter strongly contributes to the unique surface
to volume ratio of RBCs in thalassemia, that in turn enhances their resistance to osmotic
stress [11]. Variations in the levels of membrane proteins, including spectrin, flotillin-1, and
p55, have emerged from proteomics analysis of HbE/beta-thalassemic erythrocytes [12].

Another interesting aspect of RBC physiology in beta thalassemia is the membrane
vesiculation profile. There is evidence that thalassemic subjects exhibit higher levels of extra-
cellular vesicles (EVs) in vivo, a great part of which are released from erythrocytes [13–15],
and present elevated levels of antigens involved in coagulation [13]. Such EVs have been
found to be enriched in antioxidant and chaperone proteins, like HSP70 (beta thalassemia
intermedia patients) [13], but containing lower levels of free Hb-scavenging plasma pro-
teins and immunoglobulin chains (HbE/beta-thalassemic patients) [16,17].

Nonetheless, apart from our recent preliminary proteomics study that suggested dif-
ferences in volume and calcium homeostasis in stored RBCs from βThal+ donors compared
to controls [5], not much is known about the membrane proteome of βThal+ RBCs during
storage. Contemporary proteomics approaches that are based on mass spectrometry analy-
sis enable us to effectively analyze protein molecular targets [18] in a sensitive and very
high-throughput manner [19]. By applying this technology in combination with classic
biochemical and physiological assays, we currently present the first comprehensive report
of changes in protein levels of the RBC membrane and EVs from βThal+ donors compared
to a control throughout storage at blood bank conditions.

2. Results
2.1. The Proteome of βThal+ RBC Membrane during Storage

Proteomics analysis was performed both on single biological replicates (young, day 7;
old, day 42) or pooled (from day 7 to day 42 on a weekly basis) membrane samples of
stored RBCs from the control and βThal+ groups (n = 12; Figure 1A; Tables S1 and S2).
Partial least square-discriminant analysis (PLS-DA) separated the two groups at both early
(week 1) and late (week 6) storage across principal component 1 (PC1), explaining ~24%
of the total variance (Figure 1B). Several proteins exhibited different expression levels in
the membrane of young and old βThal+ vs. control RBCs (Figure 1C). The top 50 between-
group differences concerning the young RBCs, as determined by an independent t-test, are
highlighted in the heat map in Figure 1D.

The majority of the differently expressed proteins belonged to seven functional clus-
ters: key structural proteins (including lipid raft-associated components), antigens and
immunoglobulins, transporters, metabolic enzymes, kinases/phosphatases, and stress
response proteins (including chaperones, proteasome subunits, and proteasome-related
components) (Figures 2–7).
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Figure 1. Proteomics analysis of the stored RBC membrane. (A) Isolated membranes from n = 12 βThal+ and n = 12 control 
RBC units were analyzed by proteomics tools in single replicates (day 7 and day 42 samples) or in pooled samples (days 
7–42 at weekly intervals). (B) Principal component and discriminant analysis of day 7 and day 42 samples. (C) Heat map 
showing differentially expressed proteins between the two groups at early and late storage. (D) Heat map showing the 
top 50 proteins differing between βThal+ and control membranes at early storage. 

The majority of the differently expressed proteins belonged to seven functional clus-
ters: key structural proteins (including lipid raft-associated components), antigens and 
immunoglobulins, transporters, metabolic enzymes, kinases/phosphatases, and stress re-
sponse proteins (including chaperones, proteasome subunits, and proteasome-related 
components) (Figures 2–7). 

2.1.1. Major Structural Proteins and Lipid Raft-Associated Components 
Concerning the major structural proteins, lower content of integral (band 3, glycophorin 
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Figure 1. Proteomics analysis of the stored RBC membrane. (A) Isolated membranes from n = 12 βThal+ and n = 12 control
RBC units were analyzed by proteomics tools in single replicates (day 7 and day 42 samples) or in pooled samples (days
7–42 at weekly intervals). (B) Principal component and discriminant analysis of day 7 and day 42 samples. (C) Heat map
showing differentially expressed proteins between the two groups at early and late storage. (D) Heat map showing the top
50 proteins differing between βThal+ and control membranes at early storage.
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2.1.1. Major Structural Proteins and Lipid Raft-Associated Components

Concerning the major structural proteins, lower content of integral (band 3, gly-
cophorin C), skeletal (spectrin, actin, p55) and raft-associated (stomatin, p55) components
were detected in the membrane of βThal+ RBCs compared to the control at early storage
(Figure 2). In striking contrast, numerous myosin proteoforms (e.g., non-muscle myosin
IIA, Figure 2A; myosin IIB, 37 ± 9 vs. 146 ± 100 A.U., control vs. βThal+, p = 0.001, day 42)
were found in great excess. For the following storage time, no significant reduction in
prominent membrane components (glycophorin C, spectrin, ankyrin, stomatin, etc.) was
observed in βThal+ samples, resulting in higher membrane levels at late storage com-
pared to the control RBCs. Normal levels of membrane-bound globin chains (e.g., day 42:
184 ± 48 vs. 179 ± 54 A.U., control vs. βThal+) and band 3 oligomers (Figure 2A) were
detected in βThal+ samples by both proteomics and immunoblotting analyses.
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2.1.2. Blood Group Surface Antigens 
In the category of membrane proteins carrying blood group antigens, several compo-
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Figure 2. Proteomics analysis of stored RBC membrane: structural proteins. Levels of integral and peripheral membrane
proteins (A) as well as of lipid raft-related components (B) in βThal+ and control RBCs throughout storage. Inserts: pooled
analysis of membrane samples at weekly intervals. Representative immunoblots of band 3 monomers and dimers (arrow)
are shown (n = 7). 4.1R protein was used as internal loading control. (*) p < 0.05 βThal+ vs. controls; (**) p < 0.05 and
fold > 1.25 βThal+ vs. controls.
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2.1.2. Blood Group Surface Antigens

In the category of membrane proteins carrying blood group antigens, several com-
ponents were increased (e.g., erythroid membrane-associated protein-ERMAP/Scianna
blood group; basal cell adhesion molecule-BCAM/Lutheran antigen; basigin/Ok blood
group; Rh-CE glycoprotein) or decreased (CD44, AnWj and In antigens; Semaphorin 7A,
John-Milton Hagen blood group antigen; small integral membrane protein-1, SMIM/Vel
blood group antigen) in βThal+ samples compared to the control (Figure 3A). With a few
exceptions (e.g., IGHG3 Figure 3B), control levels of membrane-bound immunoglobulin
proteoforms were detected in the stored βThal+ RBCs. Notably, the junctional adhesion
molecule A (F11 receptor), a member of the immunoglobin superfamily and potential
platelet receptor, was detected at lower levels in old stored βThal+ RBCs (Figure 3B).
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2.1.3. Transport Across the Membrane: Pumps, Channels, and Transporters

Compared to control RBCs, the βThal+ RBCs had lower levels of many transmembrane
transporters, pumps and channels playing significant roles in metabolite influx/efflux and
volume regulation, either throughout storage (equilibrate nucleoside transporter 1, ENT1)
or at the early (aquaporin-1) or later period of it (N2 metabolism-associated urea and
ammonium transporters; Piezo-1; copper transporting ATPase) (Figure 4). A trend for
lower levels of the Gardos ion channel (KCNN4, 16.3 ± 1.5 vs. 14.1 ± 3.2, p = 0.052)
was also detected in young stored βThal+ RBCs. On the contrary, there was an increased
expression of Na+/K+ ATPase (in young stored RBCs) and of monocarboxylate transporter-
1 (SLC16A1). Syntaxin-4 had low levels in βThal+ samples when compared to controls
(Figure 4).
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2.1.4. Enzymes

The βThal+ RBC repertoire of membrane-bound enzymes was also strikingly different
compared to the controls (Figure 5). Enzymes participating in the urea cycle, purine synthe-
sis, and amino acid metabolism (arginase-1, peptidyl-poly cis-trans isomerase, C-1 tetrahy-
drofolate synthase) in addition to NADPH-dependent redox systems (flavin reductase,
glutathione transferase) had significantly increased levels at early storage or throughout it.
Carbonic anhydrase and glycolysis-associated enzymes (e.g., glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) were selectively increased in old stored βThal+ RBCs. On the other side, ex-
tremely low levels of enzymes involved in protein glycosylation (UDP-glucose:glycoprotein
glucosyltransferase), as well as in carbohydrate (neutral alpha-glucosidase) and lipid (neu-
tral cholesterol ester hydrolase 1, very long chain 3-oxoacyl-CoA reductase) catabolism,
were detected throughout storage or in old stored βThal+ RBCs. Notably, downregulation
of phospholipid scramblase 1 (participating in the deregulation of membrane phospholipid
asymmetry) and of methyltransferase-like protein 7A (a probable sensor of oxidative stress
in RBCs), was also detected in young stored βThal+ samples.

It is worth mentioning that, while several cytosolic kinases exhibited higher mem-
brane binding in the βThal+ stored RBCs, the phosphatases demonstrated the opposite
trend (Figure 6A). Consequently, higher protein tyrosine phosphorylation was detected by
immunoblotting analysis in the βThal+ RBC membrane compared to the control at middle
and late storage (Figure 6B).
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Figure 6. Proteomics analysis of stored RBC membrane: protein phosphorylation. (A) Levels of membrane-bound
cytosolic protein kinases and phosphatases in βThal+ and control RBCs throughout storage. Inserts: pooled analysis of
membrane samples at weekly intervals. (*) p < 0.05 βThal+ vs. controls; (**) p < 0.05 and fold > 1.25 βThal+ vs. controls.
(B) Representative immunoblots showing variation in the levels of protein Tyrosine phosphorylation in βThal+ and control
RBC membrane samples treated with phosphatase inhibitors (n = 3 per group) at middle and late storage. Band 3 was used
as the internal loading control.

2.1.5. “Repair or Destroy” Proteins

Finally, several proteins with significant differences in stored βThal+ RBCs compared
to the controls fall in the group of “repair or destroy” proteins, including chaperones and
proteasome molecules participating in stress responses (Figure 7A). Indeed, significant
enrichment of βThal+ vs. the control membrane in molecular chaperones, co-chaperones,
and protein partners was evident at individual storage times (e.g., stress-induced phos-
phoprotein 1, STIP1, week 1; T-complex proteins, week 6) or throughout storage (Hsp70;
DNAJ 21 ± 7 vs. 37 ± 14 A.U., control vs. βThal+, p = 0.002, day 42 samples) by proteomics
and immunoblotting analyses. In contrast, the calcium-binding chaperones calnexin and
calreticulin, as well as several protein disulfide isomerases, were less abundant in the
βThal+ membrane (Figure 7A). The membrane association of proteasome subunits, both
catalytic and regulatory, was greater in the βThal+ group at late storage (Figure 7B), but
protein ubiquitinylation exhibited the opposite pattern (day 42: 19 ± 5 vs. 14 ± 4, controls
vs. βThal+, p = 0.006; see representative immunoblots in Figure 7B). Apart from these
protein groups, the membrane of stored βThal+ RBCs was further characterized by the
overexpression of protein argonaute-2 (AGO2) implicated in miRNA binding (Figure 7A)
and of AP-2 complex members involved in the internalization of transferrin receptor in
reticulocytes [20]. Finally, different levels of small GTPases (mostly enrichment) were
detected in stored βThal+ RBC membrane (Table S1).
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Figure 7. Proteomics analysis of stored RBC membranes: “repair or destroy” group of proteins. Variation in the membrane
levels of selected chaperones (A) and of 20S/26S proteasome subunits (B) in βThal+ and control RBCs throughout storage.
Inserts: pooled analysis of membrane samples at weekly intervals. (*) p < 0.05 βThal+ vs. controls; (**) p < 0.05 and
fold > 1.25 βThal+ vs. controls. Representative immunoblots showing variation in the levels of heat shock protein-70
(HSP70) and of ubiquitinylated proteins at early, middle, and late storage are also shown (n = 7 per group). Protein 4.1R was
used as internal loading control.

2.2. RBC Shape and Membrane Vesiculation

We then examined whether the abovementioned variation of the RBC membrane
proteome was associated with typical storage-induced changes in cellular shape and the
degree of membrane vesiculation. To this purpose, we first proceeded to a morphological
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evaluation of stored RBCs by scanning electron microscopy. Lower levels of irreversible
shape modifications (e.g., spherocytes) were observed in βThal+ vs. the control units at
middle and late storage (Figure 8A). Following sequential isolation of supernatants and
then of EVs accumulated into them up to late storage, we found equal levels of procoagu-
lant activity (Figure 8B), but a slightly higher (p = 0.198) concentration of total vesicular
proteins per volume unit of packed RBCs (Figure 8C). Of note, a trend (p = 0.053–0.150)
for lower levels of post-translational modifications, such as protein carbonylation and
phosphorylation (Figure 8D–F, left panel), but overexpression of molecular chaperones
(e.g., HSP70, DJ-1) and caspase-3 (Figure 8F, right panel), was detected by immunoblotting
in EVs collected from βThal+ units compared to the control.

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, x FOR PEER REVIEW 10 of 23 
 

 

middle and late storage (Figure 8A). Following sequential isolation of supernatants and 
then of EVs accumulated into them up to late storage, we found equal levels of procoag-
ulant activity (Figure 8B), but a slightly higher (p = 0.198) concentration of total vesicular 
proteins per volume unit of packed RBCs (Figure 8C). Of note, a trend (p = 0.053–0.150) 
for lower levels of post-translational modifications, such as protein carbonylation and 
phosphorylation (Figure 8D–F, left panel), but overexpression of molecular chaperones 
(e.g., HSP70, DJ-1) and caspase-3 (Figure 8F, right panel), was detected by immunoblot-
ting in EVs collected from βThal+ units compared to the control. 

 
Figure 8. βThal+ RBC shape modifications and storage EV characteristics. (A) Percentage of non-reversible shape modifi-
cations in βThal+ and control RBC units throughout storage and representative micrographs captured by scanning electron 
microscopy (n = 8 per group; magnification: 1000×). (B–F) EV analysis (n = 5 per group, except procoagulant activity: n = 8 
per group): procoagulant activity (B), total protein concentration (C), protein carbonylation (D), and protein tyrosine phos-
phorylation (E) levels in βThal+ and control EVs. (F) Representative immunoblots of individual proteins or protein modi-
fications showing a trend for different expression levels in βThal+ vs. control EVs. Stomatin was used as the internal load-
ing control. (*) p < 0.05 βThal+ vs. controls; F: fresh blood. 

Individual proteomics analysis of EVs (n = 5 per group) (Table S3) revealed enrichment 
in plasma proteins (e.g., complement, IgGs) and in several RBC cytosolic proteins, including 
Hb subunits, carbonic anhydrases, NADPH-dependent redox systems (catalase), and flavin 
reductase, compared to the RBC membrane of origin in both groups (Table S4). Moreover, 
there were significant between-group differences, the top of which are shown in the heat 

Figure 8. βThal+ RBC shape modifications and storage EV characteristics. (A) Percentage of non-reversible shape modifica-
tions in βThal+ and control RBC units throughout storage and representative micrographs captured by scanning electron
microscopy (n = 8 per group; magnification: 1000×). (B–F) EV analysis (n = 5 per group, except procoagulant activity:
n = 8 per group): procoagulant activity (B), total protein concentration (C), protein carbonylation (D), and protein tyrosine
phosphorylation (E) levels in βThal+ and control EVs. (F) Representative immunoblots of individual proteins or protein
modifications showing a trend for different expression levels in βThal+ vs. control EVs. Stomatin was used as the internal
loading control. (*) p < 0.05 βThal+ vs. controls; F: fresh blood.

Individual proteomics analysis of EVs (n = 5 per group) (Table S3) revealed enrichment
in plasma proteins (e.g., complement, IgGs) and in several RBC cytosolic proteins, including
Hb subunits, carbonic anhydrases, NADPH-dependent redox systems (catalase), and flavin
reductase, compared to the RBC membrane of origin in both groups (Table S4). Moreover,
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there were significant between-group differences, the top of which are shown in the heat
map of Figure 9A. The βThal+ EVs exhibited greater levels of molecular chaperones (HSPs,
T-complex proteins), kinases (e.g., TAO kinase 3), calcium-related proteins (calpain, sorcin
etc.), ATPases (e.g., Obg like ATPase 1), and enzymes like arginase-1 and flavin reductase
(Figure 9B). Nevertheless, apolipoproteins, IgGs, and ceruloplasmin were less evident
in βThal+ EVs when compared to the controls (Figure 9B). Some interesting trends for
higher (e.g., carbonic anhydrase, transferrin receptor, proteasome subunits) or lower (e.g.,
complement C3, hemopexin, coagulation factor V) levels of EV proteins in βThal+ vs. the
controls are shown in Table S5. Notably, (a) traces of non-muscle myosin IIA were detected
only in βThal+-derived EVs and (b) AHSP and ALIX (an exosome marker) were present in
both groups’ EVs (e.g., ALIX: 22 ± 13 vs. 16 ± 11 A.U., βThal+ vs. control), while absent in
RBC membranes.
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Figure 9. Proteomics analysis of storage EVs. (A) Heat map for proteins differing between βThal+ and control vesicles
(n = 5 per group). (B) Representative boxplots showing statistically significant variation in the levels of specific EV proteins
between the two groups. Light and dark colors indicate proteins of low and high abundance, respectively. (**) p < 0.05 and
fold > 1.25 βThal+ vs. controls. Abbreviations: CCT6A: T-complex protein 1 subunit zeta; TAOK3: serine/threonine-protein
kinase; YWHAE: 14-3-3 protein epsilon; PRKAR1A: cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit;
CAPNS1: calpain small subunit 1; PDCD6: programmed cell death protein 6; ART4: ecto-ADP-ribosyltransferase 4; IGA2:
immunoglobulin alpha-2 heavy chain.
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2.3. RBCs vs. EVs Networks

To find out RBC parameters (if any) that exhibited statistically significant correlations
with EV phenotypes, we proceeded to compare βThal+ vs. control RBC EVs via network
analysis for late storage. Though EVs collected from the supernatant of day 42 units were
the cumulative pool of vesicles released throughout storage, the exponential pattern of EV
release with the storage time suggests that the old stored RBCs contributed the most to the
final pool.

More than 1000 statistically significant (p < 0.01) correlations were detected in the
control (~1000) and βThal+ (~1350) RBC-EV networks (Figures 10 and 11, respectively;
Table S6). Variation in the RBC membrane-bound small GTPases (90 vs. 140 connections,
βThal+ vs. control), proteasome subunits, activators (but not ubiquitin-related proteins; 163
vs. 100 connections, βThal+ vs. control), and IgGs (70 vs. 28 connections, βThal+ vs. control,
respectively) were more interconnected to the target EV phenotypes that are common (e.g.,
RBC IgGs connections to EV Hb, acetylcholinesterase, and superoxide dismutase) or differ-
ent between groups (e.g., RBC proteasome connections to Hb concentration exclusively
in βThal+ EVs) (Table S7). Even though the chaperone proteoforms prevailed in the RBC
membrane over proteasome subunits, the latter were significantly more interconnected
to EV features, including EV Hb, complement, redox metabolism, and protein tyrosine
phosphorylation. Binding of small GTPases to the RBC membrane was further related to
the vesicular content of heat shock proteins, IgGs and Alix in both groups, but also with
the caspase 3 and total EV protein concentration in βThal+ units. Finally, the IgGs load
of the membrane in the stored RBCs was strongly connected to the peroxiredoxin protein
kinases and protein tyrosine phosphorylation levels in βThal+ units.

Without exception, (a) all of the skeletal proteins, (b) components participating in the
vertical linkage of cytoskeleton to the lipid bilayer, (c) lipid-raft associated proteins, and
(d) Ca2+-regulated proteins of the stored RBCs correlated significantly to EV phenotypes,
in accordance with the established mechanisms of EV biogenesis. On the other hand, the
release of vesicles by the βThal+ RBCs seemed to be further connected to variation in the
parameters not participating at all (e.g., storage, osmotic and oxidative hemolysis, lipid
peroxidation, Hb concentration) or showing significantly fewer connections (e.g., MCV,
thioredoxins, Ca2+-transporting ATPase, antioxidant capacity of the supernatant) in the
control network. Notably, Hb concentration in EVs was negatively related to hemolysis
parameters of stored RBCs. The kinases contributed significantly more connections com-
pared to the phosphatases in the networks, however, significantly more phosphatases were
detected in the βThal+ RBC/EV one (Table S7).

Regarding the “targets” of the RBC features in EVs, apolipoprotein proteoforms ab-
sorbed by the residual plasma of the unit constituted the highest connectivity EV hub
(where the hub is a parameter with > 15 connections to RBC parameters) in both networks
(Table S8). Six additional smaller EV hubs (including EV Hb, carbonic anhydrase, IgGs,
and small GTPases) were found in common in the two networks, though at variable con-
nectivity degrees (e.g., twice the number of Hb connections in the βThal+ vs. control
EVs). As expected, certain EV hubs characterized each network individually. Redox and
stress-associated EV components (e.g., flavin reductase, thioredoxin, peroxiredoxins, α-
hemoglobin stabilizing protein, complement regulators) characterized the βThal+ network
as opposed to major membrane components (spectrins, glycophorin A), glutathione hy-
drolase, heat shock proteins, and complement proteoforms found predominantly among
the hubs of the control network. The exosomal ALIX protein correlated with the RBC
membrane content of small GTPases Rab and redox homeostasis parameters, such as su-
pernatant antioxidant capacity, lipid peroxidation (in βThal+), and glutathione transferase
(in control).

The levels of Hb release through vesicles were found to be significantly related to
calcium-related factors in both RBC groups, but also to proteasome components and
hemolysis levels (as mentioned above) in βThal+ RBCs. Those of complement regulators
(βThal+ hub) in EVs were correlated to RBC PS percentage, storage hemolysis, proteasome
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and IgG proteoforms. The vesicular α-hemoglobin stabilizing protein (AHSP), flavin
reductase, and clusterin levels were found to be highly interconnected with the major RBC
membrane proteins, Hb, proteasome subunits, lipid peroxidation, and antioxidant capacity
of the supernatant only in the βThal+ network (Table S8).
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Figure 10. Network connecting RBC to EV parameters in control RBC units on day 42 of storage. Interactome based on
the correlation coefficient R values between parameters of stored RBCs and EVs in late storage. The length of each edge
is inversely proportional to the R value (the shorter the edge, the higher the R value). All connections are statistically
significant at p < 0.01. Solid light grey circles focus on high connectivity hubs found in both donor groups. Dashed red
circles highlight representative high connectivity hubs that predominate in the control network. For abbreviations, see
Table S6.
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3. Discussion

Here, we report the first proteomic dataset comparing the RBC membrane and EVs
from βThal+ donors vs. control throughout storage in leuko-reduced CPD-SAGM units.
The data highlight beta-thalassemia signatures on RBCs and how they are modified during
ex vivo aging. Several modifications have not been reported so far in beta-thalassemia
minor. Their detection was based on an advanced proteomics analysis of single replicates
(n = 12 per group) and validation by targeted immunoblotting experiments. Of note,
proteomic findings are consistent with the physiological features of the same RBC units,
such as RBC morphology and membrane vesiculation (current work), as well as hemolysis
and metabolism data [5]. The findings are relevant to transfusion medicine and beyond, by
providing the basis for a more detailed exploration of RBC physiology and aging processes,
in vivo and ex vivo, in beta-thalassemia minor.

The membrane composition of young stored βThal+ RBCs was more indicative of
the thalassemic background compared to old stored cells, as it is closer to the in vivo
status. Indeed, lower content of integral and skeletal proteins has been reported in the
RBCs of HbE/βThal patients [12], suggesting changes in the architecture of the skeleton
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and its adherence to the membrane. Though detected in simple heterozygous state, these
shortcomings are not associated with deformability defects, because the mechanical and
osmotic hemolysis of βThal+ RBCs were found to be better than the average control [5].
Upregulation of myosin levels may account for these phenomenally paradoxical findings.
As a probable result of different reticulocyte maturation in beta thalassemia [21], it has been
considered a cellular volume regulator in the microcytic βThal+ RBCs [22]. βThal+ mem-
brane enrichment in several non-muscle myosin proteoforms might contribute to structural
integrity, deformability, and resistance to stress [23], including storage-induced stress, since
the expression of structural proteins did not reduce with storage time, as opposed to control
RBCs. Of note, both regulators of myosin activity, namely kinases/protein phosphorylation
and calmodulin, are also overexpressed in the membrane of βThal+ RBCs [24]. Stomatin,
which was observed for the first time to be downregulated in βThal+ RBCs, followed the
same pattern of variation during storage (no significant reduction), resulting (along with
flotillins and synexin) in the enrichment of old stored βThal+ RBCs in lipid raft compo-
nents that regulate the lateral organization of the membrane. On the other side, no higher
membrane binding of Hb (a typical feature of thalassemic RBCs [25]) was found in stored
βThal+ RBCs. All of these protein diversifications may account for the better maintenance
of stored RBC morphology in βThal+ compared to the control.

Several deregulated proteins in βThal+ RBCs fall in the group of molecular chaperones,
proteasome proteins, redox regulators, and free radical scavengers, reflecting proteotoxic
stress and activated antioxidant defense. Among these, glutathione transferase, flavin
reductase, and aldehyde dehydrogenase were included. The potentially toxic unstable free
α-globin chains in βThal+ RBCs can be eliminated by functionally interconnected protein
quality control pathways [26]. It has been suggested that chaperones may be involved in α-
globin refolding or targeting for degradation to proteasome [12,27–29], and, consequently,
numerous molecular chaperones are upregulated in βThal+ trait erythroblasts in mice.

Upregulation of proteome stress markers in the βThal+ RBC membrane at early storage
is probably related to higher baseline levels, but many of them were further upregulated
later on. Thus, overexpression is the result of both thalassemia- and storage-related [30]
proteome and oxidative stresses that are, however, successfully treated, as judged by the
low levels of oxidative modifications in βThal+ RBC membrane proteins and lipids [5].
Moreover, the function of those chaperones is probably unrelated to α-globin chain toxicity,
because normal levels of Hb and α-Hb stabilizing chaperone AHSP [12] were found in
the membrane and EVs, respectively. Of note, in platelets, heat shock proteins form
large complexes with myosin-targeting subunits [31]. Finally, the protein argonaute-2
that seemed to be an abundant protein of the stored RBC membrane, especially in βThal+

RBCs, forms functional complexes with several miRNAs that are differentially expressed
in relation to the storage lesion [32].

Downregulation of several transporters in the membrane of βThal+ RBCs may be
associated with the low levels of the scaffolding protein stomatin [33]. Some of them
participate in the regulation of erythropoiesis [34] and in the membrane response to
hypoxia [35]. Notably, most of them transport substances directly or indirectly involved in
N2 metabolism. ENT1, for instance, is a key purinergic component that mediates nucleoside
(especially adenosine) uptake by RBCs, while the mechanically activated cation channel
piezo-1 modifies the kinetics of ATP release under shear conditions in the vasculature [36].
ENT1 levels are regulated post-translationally in response to exposure to hypoxia, and
ultimately contribute to RBC metabolic reprogramming in response to oxidant/hypoxic
stress, such as at high altitude or in models of intrauterine growth restriction [37,38]. In the
same context, enzymes participating in the urea cycle, purine synthesis, and amino acid
metabolism had significantly increased levels in βThal+ vs. control RBCs at early storage or
throughout it (see below). Recent metabolomics analyses revealed alterations in the purine
oxidation pathway in circulating and stored βThal+ RBCs [5], while malaria parasites that
are purine auxotrophic import purines via their ENT1 homologue [39]. On the other side,
while upregulation of monocarboxylate transporter and Na+/K+ ATPase is suggestive of
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modified fluxes, previously seen in sickle cell trait and disease [40,41], in βThal+ RBCs, it is
not associated with increased K+ and lactate efflux, nor with RBC dehydration [5], probably
due to the mild excess/precipitation of free α-globin chains, and thus, to manageable levels
of oxidative stress [42].

Among the enzymes significantly upregulated in the membrane of βThal+ RBCs
throughout storage was arginase-1. As the final enzyme in the urea cycle, it is responsible
for the hydrolysis of L-arginine to urea and L-ornithine. Arginase-1 competes with the
nitric oxide synthase (NOS) that also uses L-arginine as a substrate to produce and release
the cardiovascular protective nitric oxide (NO) in the bloodstream [43]. Comparing the two
enzymes, NOS is more redox-sensitive than arginase [44], and may be readily inactivated
during storage. Increased arginase/NOS activity was indeed observed in human (and
non-human primate) RBCs as a function of storage duration through arginine tracing
experiments [45]. Thalassemia is characterized by dysregulated arginine metabolism and
increased arginase activity in plasma, probably leading to low NO bioavailability and
cardiovascular dysfunction [46,47]. Moreover, increased arginase expression and activity
(at the expense of NO synthesis) were detected in RBCs from patients with diabetes [48] and
in the plasma of recipients of aged stored autologous RBCs [49]. Most of the RBC arginase-1
is bound to the membrane in vivo through association with flotillin-1 [50], and this binding
increases its enzymatic activity. The currently reported proteomics analysis is consistent
with the modulation of arginine and glutamine (an arginine precursor) metabolism recently
observed in fresh and stored βThal+ RBCs, including ornithine to arginine and citrulline to
arginine ratios [5]. These markers of arginase activity in stored RBCs are indicative of the
capacity of transfused RBCs to respond to acetylcholine-induced vasodilation [49]. The
low propensity of stored βThal+ RBCs to hemolysis [5] and the low levels of arginase-1
in both storage EVs and RBC units’ supernatant (manuscript in preparation) suggest that
upregulation of the enzyme in βThal+ RBCs is not associated with increased arginase-1
release. For the βThal+ RBCs per se, however, arginine consumption [5] due to increased
expression of arginase-1 would repress the NOS-mediated NO synthesis. Interestingly,
in pathologies characterized by increased RBC arginase-1 activity, like diabetes, there is
also increased oxidative stress and ROS generation. Moreover, the detrimental effects of
arginase-1 enriched RBCs on vascular cells (upregulation of arginase-1 and dysfunction)
are ROS-dependent [48]. In contrast, stored βThal+ RBCs show lower oxidative defects in
lipids and proteins, lower ROS generation at late storage, and an enhanced antioxidant
and “repair or destroy” arsenal in their membrane.

Increased arginase activity may be the result of mild, sustained oxidative stress in
βThal+ traits, as observed in normal aging [51], and a compensatory defense mechanism
against the NOS-associated oxidative/nitrosative stress. In either case, it may contribute to
the resistance of βThal+ RBCs to malaria infection, since the host arginine (intracellular
and introduced by RBC amino acid transporters) is metabolized by the parasite to sustain
its metabolic needs [52,53].

In fact, this feature is only a part of the general context of proteome diversifications
potentially related to βThal+ RBC resistance to malaria infection. First of all, the proteome
of the βThal+ membrane is characterized by downregulation of several parasite receptors,
including band 3, glycophorin C, CD44, complement receptor-1 (CR1), and semaphorin-
7A [54,55]. The prevalence of the O blood group among our donors [5,56] and variation in
other determinants of malaria risk, including the globin chains per se, redox regulators, the
protein GNAS [57], and several kinases—potentially involved in protein hyperphosphory-
lation and thereby membrane destabilization observed in malaria protection [58]—probably
work in the same direction. For instance, piezo-1 and beta-spectrin hyperphosphorylation
by host kinases is an early RBC response to merozoite attachment on RBCs before parasite
entry [59]. Increased activation of protein kinases and protein phosphorylation has been
previously reported in erythroblasts of patients with β0-thalassaemia/Hb E disease [60].
Upregulation of argonaute-2 may be also related to the innate resistance of βThal+ RBCs to
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malaria infection; the transfer of argonaute-2 from malaria-infected RBCs to recipient cells
through EVs downregulates the expression of essential malaria antigens [61].

The modified expression of membrane receptors, antigens, and IgGs in stored βThal+

RBCs compared to the control may be clinically relevant. Some of them, like the ERMAP-
related Scianna blood group antigens [62], the SMIM-1-related Vel blood group [63], the
CD44 receptor (AnWj blood group antigen) [64], and semaphorin-7A, are clinically in-
volved in the immunohematology of hemolytic transfusion reactions, adhesion processes,
macrophage responses, and erythrophagocytosis. For example, Semaphorin-7A, a ligand
for the platelet receptor glycoprotein Ib, enhances thrombo-inflammation in myocardial
ischemia-reperfusion injury [65]. Moreover, SMIM-1, which is implicated in the physiology
of erythroid cells [66], carries a high-frequency blood group antigen able to induce aggres-
sive hemolytic activity [63]. Finally, the AnWj blood group antigen on the CD44 protein
is the RBC receptor of Haemophilus influenzae. Apparently, deficiency in these surface
molecules renders βThal+ RBCs a safer choice for transfusion therapy.

The proteomics profiles of EVs accumulated in βThal+ and control RBC units through-
out storage were also highly revealing. As expected [67], both groups’ EVs were enriched
in Hb, complement, and carbonic anhydrase and redox proteoforms, including catalase
and peroxiredoxins. Of note, the exosome-related ALIX protein was also detected in EVs,
suggesting either the presence of exosomes in the residual plasma of the units or the
participation of ALIX in the membrane vesiculation of stored RBCs. Both contingencies
deserve further investigation. In terms of between-group variance, the composition of the
βThal+ EVs reflected, in part, that of the RBCs of origin, since there were several upregu-
lated (chaperones/proteasome, flavin reductase, arginase-1, etc.) or downregulated (e.g.,
CD44) components. Moreover, porphobilinogen deaminase, sorcin, transferrin receptor,
and myosin proteoforms are selectively sorted to βThal+ EVs. Myosin and biliverdin
reductase were identified as thalassemia-specific components in the plasma microparticles
of β-thal/HbE patients [17]. According to our results, biliverdin reductase is a minor
component of storage EVs, independently of the thalassemia background.

The release of slightly more vesicular proteins by βThal+ RBCs showing better preser-
vation of cell morphology under storage seems paradoxical, but it is plasmatic, because
the volume unit of the microcytic βThal+ RBCs contains more cells than the control. As
opposed to the high levels of PS+ microparticles in the plasma of β-thal/HbE patients [17],
the βThal+ storage EVs exhibited normal levels of procoagulant activity. Moreover, they
contained lower levels of protein stress markers (carbonylation, Tyr-phosphorylation) and
removal signals (IgGs, complement), suggesting prolonged circulation time compared to
control EVs. Finally, they contain lower levels of plasma components exerting antioxidant
(e.g., apolipoprotein A-IV and hemopexin implicated in free heme detoxification) and
anti-coagulation (beta-2 glycoprotein, a2-macroglobulin) activities, in addition to coagula-
tion factor V and the oxireductase ceruloplasmin that is involved in iron metabolism and
transfer across the membrane.

Network analysis revealed interesting connections of membrane vesiculation with
hemolysis and the membrane proteome of βThal+ RBCs. The degree of protein (mainly
Hb) release by βThal+ RBCs was positively related not only to the membrane levels of IgGs
and lipid raft/Ca2+-associated proteins, as expected, but also to variation in the erythroid
cell receptor ERMAP that is upregulated in βThal+ RBCs. On the contrary, protein loss
through membrane vesiculation exhibited negative correlations with the membrane levels
of proteasome, regulators of redox activity, small GTPases, and especially with the oxida-
tive and storage hemolysis of parental βThal+ RBCs, highlighting the homeostatic role of
vesiculation in membrane modulation and damage control. The removal of potentially
dangerous compounds and activators of hemolysis by RBCs renders them less susceptible
to storage and oxidative hemolysis. The currently reported networks contain hundreds of
potentially informative correlations between EV and RBC features that deserve investiga-
tion by targeted studies. Some of them are expected to shed light on the emerging role of
membrane proteasomes in the physiology of RBCs.
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4. Materials and Methods
4.1. Biological Samples

Twenty-four (12 βThal+ and 12 control) blood units of packed RBCs in citrate-phosphate-
dextrose (CPD)/saline-adenine-glucose-mannitol (SAGM) were stored for 42 days at 4 ◦C,
and were sampled aseptically on a weekly basis. The beta-thalassemia trait was confirmed
by Hb electrophoresis and molecular identification of mutations. The study was approved
by the Ethics Committee of the Department of Biology, School of Science, NKUA. Inves-
tigations were carried out upon donor consent, in accordance with the principles of the
Declaration of Helsinki.

4.2. Isolation of Membranes and Extracellular Vesicles

Hypotonic lysis was performed to isolate RBC membranes. Briefly, RBCs were lysed
with hypotonic sodium phosphate buffer containing protease inhibitors, and the pre-
cipitated membranes were washed to remove the excess Hb. To evaluate the extent of
tyrosine phosphorylation, stored RBCs (n = 3 for each donor group) were treated with
2.0–2.5 mmol/L ortho-vanadate, a known tyrosine phosphatase inhibitor, for 2 h at 37 ◦C,
as extensively described before [68]. Untreated RBCs were used as controls, and membrane
isolation was performed as described above.

At late storage, vesicles were isolated from the supernatant of the RBC units (n = 5 of
each donor group) by high-speed centrifugation at 4 ◦C. Firstly, RBCs were centrifuged
at 2000× g. Their supernatants were ultra-centrifuged at 37,000× g for 1 h, after passing
through sterile 0.8 µm nitrocellulose filters (Millipore, Carrigtwohill, County Cork, Ireland).
The pellet of vesicles was then resuspended in PBS and washed under the same conditions.
Protease inhibitors were added to vesicles and their protein concentration was determined
by the Bradford protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA). The total vesicular protein per RBC
unit volume was used to assess vesiculation, as previously described [67].

4.3. Western Blot Analysis

Equal concentrations (12–25 µg) of isolated RBC membranes (n = 7 per group) or
vesicles (n = 5 per group) were loaded in Laemmli gels and transferred to nitrocellulose
membranes. Primary monoclonal and polyclonal antibodies for a variety of proteins were
used, along with species-specific secondary antibodies conjugated with HRP. Antibodies to
the following proteins were used: band 3 (B 9277) from Sigma-Aldrich (Munich, Germany);
ubiquitin (BML-PW8810) from Enzo Life Sciences (New York, NY, USA); HSP70 (sc-1060R)
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); and caspase-3 (#9662) and DJ-1
(#5933) from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Antibodies against stomatin
and 4.1R were kindly provided by Prof. R. Prohaska (Institute of Medical Biochemistry,
University of Vienna, Austria) and Prof. J. Delaunay (Laboratoire d’ Hématologie, d’
Immunologie et de Cytogénétique, Hopital de Bicetre, Le Kremlin-Bicetre, France), respec-
tively. The immunoblots were developed through chemiluminescence, and the bands were
quantified by scanning densitometry (Gel Analyzer v.1.0, Athens, Greece). To estimate
oxidative modifications of membrane and vesicular proteins, the Oxyblot kit was used, per
the manufacturer’s specifications (Oxyblot, Millipore, Chemicon, Temecula, CA, USA). The
proteome carbonylation index (PCI) was then calculated [68].

4.4. Procoagulant Activity of Extracellular Vesicles

A functional ELISA assay kit (Zymuphen MP-activity, Hyphen BioMed, Neuville-
sur-Oise, France) was used to estimate the procoagulant activity of extracellular vesicles
(n = 8 per group), per the manufacturer’s specifications and as previously described [69].

4.5. Scanning Electron Microscopy

Samples of RBCs (n = 8 per group) were firstly fixed with 2% glutaraldehyde and
then with 1% osmium tetroxide in a 0.1 mol/L sodium cacodylate buffer, with a pH of 7.4.
Following dehydration in a gradient of ethanol concentrations, the cells were coated with
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gold-palladium (Tousimis Samsputter-2a, Rockville, Maryland, USA) and were microscopi-
cally observed (Philips SEM515). Electron micrographs (magnification ×1000) were taken
at randomly chosen fields, and the cell shapes were characterized as irreversible or not. A
blind evaluation of at least 2000 cells was performed for each sample.

4.6. Proteomics Analysis

Samples (200 ng each) were loaded onto individual Evotips for desalting and then
washed with 20 µL of 0.1% formic acid, followed by the addition of 100 µL of storage sol-
vent (0.1% formic acid) to keep the Evotips wet until analysis. The Evosep One system was
coupled to a timsTOF Pro mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Data
were collected over an m/z range of 100−1700 for MS and MS/MS on the timsTOF Pro in-
strument using an accumulation and ramp time of 100 ms. Post-processing was performed
with PEAKS studio (Version X+, Bioinformatics Solutions, Waterloo, ON, USA). Graphs
and statistical analyses were prepared with GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA) and GENE E (Broad Institute, Cambridge, MA, USA) [70].

4.7. Statistical Analysis and Network Preparation

Statistical analysis was performed by using the statistical package SPSS Version 22.0
(IBM Hellas, Athens, Greece, administered by NKUA). After testing for normal distribution
and the presence of outliers (Shapiro−Wilk test and detrended normal Q–Q plots), the
independent t-test was used for the evaluation of differences between groups. Correlation
between the parameters of stored RBC and EVs was assessed with Pearson’s or Spearman’s
tests. The R values were used for the construction of biological networks (Cytoscape 3.7.2,
San Diego, CA, USA). Significance was accepted at p < 0.05 or p < 0.01 (in the case of
correlation analysis).

5. Conclusions

The RBCs of eligible βThal+ donors are characterized by a low percentage of irre-
versible spherocytic modifications compared to the control. Their membrane proteome
contains several beta thalassemia signatures related to the expression of structural, lipid raft,
chaperoning, proteasome, redox, transport, antigenic, and enzyme components, including
the upregulation of myosin, arginase-1, glutathione transferase, and protein kinases, but
downregulation of transporters involved in nitrogen, purine, and amino acid metabolism.
Some of them are reported for the first time in βThal+ RBCs. The overall picture is that
of an efficient cellular response to a mild alpha-globin excess and oxidative/proteome
stress functionally connected to resistance to malaria infection. Storage has a balancing
(e.g., Na+/K+ transporter) or augmenting (e.g., HSPs) effect on these modifications, or
produces new ones, including excess of skeletal proteins. The βThal+ EVs have normal
procoagulant activity, and their composition is related in part to that of parental RBCs. Net-
work analysis revealed interesting connections of membrane vesiculation with proteome
control modulators of the RBC membrane, as well as with hemolysis of βThal+ RBCs. Our
findings shed light on the donor variation effect on RBC storability and give hints for
potential post-transfusion implications. Moreover, they might provide the basis for a more
detailed exploration of RBC physiology and aging processes that occur in beta thalassemia
carriers who are eligible for blood donation. Functional aspects of the presently identified
variations, including proteostasis, degradome, and other important modifications that fill
out the protein profile of βThal+ RBCs during storage, are currently underway in our labs.

Supplementary Materials: Supplementary tables are available online at https://www.mdpi.com/
1422-0067/22/7/3369/s1.
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